Garcia, M. F. Ciencias de la Salud

Estudio de la dinamica 6sea mandibular y de los procesos reabsortivos de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

TESIS DOCTORAL. Ciencias Biomeédicas.

Estudio de la dindmica ésea mandibular y de los procesos reabsortivos
de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS | LABORATORIO DE BIOLOGIA OSEA

Doctondo: Od. Maria Florencia Garcia

Director de tesis: Dr. Rodolfo C. Puche ANO 2005
Recibido: Jul. 2008 | Aceptado: Sep. 2008
INDICE
I. INTRODUCCION
Las estructuras periodontales, asiento de la enfermedad periodontal ..........ccocevviiiiiiiennens 81
La enfermedad periodONtal .....ieieee i e raas 82
La rata como modelo eXperimental ... ..o e 84
Asociacién de la diabetes mellitus con la enfermedad periodontal ..........c.cooeiiiiinieiiiienennn. 86
La enfermedad periodontal como enfermedad del metabolismo 0S€0 ..........ccevvvveniiieniannns 87
II. OBIETIVOS ..ottt ettt e ettt e et et et e e e st et e e reanaeans 90
III. MATERIAL Y METODOS
N 110 0= =P 91
LI o= TP 91
IV. RESULTADOS
I. Ratas controles
(1ol 0 a1 1=] 2] o T PO 99
Caracterizacion y desarrollo de la enfermedad periodontal espontdnea en la rata .............. 106
II. Ratas diabéticas.
Crecimiento corporal y mandibular en el estado diab&tico .........ccvviiiiiiiiiiiiiiica 121
Crecimiento de [0S MOIAIES . ..viuiiiiie e e e e e e s s e re e ene e e rarnans 126
Enfermedad periodontal espontanea de la rata en el estado diabético ..........cc.coevveniniennnne. 128
III. Ensayo terapéutico con bisfosfonatos
N 110 g = =P 136
PN Fo Y E e LT Lo Yo =Y ] = o [ S 136
V. DISCUSION
Aparato masticatorio de [0S FOEAOIES ....uiuiiii i e eeaens 149
(1Tl 2 a1 1=] 2] o T PP 149
Técnicas de valoracion de la Enfermedad Periodontal .........ocviiiuiiiiiiiiiiiniiieeneeeeaneans 155
La enfermedad periodontal no experimental enlarata .......ccoovviiiiiiiiiiiiii i 159
VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
(0707 T [T =] o] o =3P 162
PErSPECIVAS fULUIAS ©uiitiitiii i e e 165
VII.APENDICES
APENDICE 1. Aparato masticatorio de 10S rOEAOIES ........cceeeeiviiieiiiiiieriieeiee e e e e e e e e e e s e e eeians 169
APENDICE II. Métodos radioldgicos para evaluar el contenido mineral S€0 ............vevvee..... 175
APENDICE III. Metabolismo del CalCio COrPOral........ueiieeeeeeeieieeeeeiiieeireeereeeeeeeeeeeeaeeeeeens 185
VIII. BIBLIOGRAFIA .......oooviiiiiiiiiiii it 191
IX. AGRADECIMIENTOS ..ottt ettt e et et st e e rrea e e e aneanennanes 196

e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 01// Volumen 01 // Nov. 2008.

www.e-universitas.edu.ar



Garcia, M. F. Ciencias de la Salud

Estudio de la dinamica 6sea mandibular y de los procesos reabsortivos de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

I. INTRODUCCION

I. LAS ESTRUCTURAS PERIODONTALES, ASIENTO DE LA ENFERMEDAD
PERIODONTAL

Se denomina erupcion dentaria al proceso por el cual la corona del diente progresa
hasta llegar al plano oclusal y los tejidos blandos se desarrollan e insertan alrededor
de ella formando el surco gingival, la papila interdental y el hueso de soporte (). La
erupcion es llevada a cabo por el foliculo o germen dentario. Las células préoximas a la
dentina radicular se diferencian en cementoblastos, responsables de la deposicion del
cemento que cubre la raiz. Otras células se diferencian en fibroblastos y osteoblastos.
Las primeras son responsables de la formacién de las fibras coldgenas y las segundas estan
involucradas en la formacion del hueso alveolar. Las fibras colagenas se embeben en cemento y
se denominan fibras de Sharpey, las que forman el ligamento periodontal que conecta al diente
dentro de su alvéolo. Una vez que el diente entrd en oclusidn se termina de desarrollar el tercio
apical de la raiz. En animales donde la raiz ha completado su crecimiento ocurre una lenta
erupcidn pasiva para compensar la atricion de las superficies oclusales de las piezas dentarias.
Este fendmeno se debe a la aposicién de cemento en el extremo radicular .

El continuo remodelamiento éseo es un fendmeno normal del tejido, aun cuando el
diente haya llegado al plano oclusal y cumple con la funcién de acomodar pequefios
cambios en la posicion de los dientes V),

ESTRUCTURAS PERIODONTALES
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II. LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

En estado de salud ) |a encia es
una banda de mucosa especializada
adaptada al diente. El epitelio de unidn
es el tejido que une la superficie
interna de la encia al diente y actua
como sello entre el ambiente oral y los
tejidos de soporte (Figura 1.1). El
ligamento periodontal, que consiste en
haces de fibras colagenas, es el tejido
gue une las raices dentales al alvéolo
0seo. En el hombre, la profundidad
fisioldgica del surco gingival es de 0.5
al5mm.

Dos patologias afectan al tejido de
soporte de las piezas dentarias: gingivitis y
periodontitis. La gingivitis es una
respuesta inflamatoria de la encia a la
placa dental sin que, concurrentemente,
exista alguna destruccion de los tejidos
adyacentes. La periodontitis es una
extension del proceso inflamatorio con
destruccion del tejido conjuntivo, del

Surco Gingival

Dentina Epitelio
de unian

Esmalte

amelo-

cementario

A: Hueso
alveolar

Ligamento
Periodontal

-7
Figura 1.1.
Periodonto sano. El surco gingival es poco profundo. El epitelio
de unidén termina en la linea amelocementaria.
E: esmalte;
D: dentina;
C: cemento

ligamento y pérdida ésea. Resulta en la reabsorcién de la encia, movilidad, migracién
y posible pérdida de las piezas dentales ¥,

Placa y calculus en el
Surco Gingival
ahondado

Epitelio de bolsillo

LAC

Hueso alveolar

Ligamento
Periodontal

Figura 1.2. Gingivitis.

Tejido conjuntivo inflamado

Restos del epitelio de unién

La causa primaria de la enfermedad
periodontal es la placa dental, o mas
especificamente, las bacterias contenidas
en la placa. En la gingivitis, estas bacterias
producen substancias que penetran el
epitelio de union ocasionando inflamacién y
edema, lo que produce la separacién entre
el margen de la encia y el diente (Figura 1.2).

La debilitada adherencia del epitelio
conduce a la profundizacion del surco
gingival, lo que permite la acumulacion de
mas placa.

La periodontitis es una extension del
proceso inflamatorio, que conduce a la
destruccion de los tejidos de soporte. El
epitelio de unién acentla su destruccion y

migra hacia el apice debido a la destruccién de las fibras colagenas, profundizandose

82

e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 01// Volumen 01 // Nov. 2008.

Www.e-universitas.edu.ar



Garcia, M. F.

Ciencias de la Salud

Estudio de la dinamica 6sea mandibular y de los procesos reabsortivos de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

el surco hasta transformarse en
bolsa periodontal (Figura 1.3). A
medida que aumenta la reabsorcion
del hueso alveolar, la bolsa se hace
mas profunda. El dafio combinado al
ligamento periodontal y al hueso
alveolar puede conducir a la pérdida
dental.

La comprension actual de la
enfermedad periodontal establece
que la gingivitis y la periodontitis
son entidades separadas y que
aunque la segunda requiere la
primera como antecedente, no todas
las  gingivitis progresan hasta
periodontitis .

Placa supragingival y calculus

Placa subgingical y calculus
dentro del bolsillo periodontal

Epitelio de bolsillo
periodontal

e Tjido conjuntivo inflamado

= Apice del epitelio de unién

Hueso alveolar

\ Ligamento Periodontal

Figura 1.3.Periodontitis De Armitage 9,
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III. LA RATA COMO MODELO EXPERIMENTAL

Caracteristicas periodontales de la rata

Para el progreso del conocimiento sobre la periodontitis y la bisqueda de recursos terapéuticos,
los estudios en el hombre son particularmente dificiles porque no se conocen marcadores
clinicos seguros para evaluar su evolucidn. Por este motivo, los modelos animales que permiten
estudios invasivos son muy atractivos.

Por mas de cuatro décadas la rata ha sido ampliamente usada en estudios de enfermedad
periodontal ®?®®) ya que la estructura del tejido periodontal es muy similar a la del hombre
(10, Ademéas pueden ser mantenidas bajo condiciones libres de gérmenes permitiendo asi
estudios sobre la patogenicidad de elementos aislados de la microflora periodontal 1(12),

A diferencia de otras enfermedades que no tienen paralelo en el reino animal, la periodontitis
estd muy difundida. Varias especies susceptibles han sido identificadas: lauchas, ratones,
hamsters, gatos, perros, zorros, ovejas, caballos y varios primates no humanos. Sin embargo,
los modelos animales han sido cuestionados por algunos autores 3,

Como animal de experimentacion la rata tiene varias ventajas: bajo costo, facilidad de manejo y
posibilidad de criarse en condiciones libres de gérmenes. Se conocen varias lineas
inmunoldgicamente deficitarias que aceleran la evolucion de la enfermedad periodontal, y que
han contribuido a mejorar la comprension de la misma.

= Anatomia y fisiologia periodontal de la rata

La rata tiene como estructura dental un Unico incisivo separado de los tres molares de la mejilla
por un ancho diastema en cada cuadrante de la mandibula. Pliegues especiales del labio
superior ajustan dentro del diastema, protegiendo al resto de la boca cuando los incisivos son
usados para roer. Los incisivos tienen crecimiento continuo. El uso y afilado mutuo aseguran
que estos dientes mantengan una altura constante en la mandibula 4,

Por no poseer raiz y ser de crecimiento continuo, los incisivos no sirven como modelo para el
estudio de enfermedad periodontal. En contraste, la estructura y organizacion del tejido
periodontal en los molares (epitelio gingival oral, epitelio del surco, epitelio de unién, fibras
colagenas periodontales, cemento celular y acelular y hueso alveolar) son muy similares en
ratas y humanos (*), La diferencia a destacar es que el epitelio del surco gingival de la rata esta
queratinizado *®). Teéricamente la estructura de este tejido podria interferir con el movimiento
de los metabolitos bacterianos dentro del tejido conectivo gingival previniendo la respuesta
inflamatoria. Sin embargo, estudios recientes muestran que el material situado en el surco
gingival penetra rédpidamente en el tejido conectivo via el epitelio de unién %, Siendo asi no
hay razén para creer que la funcidn de la barrera gingival sea fundamentalmente diferente en la
rata y en el hombre. La queratinizacién puede afectar también la adhesiéon de determinadas
bacterias al epitelio. Sin embargo, los experimentos han demostrado que un nimero sustancial
de gérmenes son capaces de colonizar el area dentogingival de la rata tanto como en seres
humanos . Por esto, parece injustificado descartar a la rata como modelo experimental por la
queratinizacion del epitelio del surco.

A las 5 semanas de vida, las ratas generalmente han producido la erupcién completa de todos
sus molares ®,

Con el progreso de la edad y como consecuencia de los procesos interproximales de atricion, los
molares también migran en sentido distal. Como resultado el hueso interdental es remodelado
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asi como también lo es el hueso alveolar 71819 | 3 distancia entre esmalte-cemento vy la

cresta dsea alveolar se mantiene constante en la superficie vestibular cuando no hay
enfermedad periodontal. EI aumento de esa distancia depende de la edad y puede ser
observado en sitios linguales y palatinos.

Patogénesis de la enfermedad periodontal en la rata

En la rata, la enfermedad periodontal se desarrolla en relacién a la placa bacteriana nativa
202122 v por microorganismos o productos bacterianos introducidos experimentalmente
ana®sn | 5 enfermedad periodontal puede también ser ocasionada colocando una ligadura
alrededor del cuello del diente para promover la acumulacién de gérmenes y sus productos
metabdlicos(23). Este procedimiento se justifica en grandes animales como perros y primates
con el objeto de promover una lesidon periodontal que de otro modo tomaria mas tiempo en
desarrollarse. Debido a que en la rata la destruccion periodontal ocurre rapidamente sin
ligaduras, opino que no hay razén para agregar una lesién traumatica a la lesién inducida por
bacterias.

En ratas infectadas experimentalmente, la pérdida ésea periodontal se produce rapidamente.
La destruccidn oOsea significativa ha sido informada 42 dias después de la inoculacion y las
lesiones progresan considerablemente entre 60 y 90 dias después de infectadas. La destruccion

Los hallazgos clinicos e histologicos de la enfermedad periodontal en ratas son similares a los
encontrados en el hombre. Pocos dias después de la introduccién de los patdégenos
periodontales se ha podido observar clinicamente un leve sangrado gingival (gingivitis)*. El
epitelio de unidn experimenta cambios patoldgicos graduales, incluyendo formacion de crestas
papilares (rete peg), ulceracién y migracién apical del mismo (2202712829 En e| tejido
conectivo aparece un infiltrado celular inflamatorio conteniendo linfocitos T y B, macréfagos y
leucocitos polimorfonucleares 939, | os polimorfonucleares migran a través del epitelio hacia el
surco gingival GV, Las células plasmaticas pueden estar disimuladas en etapas tempranas de la
enfermedad pero con el tiempo ellas se vuelven muy importantes ). También se produce dafio
de las fibras coldgenas y fibroblastos ®®. Después de la inoculacién de organismos Gram
negativos se ha observado elevada actividad osteoclastica que puede ser reproducida por una
inyeccidn local de lipopolisacaridos de la pared celular G433, Este fendmeno es mucho menos
frecuente por inoculacién con bacterias Gram positivas G+,

Ocasionalmente la pérdida ésea puede ocurrir sin migracién apical del epitelio de unién y sin
pérdida de la adherencia del tejido conectivo (formacién de bolsa periodontal) 9,

La inflamacion de origen no bacteriano como causa de la enfermedad periodontal

Una de las caracteristicas mas sorprendentes del periodonto de la rata es el fuerte impacto que
puede producir el pelo y el material de la cama. El impacto del material extrafio esta
estrechamente relacionado a la pérdida dsea y a la pérdida de la adherencia del la encia al
diente ©G7)38 |3 adicidn de un 1% de pelo de rata en la dieta acelera el deterioro periodontal
(39, Por consiguiente el impacto agrega un elemento traumatico indeseable a la lesidn
periodontal infecciosa.

En el Bioterio de la Facultad de Ciencias Médicas de Rosario los animales se crian en jaulas de
alambre suspendidas lo que minimiza la cantidad de pelo ambiental. El piso perforado de las
jaulas minimiza también la posibilidad de coprofagia, habito comudn en la rata.
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IV. ASOCIACION DE DIABETES MELLITUS CON LA ENFERMEDAD
PERIODONTAL

Segun se informa mas abajo, la enfermedad periodontal ha sido reconocida como una
complicacion de la diabetes. Dada la experiencia de este Laboratorio en la produccién de
diabetes experimental y en el estudio del metabolismo &éseo, se decidié analizar el efecto de
este desorden en el desarrollo de la enfermedad periodontal espontanea de la rata.

La diabetes mellitus (D.M) es un desorden metabdlico créonico producido por el déficit de
insulina, que afecta el metabolismo de carbohidratos y lipidos. Aproximadamente 15% de los
diabéticos son de tipo I o insulino-dependientes. Esta condicion se caracteriza por un inicio
abrupto a cualquier edad con destruccidon auto inmune de los islotes pancreaticos. Se revierte
con la administracion de insulina exdgena. La forma mas frecuente de la diabetes es la tipo II o
de inicio adulto que tarda afios en desarrollarse e involucra produccidn reducida de insulina y es
controlada generalmente con dieta o hipoglucemiantes orales. Ambos tipos de diabetes se
asocian con complicaciones sistémicas que han sido atribuidas a la hiperglucemia crénica. Las 5
complicaciones clasicas son: microangiopatia, neuropatia, nefropatia, enfermedad vascular y
retardo de la cicatrizacion. El desarrollo de estas complicaciones debe relacionarse a varios
factores, incluyéndose el tiempo de inicio y severidad de la diabetes.

Se reconoce la asociacién entre diabetes y periodontitis “*). Por ello la enfermedad periodontal
ha sido recientemente reconocida como la sexta complicacién de la diabetes !, La encia se
puede considerar como un tejido continuamente sujeto a agresiones y en constante reparacion.
La flora microbiana que coloniza la placa bacteriana es una fuente de toxinas que causan dafio
tisular. La injuria representa una disrupcion de la continuidad del tejido gingival que se
acompana por dafio y muerte celular. Se requiere que el proceso de cicatrizacion sea
permanente para mantener la integridad estructural. En este contexto cualquier disturbio
metabdlico del huésped que comprometa la reparacién o la cicatrizacion del tejido exacerbara la
progresion de la periodontitis.

Investigaciones concernientes a la relacion entre la diabetes y la periodontitis se han
enfocado en los cambios vasculares dentro de los tejidos periodontales tales como la
microangiopatia gingival “*#, la hipofuncién granulocitica “® y el aumento de la
actividad de colagenasa gingival %), Otros estudios han explorado el impacto de la
diabetes como modificador de la expresion de la periodontitis **). Pocas
investigaciones han sido llevadas a cabo a nivel celular o molecular refiriéndose a los
mecanismos y mediadores de la respuesta del huésped a la injuria tisular.

A pesar de algunos estudios contradictorios entre si “®47) |a mayoria de la evidencia clinica y
epidemioldgica demuestra que los diabéticos tipo I y tipo II tienen una mayor prevalencia de
periodontitis como asi también una forma mas severa o rapidamente progresiva que los no
diabéticos (“4®“9)G0) | os pacientes con pobre control de su diabetes exhiben gingivitis y
periodontitis de mayor intensidad que los diabéticos bien controlados, sugiriendo que las
alteraciones metabdlicas inducidas por la diabetes sirven para disminuir la resistencia del
huésped a la destruccién periodontal G152,

Aunque se han efectuado avances en la identificacién y tratamiento de algunas complicaciones
diabéticas, poco progreso se ha hecho en prevenir la morbilidad asociada con la patologia
periodontal.

En esta Tesis, la diabetes experimental se ha utilizado para validar los recursos diagndsticos
empleados al analizar el desarrollo de la enfermedad periodontal “espontanea” de la rata.

86
e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 01// Volumen 01 // Nov. 2008.

Www.e-universitas.edu.ar



Garcia, M. F. Ciencias de la Salud

Estudio de la dinamica 6sea mandibular y de los procesos reabsortivos de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

V. LA ENFERMEDAD PERIODONTAL COMO ENFERMEDAD DEL
METABOLISMO OSEO

Las “enfermedades del metabolismo éseo” son aquellas en las que, por diferentes
causas, se perturba el acoplamiento entre la formacion y reabsorcion dsea. La pérdida
de hueso periodontal es, de acuerdo con la definicidon anterior, una osteoporosis focal.
El aumento de la actividad osteoclastica concurrente es producido (segun la hipotesis
de consenso) por la inflamacidn causada como consecuencia de la actividad
bacteriana.

La secrecion de citoquinas es una parte integral de la respuesta del huésped a la
injuria local. Las citoquinas median las respuestas celulares criticas a la cicatrizacion
incluyendo quimioatraccién de células de la inflamacion, estimulacién de la
proliferacién de fibroblastos y sintesis proteica y proliferacion celular endotelial. Los
macréfagos-osteoblastos intervienen durante el complejo proceso de cicatrizacion. El
macrofago-osteoblasto es una fuente clave de citoquinas para el reclutamiento
continuado de células del ambiente de la lesion tanto como de la regulacion y
proliferacién de los componentes basicos implicados en la reparacidon tisular. Las
citoquinas actian como mitégenos estimulando la migracion y proliferacion de
fibroblastos, los factores proangiogénicos estimulan la necesaria neovascularizacion y
otros factores controlan la sintesis de tejido conectivo o proteina de la matriz
extracelular.

Relaciones moleculares entre osteoblasto y osteoclasto

Las células de la progenie macrofagos (polimorfonucleares) dan origen a los
progenitores de los osteoclastos. La sefial de diferenciacion la reciben de los
osteoblastos en la forma del “colony stimulating factor-macrofage” (factor estimulante
de formacion de colonias, macréfagos, M-CSF). Estas células expresan el “receptor-

activador del factor de necrosis tumoral KB” (RANK) en sus membranas y reciben la sefial del
ligando correspondiente (RANKL), expresado en la membrana de los osteoblastos (parte de esta
molécula es segregada al espacio extracelular y se llama osteoprotegerina). Luego, los
preosteoclastos se fusionan entre si produciendo células multinucleadas y se activan a
osteoclastos maduros, provistos del borde en cepillo caracteristico. La Figura 1.4. muestra una
version simplificada de los resultados experimentales descriptos en distintas
investigaciones®?®*(%) con el objeto de presentarlos de forma actualizada, sencilla y
pertinente al tema de esta Tesis. La secuencia desde las células originarias (stem
cells) hasta los osteoclastos maduros se describe en la Figura 1.5.

De las “unidades formadoras de colonias-macréfagos” (CFU-M) y bajo la accion del “factor
estimulante de formacion de colonias” (M-CSF) se diferencian progenitores de los monocitos y
los macrofagos. Estas células mononucleadas se distinguen porque carecen del receptor de
calcitonina (CTR) y no producen fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP). El efecto conjunto
del M-CSF y RANKL produce preosteoclastos, de morfologia semejante a las células anteriores
que expresan receptores para calcitonina y TRAP en sus membranas.

La fusidon de los preosteoclastos se produce por efecto de las citoquinas mencionadas a las que
se suma la Interleuquina-1 (IL-1). Las células multinucleadas expresan receptores de
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calcitonina y fosfatasa acida resistente al tartrato, pero aun no poseen el borde en cepillo.
Cuando éste aparece, las células califican como osteoclastos maduros.

M-CSF Prolifc:alion
A Ditferentiation
c-Fms
Osteoclast Prefusion osteoclasts
progenitors RANK /1 OPG (pOCs)

Survival & Fusion

el

(12,25(0H}2Ds, PTH, IL-11 )

Activated osteoclasts

Figura 1.4. Interrelaciones entre los osteoblastos/ células del estroma y los osteoclastos.

Proliferation Ditferentiation Survival & Fusion Activation
O r® @
UM Cells of monacyles/ Prefusion Multinucleated
macrophage lineages osteoclasts osteoclasts Activated
(pOCs) e osteoclasts
CTR(-
TRAP ((}) CTA(+) TRAP (3} CTR(+)
M-CSF MCSF|  tRwp)  IMCSH  pumed , (BANKY ragpgy
RANKL RANK] Rutted
border

Figura 1.5. Progenie osteoclastica: proliferaciéon, diferenciacion, fusién y activacidn.

Es pertinente destacar en esta Introduccién, informacién contenida en el trabajo
efectuado por Doxey y col.(56) con ratas gnotobidticas infectadas experimentalmente.
En este trabajo, la estimacion de citoquinas en el tejido gingival (expresada en
nanogramos por microgramo de ADN, media + error standard) mostré el aumento
significativo de Interleuquina-1 que se condice con su funcion como promotora de la
osteoclastogénesis y la exacerbacion de la pérdida 6sea periodontal.
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Citoquinas Controles | Periodontitis
! Factor de crecimiento derivado ! 912 ! 2416 * i
.de las plaquetas (PDGF-) I e !
| Factor de crecimiento tumoral (TGF-p1) I 4l 1045
| Interleuquina-1p k 12626 | 161+12 * |
+ Factor de necrosis tumoral 441 613

Ensayo terapéutico con bisfosfonatos

Esta Tesis también incluye un ensayo terapéutico con bisfosfonatos con el objetivo de
obtener demostracién experimental de sus efectos sobre la reabsorcion ésea corporal
y con ello prueba adicional sobre los fendbmenos que ocurren en el desarrollo de la
enfermedad periodontal espontanea.

o O O R, O
1 1 1 1 1
0=p-0-P=0 O=p-C-P=0
1 1 1 1 1
O O O R, O
Anion pirofosfato Formula germinal de los bisfosfonatos

Los bisfosfonatos son compuestos sintéticos analogos al pirofosfato. Contienen dos
grupos fosfato unidos a un carbono (en lugar de oxigeno) y dos cadenas adicionales
de estructura variable (R1 y R2 respectivamente).

Se unen firmemente a los cristales de fosfato de calcio inhibiendo su crecimiento y
suprimiendo la reabsorcion désea mediada por los osteoclastos. Como consecuencia de
esta accidn son utilizados en el tratamiento de desordenes que afectan el esqueleto
como la osteoporosis y otras enfermedades del metabolismo dseo.

Los bisfosfonatos existentes en el mercado tienen caracteristicas farmacocinéticas y
fisicoquimicas similares. A pesar de ello sus actividades antireabsortivas difieren
sustancialmente. Esta actividad estd incrementada cuando un grupo amino esta
contenido en la cadena de carbén alifatica 7.
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II. OBJETIVOS
Los objetivos de esta Tesis son:

1. Describir la enfermedad periodontal “espontanea” de la rata ya que la literatura
no contiene referencias a la misma.

2. Corroborar en dos modelos experimentales los hallazgos observados en el
estudio del desarrollo de la enfermedad periodontal espontédnea en la rata.

a. Diabetes experimental. Este modelo experimental fue explorado dado el
reconocimiento de que la diabetes es un factor agravante de la
enfermedad periodontal y su frecuencia en la poblacién humana.

b. Ensayo terapéutico con bisfosfonatos. La enfermedad periodontal puede
considerarse una enfermedad del metabolismo éseo caracterizada por la
reabsorcion de este tejido. Para corroborar que los fendmenos
observados en el objetivo 1 no eran quimeras, se decidié efectuar un
ensayo terapéutico con drogas de reconocido éxito en inhibir Ia
reabsorcion ésea.
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III. MATERIALES Y METODOS
ANIMALES

Se utilizaron ratas macho, de linea IIM/Fm, sublinea *m”, de 2 a 15 semanas de edad,
producidas por el bioterio de la Facultad de Ciencias Médicas.

Todos los experimentos fueron realizados de acuerdo con los principios de la guia
producida por los Institutos Nacionales de la Salud de Estados Unidos ©%,

La literatura informa que material extrafio (pelo o material de la cama) impactado en
el surco acelera cualquier proceso inflamatorio del aparato de insercion de las piezas
dentarias. El bioterio de la Facultad de Ciencias Médicas de Rosario cria los animales
en jaulas de alambre suspendidas lo que minimiza la cantidad de pelo ambiental. El
piso perforado de las jaulas minimiza también el habito natural de la coprofagia ©%.

TECNICAS

TECNICAS DE EVALUACION DE LAS VARIABLES DEL CRECIMIENTO

En el momento de recibir los animales del criadero y darles ingreso al protocolo de
estudio, se registraron el nUmero de identificacion y el peso corporal.

Los animales fueron sacrificados a las edades indicadas mas abajo previa sobre-
exposicion a los vapores del éter etilico. Se disecaron las mandibulas y se colocaron en
agua hirviendo durante 5 minutos. Se descarnaron con el auxilio de instrumental
quirurgico. Posteriormente se dejaron en agua oxigenada al 3% durante 24 horas y se
secaron a 37° C hasta constancia de peso. Salvo que se indique lo contrario la
hemimandibula izquierda se utilizoé para estudios morfométricos y radioldgicos.

Determinacion del peso seco de las hemimandibulas
Se obtuvieron los pesos secos utilizando una balanza analitica marca Sauter, con precision del
décimo de miligramo.

Determinacioén del volumen de las hemimandibulas

El volumen de las hemimandibulas se midié aplicando el principio de Arquimedes. Se fijé un
trozo de alambre de cobre (10 cm de largo, 0.1 mm de didmetro) a cada una de las piezas.
Estas fueron pesadas dos veces: suspendidas en el aire y sumergidas en agua destilada. La
diferencia entre pesadas (g), mide el volumen en mililitros.

Determinacion de la densidad de las hemimandibulas
Esta variable se obtuvo dividiendo los pesos secos por los volimenes. Los resultados se
expresaron en mg/mil.
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TECNICAS PARA LA EVALUACION DE LAS VARIABLES QUE INDICAN

PROGRESO DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

Para el estudio de la evolucidn de la enfermedad periodontal espontanea de la rata se utilizaron
las siguientes técnicas:

Densitometria Hueso Periodontal Distancia
radiolégica de soporte LAC-COA
Material de analisis qulografla -Imagen R_aghograﬁa - Imagen HemlmandlbLNJ!a des-
digital vdigital 4 carnada y tefiida
Caras de la Proyeccion vestibulo

Porcentaje radicular

Unidades de la mg de mineral/ mm2 . ,
inserto en la cresta 6sea

variable de proyeccién

pieza dental lingual i
mm de pérdida dsea.

—
3
=
]
=
©
3
o
=
3
L
]
n
<
]
0
[=d
o
<
Q
=
<
[
3
Q
c
L

Densitometria radiolégica

Esta técnica exigid un desarrollo
particular cuyos detalles se exponen
en el Apéndice II.

Las hemimandibulas descarnadas
y la escala de aluminio se
colocaron sobre wuna pelicula
radiografica dental, contenida en
su sobre. Las radiografias fueron
escaneadas para obtener las
imagenes digitales respectivas
(Figura 3.1). La comparacién de
absorbancias se efectué con el
auxilio de wun programa de
anadlisis de imagenes digitales
(Image Pro Plus 1.0).

Figura 3.1.
Imagen digital de una radiografia donde se observa la escala
de aluminio junto a la hemimandibula.

==z

Medicion del hueso periodontal de soporte (HPS)

Las radiografias de las mandibulas fueron procesadas como se describiera para la
determinacién de la densidad mineral 6sea.

Las mediciones se efectuaron sobre la imagen digital y con el auxilio de un programa
de analisis de imagenes digitales (Image Pro Plus 1.0). Se midieron las distancias:
entre el limite amelo-cementario y el apice (LAC-A) entre el fondo del defecto 6seo en
su punto de maxima depresion y el apice (AB).
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Estas mediciones se realizaron
sobre cada una de las raices de
cada uno de los tres molares
(Figura 3.2). Las longitudes en
pixeles se transformaron en mm
usando como factor que toma
como referencia el ancho de la
escala de aluminio (5mm).

El hueso periodontal de soporte
(HPS) fue calculado con Ia
formula:

[(Distancia AB) X 100]
(Distancia LAC-A)

HPS =

Medicion de la distancia desde
alveolar (LAC-COA)

En general, el método
morfométrico de eleccion para
evaluar el nivel de insercién de la
pieza dentaria dentro de su
alvéolo ha sido la medicion de la
distancia desde la linea amelo-
cementaria a la cresta dsea
alveolar (LAC-COA) sobre las
mandibulas descarnadas. Este
método es reproducible y mide la
pérdida ésea en las caras libres
de las piezas dentarias. Este
método no cuantifica la cantidad
de mineral perdido ni la
reabsorcion o6sea en las caras
interproximales. La mayor
limitacion de esta técnica reside
en que mide el total de Ia
destrucciéon tisular que se ha
producido hasta el dia del
sacrificio. No se presta a un
estudio prospectivo sobre la
actividad de la enfermedad. Un
analisis de la cinética del
proceso, como la mostrada en
esta Tesis, requiere el sacrificio
de animales a lo largo del
tiempo.

Limite amelocemetario

Piso del defecto 6seo

APICE

Figura 3.2.
Imagen digitalizada de la hemimandibula. Se indican las distancias
empleadas para el célculo de HPS.

el limite amelo-cementario a la cresta 6sea

Limite amelocementario

Distancia LAC-COA,

Cresta dsea alvealar

Figura 3.3.
Fotografias de la cara lingual (cuadro superior) y vestibular (cuadro
inferior).

Se han marcado las distancias que se miden para calcular LAC-COA.

i Limite amelocementario
-
g

i,

| Distancia LAC-COA

- = Cresta dsea alvealar
e

{

También es posible considerar el nivel de insercién de la pieza en el hueso de soporte
sobre cortes histoldgicos. Este método no sélo es menos practico que la medicién
sobre mandibulas descarnadas sino que ademas no suministra mejor informacién y

puede crear artefactos ya que

la técnica histoldgica requiere descalcificacion y

deshidratacion. En los estudios efectuados se demostrd que la técnica LAC-COA, como

93

e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 01// Volumen 01 // Nov. 2008.

www.e-universitas.edu.ar



Garcia, M. F. Ciencias de la Salud

Estudio de la dinamica 6sea mandibular y de los procesos reabsortivos de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

se describe en esta seccion, provee informacion de la misma calidad y es de mas
sencilla realizacién que el analisis histoldgico.

Para llevar a cabo esta medicién las hemimandibulas izquierdas se colorearon durante un
minuto con azul de metileno (1 g/100 ml) para marcar la linea amelo-cementaria (LAC) mas
claramente.

La distancia entre la unidon amelo-cementaria hasta la cresta 6sea alveolar (COA) fue medida
usando un microscopio binocular (30X) cuyo ocular contenia una escala graduada. La distancia
mas pequefia apreciable fue 37 umm por divisién.

Antes de la medicidén, la hemimandibula fue orientada de forma tal que las cuspides vestibulares
y linguales estuvieran superpuestas. Las mediciones se efectuaron en las caras vestibular y
lingual de los tres molares, sobre el eje de cada una de las raices (Figura 3.3). Las longitudes
medidas se expresan en mm.

Analisis de los cortes histolégicos (69
Las hemimandibulas derechas se fijaron en formol neutro durante 24 horas. Con un
disco de carburo de silicio se cortaron por mesial del primer molar y distal del tercero.

Se colocaron nuevamente en formol neutro durante 72 horas. Luego se transfirieron a
una solucién de EDTA (5.5% en agua destilada ajustada a pH 7.4) durante 6 semanas.

Las piezas se deshidrataron en alcohol de concentracion creciente, xilol y se incluyeron
en parafina. Se obtuvieron cortes de orientacion antero-posterior en todo el espesor
del fragmento seccionado que se tifieron con Hematoxilina-eosina.

Estudios microbioldgicos

Se intentd obtener muestras del contenido del surco gingival con conos endodonticos
estériles de papel, con resultados negativos.

Con los mismos medios de cultivo descriptos mas abajo se investigd la carga de
gérmenes del alimento.

Los medios de cultivo fueron los siguientes:
= Agar base columbia sangre- CLDE- caldo tioglicolado)
= Cultivo en anaerobiosis: (Agar Schaedler- sangre).
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ANALISIS DE METABOLISMO DEL CALCIO CORPORAL

Las operaciones y metodologia analitica se describen en detalle en el Apéndice III. Su
objeto es obtener informacién cuantitativa sobre el metabolismo del calcio corporal.
Los resultados no son directamente aplicables al metabolismo del calcio de las
hemimandibulas, pero sirven para interpretar los resultados obtenidos por otras
técnicas.

En resumen, los animales se disponen en condiciones de balance alojados en jaulas
metabolicas individuales. Se les mide la ingesta de agua y alimentos y se recogen
heces y orina diariamente. Después de una semana de controles previos, cada rata
recibid una dosis de 45Ca por via intraperitoneal y fue devuelta a la jaula metabdlica.
Se recogieron muestras de sangre de la cola a intervalos y orina y heces a las 24 y 48
horas después de la inyeccion del isétopo.

Los animales se sacrificaron, se evisceraron e incineraron para obtener el total de las
cenizas 6seas.

Las variables del metabolismo del calcio provistas por este estudio son las siguientes:

 Pendiente del Compartimiento de intercambio rapido de Ca 1 dia-1
| Tamafio del Compartimiento de intercambio rapidodeCa mg
 Pendiente del Compartimiento de intercambio lentode Ca ' dia-1
| Tamafio del Compartimiento de intercambio lentodeCa | mg
 Pool de Calcio intercambiable R mg
| Tasa de deposicion de Caenelesqueleto 1 mg/d
| Tasa de reabsorcion de Ca del esqueleto 1 7 mg/d
Masa de calcio esquelético i [}
 Ingesta de calcio i mg/d
BalancedeCa .___mg/d
 Calcio fecal endégeno 1__mg/d
Calciofecal mg/d
 Absorcion verdadera 4T mg/d
Calciuria . mg/d

REGISTRO DE LAS IMAGENES

Las imagenes de las piezas disecadas, de los cortes histoldgicos y de las mandibulas in
vivo se obtuvieron con una camara digital (Sony Exwave HAD Modelo SSC-DC500A)
que se aplicé a un microscopio binocular ZEIZZ o a un microscopio trinocular Lancet
con objetivos x4, x10, x40, segun correspondiere. Las imagenes digitales se
recogieron con un grabador Sony modelo MVC-FDR1 para su posterior analisis.
Cuando fue requerido, las imagenes digitales se analizaron con un software especial
(Image Pro Plus 1.0)
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INDUCCION DE LA DIABETES POR ALOXANO

Se utilizaron animales de 3 semanas de edad con un peso promedio de 39 + 7.5 g.
(promedio + error estandar). Los animales fueron alimentados ad libitum con una dieta
balanceada (Cargill). El estado diabético se indujo de acuerdo al método de Prahl y
Steenrod ®Y): las ratas recibieron una inyeccién intraperitoneal Gnica de 24 mg de
aloxano (Sigma Chemical Co) cada 100 g de peso corporal. El aloxano fue disuelto en
un buffer citrato-fosfato (pH = 4.0) a una concentracién de 2.4 g de aloxano / 100 ml.
Las ratas controles recibieron el mismo buffer de citrato-fosfato.

Alrededor del 50% de los animales inyectados con aloxano murieron dentro de la
semana posterior a la inyeccién.

Determinacion de la glicemia

Las glicemias de los animales tratados se midieron una vez por semana dentro de los
20-30 dias posteriores a la administracion del aloxano. La determinacion se realizé por
el método enzimatico (Trinder), utilizando el equipo de glicemia enzimatica de
Laboratorio Wiener.

El plasma se obtuvo de sangre extraida de la cola de animales no ayunados en tubos
capilares heparinizados. Las muestras fueron centrifugadas para separar el plasma.
En tubos marcados como blanco, estdndar y muestras se colocaron:

Blanco Estandar Muestras
Volumen de estandar - 10ul -
Volumen de muestras - - 10ul
Volumen de Reactivo
de trabajo 2ml 2ml 2mi

Los tubos fueron incubados en bano de agua a 37° C y leidos en fotocolorimetro
PERKIN ELMER a 530 nm de longitud de onda llevando el aparato a 0 con el blanco.
Los resultados se calcularon en base a la siguiente formula:

[T].LM donde:
Conc. de glucosa en plasma = ———— [T] = concentracion del testigo (1 gr/l).

LT
LM = lectura de la muestra.

. . LT = lectura del testigo.
Los animales presentaron un amplio rango en los

niveles sanguineos de glucosa (200-1500 mg%). Se descartaron las ratas cuyas
glicemias fueran menores a 300 mg/dl 2. Los animales permanecieron sin
tratamiento hasta el dia del sacrificio y fueron mantenidos bajo condiciones de luz y
temperatura de acuerdo a las normas internacionales de cuidado de animales de
laboratorio ©®,
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TRATAMIENTO CON BISFOSFONATOS

Se prepard una solucién de bisfosfonato (20 mg) en 100 ml. de agua destilada. Los
animales recibieron una dosis de 30 microgramos (0.15 ml de la solucién) por cada
100 g de peso, una vez por semana, por via intraperitoneal, a partir de la quinta
semana de edad, durante siete semanas consecutivas. Los animales se sacrificaron a
la 123, semana de edad. Los controles recibieron volimenes semejantes de solucion
fisioldgica.

TECNICAS ESTADISTICAS Y AJUSTE DE LAS CURVAS EN FUNCION DEL TIEMPO

Para la comparacion de grupos experimentales se utilizd el Test “t” de Student y el
analisis de la variancia, conforme a técnicas estandares 3,

Las modificaciones del peso seco, volumen, densidad, en funcion del tiempo fueron
analizadas mediante el ajuste de los datos con la ecuacion sigmoidea de Boltzmann
(Figura 3.4) con el objeto de efectuar comparaciones alométricas respecto del
crecimiento corporal de las ratas usadas (controles y diabéticas) que fueran
estudiadas por Locatto & col %,

La ecuacion es:

inicio + (asintota - inicio)
(1+ exp (( V50 - semanas)/ pendiente))

FUNCION SIGMOIDEA DE BOLTZMANN

En la que:
Asintota = valor maximo de la
Ly 20 Y / Plateau

funcion * 18.60
Inicio = valor inicial de la funcion
V5o = punto de inflexion 154
Pendiente = mide la inversa de la
inclinacion de la recta tangente 104 K = inversa de la pendiente de
en V la recta tangente en V5

50+

54 V5o =5.77
Inicio
-0.13
04
/
X
I | | | | | 1
0 2 4 6 8 10 12
Y = Inicio + (Plateau - Inicio)
1 + ((V50 - X)/K)
Figura 3.4.

Funcién sigmoidea de Boltzmann.

97
e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 01// Volumen 01 // Nov. 2008.

Www.e-universitas.edu.ar



Garcia, M. F.

Ciencias de la Salud

Estudio de la dinamica 6sea mandibular y de los procesos reabsortivos de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

Las modificaciones de la longitud cérvico-apical de la raiz, en funcion del tiempo
fueron analizadas mediante el ajuste de los datos con la ecuacién de decaimiento

exponencial simple (Figura 3.5).
La ecuacion es:
Y=

(inicio + plateau) x exp (-K x semanas)

5 10 15
Semanas

Funcion de decaimiento exponencial simple.

En la que 2.5-
plateau = valor de la funcién a
tiempo infinito
Inicio + plateau = valor de la ol 2.0
funcion a t=0 i
K = coeficiente de tiempo =1
Slw
Tl = 1.54
. clg 1
Para algunas variables (por @|&
. . . Els
ejemplo la densidad mineral de ‘gfo
las coronas en funcidn de la 219 1.0-
. . [] .
edad) el mejor ajuste se obtuvo  Qla
con la funcién exponencial 8
positiva de una sola fase (Figura 0.54
3.6).
La ecuacion es:
. Figura 3.5.
Y = Ymax (1 - expt®™X)
N2
©
S
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]
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o
]
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=
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Figura 3.6.

Funcién exponencial positiva de una sola fase.

La funcion comienza y asciende
hasta Ymax con una tasa
constante K. La vida media se
calcula con el producto 0.69xK.

Los ajustes se efectuaron con un
programa estadistico gue
contiene el ajuste no lineal de la
funcion a los datos. El algoritmo
del programa procede por
iteraciones hasta que dos sumas
de cuadrados consecutivas no
discrepen en mas del 0.01%.

La decisidon sobre la funcién de
mejor ajuste, entre dos o mas
aparentemente satisfactorias se
tomd eligiendo aquella de mas
alto valor de R®.
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IV. RESULTADOS

I. RATAS CONTROLES
CRECIMIENTO

CRECIMIENTO DE LA MANDIBULA

Peso corporal y mandibular
El peso corporal y el peso seco de la hemimandibula siguen una funcidon sigmoidea que
es caracteristica del crecimiento: la funcion tiende a una asintota y tiene un punto de
inflexion que corresponde al momento de tasa de crecimiento mas elevada. Esta
funcion fue seleccionada por las siguientes razones:
a) a diferencia de la Ecuacion de Parks ¢ no exige la determinacién semanal del consumo
de alimento,
b) no requiere inferencias sobre la ingesta de alimentos y su efecto sobre el crecimiento,
c) es sencilla y permite obtener la curva de mejor ajuste con los datos experimentales
obtenidos (Figura 4.1). En la Tabla 4.1 se comparan los parametros de las dos funciones
mencionadas.

Tabla 4.1.
Analisis alométrico del peso corporal y peso seco de la hemimandibula izquierda. Parametros de la funcion
de ajuste.

Peso corporal Peso corporal Peso hemimandibula
s/ Parks s/Boltzmann (n=43) s/Boltzmann (n=43)
Punto de inflexion, sem 7+1 6.704 + 0.517 4.807 £ 2.241
Asintota, g 480 + 11 417.1 + 20.51 0.427 £ 0.0428
Pendiente* 2.568 £ 0.516 4,288 £ 1.551

*Pendiente de la ecuacidn sigmoidea de Boltzmann. Ver Material y Métodos- Técnicas estadisticas por el significado de los
parametros.
Las figuras indican la media + error estandar (nimero de animales).

500 0.5-
[ | -
©
©400- S £ 0.4
© 2 S
S 300- 2 g 031
o S
] Eo
0 200+ Ew 027
o o8
3 100- T ™ 0411
o 100
0- 0.0-
! : J y (I) é 1I0 1I5
0 5 10 15
Semanas Semanas
Figura 4.1.
Panel izquierdo: Evolucion del peso corporal.
Panel derecho: Evolucidn del peso seco de la hemimandibula.
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Tanto el punto de
inflexién como la
asintota de peso
tienen valores
comparables con
cualquiera de las dos
funciones. La
coincidencia del
punto de inflexién de
la curva de peso 0-
corporal (vivo) y la
de peso mandibular
(seco) indica que
ambos procesos son
armonicos

754

50+

25+

Tasa de crecimiento,mg

0 5 10 15
Semanas

Figura 4.2.
Tasa de crecimiento del peso seco de la hemimandibula en funcién de la edad.

Relaciéon peso mandibular / peso corporal
Tal como sucede en otras 25-
especies, la relacion peso de
la cabeza / peso corporal es
mayor al nacimiento que
cuando se alcanza la
madurez. La Figura 4.3
muestra la relacion existente
entre el peso seco de la
hemimandibula (expresada
como fraccion del peso
corporal) en funcidn de la
edad. La funcién de mejor
ajuste es la funcion
exponencial negativa de una
sola fase (Tabla 4.2). 0 5 10 15

2.0

Peso hemimandibula, mg
Peso corporal, g

0.5-

Semanas
Tabla 4.2.

Parametros de la funcion de ajuste
de la relacidn peso seco de la
hemimandibula (mg) por gramo de peso corporal en funcidn de la edad.

Figura 4.3.
Relacion del peso seco de la hemimandibula al peso corporal.

Relacion hemimandibula/
peso corporal (n=41)
Inicio, t=0, mg/g 2.913 £ 0.584
K, sem-1 0.473 + 0.081
Asintota, mg/g 0.944 + 0.044
T1/2 , sem 1.464
R? 0.793

Los numeros indican la media + error estandar (nimero de animales).
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Densidad y Volumen

Las radiografias de las hemimandibulas muestran una importante actividad de
modelacién ésea. Por este motivo se midié el volumen de las mismas (Figura 4.4). Los
datos se ajustan a la funcidén sigmoidea de Boltzmann. Los parametros de la funcién
se exponen en la Tabla 4.3. Ademas, se calculo la densidad (definida como la relaciéon
peso/volumen) para cada hemimandibula y los valores se ajustaron con la funcién de
Boltzmann (Figura 4.5), cuyos parametros se detallan en Tabla 4.3.

31 — 1.757
0.3 £
S o
= o g 1.504 ]
E. 0.2 © ‘_:“: I 1
c U T2
g ST 1.254
> 2
© o £
> 0.17 0O € 1.00
)
<
0.75-
0.0-
I ) ) 1
T T T 1 0 5 10 15
0 5 10 15
Semanas
Semanas
Figura 4.4. Figura 4.5.
Volumen de la hemimandibula en funcién de la edad. Evolucién de la densidad de las hemimandibulas en
funcién de la edad.
Tabla 4.3.

Pardmetros de la funcién de ajuste del volumen y densidad de las hemimandibulas en funcién de la edad.

Volumen, ml (n=41) | Densidad, g/ml (n=41)
Punto de inflexidn, sem -19.15+ 171 4.412 + 0.871
Asintota 0.286 + 0.075 1.547 + 0.024
Pendiente* 7.549 +9.138 1.939 £ 0.512
R? 0.952 0.928
*Pendiente de la ecuacidn sigmoidea de Boltzmann. Ver Material y Métodos-Técnicas estadisticas.
Los nimeros indican la media + error estandar (nimero de animales).

Densidad mineral del hueso periodontal

La densidad mineral del hueso periodontal (estimada por densitometria) se ajusté con
la funcidon de Boltzmann (Figura 4.6). La densidad mineral 6sea crece alcanzando un
maximo a la 62 semana y a partir de esa edad permanece estable. Los parametros de
la funcién se muestran en la Tabla 4.4.
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Tabla 4.4.
Pardmetros de la funcién de ajuste de la densidad mineral (mg/mm?) del hueso periodontal de la
hemimandibula izquierda en funcion de la edad.

Densidad mineral del
hueso peridontal (n=37)

Asintota, mg/mm? 3.238 + 0.27

v, | 456+0.67
[Pendientex | 0.401+0.44
Rz 0.3053

*Pendiente de la ecuacion sigmoidea de Boltzmann.
Ver Material y Métodos- Técnicas estadisticas.
Los numeros indican la media + error estandar (nimero de animales).

_|

Densidad Mineral Osea
/
w
(]
'J
HE
'_

0 5 10 15

Semanas

Figura 4.6.
Evolucidn de la densidad mineral del hueso periodontal sano en funcién de la edad.
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CRECIMIENTO DE LOS MOLARES

La enfermedad periodontal afecta las estructuras de soporte de las piezas dentarias.
Esta patologia se estudié en la zona de molares debido a las caracteristicas especiales
de la denticién de la rata.

Diametro mesio-distal de las coronas
El didmetro mesio-distal de
las coronas no se modificd
en funcion de la edad (Figura
4.7), en concordancia con la
caracteristica
monophiodonte de la
especie. El diametro del 1°
molar es mayor que el del
segundo y éste mayor que PP )
el del 3% molar (Tabla 4.5). El

didmetro del 3° molar se 0 5 10 15
pudo medir recién a la 4°
semana, cuando se produce
la erupcion.

N
()
]

l..._.'II...leolar

g
(=)
1

-
a
1

ngofond®00do, 22molar

de las coronas (mm)

2
2e° *e°,®e 3molar

Diametro mesio-distal

-
o
L

Semanas

Figura 4.7.
Evolucién del didmetro de los molares.

Tabla 4.5.
Diametro medio-distal de las coronas del 1°, 2° y 3er molar.

Longitud mesio-distal, mm| Comparaciones
Primer Molar (n=39) 2.036 £ 0.012
Segundo Molar ler. vs. 2do. Molar:
+
(n=39) 1.363 + 0.0097 P~ 0.0001
2do. Vs. 3er Molar
Tercer Molar (n=31) 1.119 £ 0.023 P~ 0.0001%

Los numeros indican la media + error estandar (niUmero de animales)
*Como las distribuciones no son homogéneas se calculé el valor de t aproximado segiun Welch =
9.776, 40 GL, P<0.0001.

Densidad mineral de las coronas

La densidad mineral de las coronas se modifica en funcion de la edad (Figura 4.8). La cinética de
este proceso no difiere significativamente entre el 19 y 2° molar cuya erupcion se produce
conjuntamente. La densidad mineral aumenta de la 32 a la 6@ semana de edad en la que
alcanza el plateau.

Como se dijo anteriormente, la erupcidn del tercer molar se produce tardiamente. El maximo de
su densidad mineral es dos veces mayor que la del 1° y 29 molar. La tasa con que ocurre este
proceso (de calcificacion) es 4 veces mas lenta que para los otros dos molares. La funcién de
mejor ajuste es una exponencial positiva de una sola fase. Esta variable mostré una gran
variancia reflejada en la magnitud relativa del error estandar y el bajo valor del

coeficiente de determinacién (R?, Tabla 4.6).
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Tabla 4.6.
Cinética de la calcificacion de las coronas de los molares de la rata en funcién de la edad. Parametros de la
funcion de mejor ajuste.

Primer Molar (n=40) | Segundo Molar (n=39) | Tercer Molar (n=29)
Plateau, g/mm? 2.706 + 0.335 3.131 +£0.380 6.492 + 2.481
K, sem-1 | 0.482 + 0.309 0.412 + 0.214 0.106 + 0.075
T1/2,sem | 1.435 1.684 6.528
RZ | 0.077 0.125 0.307

Los numeros indican la media + error estandar (niUmero de animales)

Densidad Mineral de las coronas “g
N g 7.57
£ =)
g 5.0 £
) i
£ © 5.0+
—_ 2 '
5 £ .
) €
£ 254 T 254
= g -
T 2 *
© 4 ¢
S . [
7 a 0.0- e 3°molar
S o = 1° molar
n I T T 1
a oo o 2°molar 0 5 10 15
I ] ] 1
0 5 10 15 Semanas
Figura 4.8.
Densidad mineral de las coronas en funcién de la edad.
Desgaste de las coronas en funciéon de la edad
La masticacidon provoca la atricion de las 13
.. 7] O]
superficies oclusales de las coronas de los 8
molares como se observa en las Fotos S E
4.1.a, 4.1.b y Figura 4.9. La longitud E S E_
. . 25 @
ocluso-cervical de las coronas, medida en E’E S 4.0
mm sobre las imagenes digitales de las S gg ]
radiografias, se ajusta a wuna funcion 8o X
exponencial negativa de una sola fase 8
cuyos parametros se exhiben en la Tabla 0.7-
4.7. r T T 1
0 5 10 15
Tabla 4.7. Semanas
Parametros de la cinética del desgaste coronario  Figura 4.9.
en funcidén de la edad. Atricion de las superficies oclusales de los molares.
Altura ocluso-cervical de las coronas
Asintota, mm | 0.854 + 0.021 (n=42)
K sem-1 0.34 +0.10
T2, sem 2.03
R? 0.872

Los numeros indican la media + error
Estandar (nimero de animales)

104
e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 01// Volumen 01 // Nov. 2008.

Www.e-universitas.edu.ar



Garcia, M. F. Ciencias de la Salud

Estudio de la dinamica 6sea mandibular y de los procesos reabsortivos de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

Foto 4.1.a. Foto 4.1.b.

Vista de las superficies oclusales de los Vista de las superficies oclusales de los
molares de una rata de 4 semanas de edad. molares de una rata de 15 semanas de edad.

Nétese el desgaste de las cuspides y la
diferencia en el didmetro mesio-distal de las
coronas de los molares.

Crecimiento radicular en funcion de la edad
Se mididé la longitud apico-cervical de
la raiz distal del 1° molar (que se tomé
como ejemplo de esta variable para
todos los molares (ver Materiales &
Métodos)) sobre las imagenes digitales
de las placas radiograficas. Tal como
era de esperar, esta longitud
expresada en mm, sigue una funcién
exponencial de una sola fase como se
observa en la Figura 4.10. En la Tabla
4.8 se exhiben los parametros de la
cinética del proceso.

2-

Longitud cervico-apical de la raiz,
mm
n

Tabla 4.8. T T 1
Parametros de la cinética del crecimiento de la 0 5 10 15
raiz distal del primer molar en funcion de la Semanas
edad. Figura 4.10.
Cinética del crecimiento de la raiz distal del primer
2.0 +0.19 molar en funcién de la edad.

Los nUmeros indican la media + error
estandar (niUmero de animales)
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CARACTERIZACION Y DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

ESPONTANEA EN LA RATA

La evolucién de la enfermedad periodontal espontanea de la rata en funcién de la edad

se investigd con las siguientes técnicas:

TECNICA DE DENSITOMETRIA RADIOLOGICA

DENSITOMETRIA OSEA: Andlisis de las imagenes digitales de las radiografias
correspondientes con el objeto de identificar y caracterizar areas en reabsorcion vy

medir la densidad dsea de las mismas.

Namero de focos de reabsorcion
Sobre las imagenes digitales de las
radiografias se contaron los focos
interproximales e interradiculares,
identificables por su radio-lucidez
(ver Materiales & Métodos). El
analisis de dichas imagenes revela
que los focos de reabsorcion dsea
aparecen a la 43. semana de edad,
una semana después del destete. El
numero de focos aumenta a expensa
de los focos interradiculares. El
numero de focos interproximales
se mantiene constante en 2,
debido a que hay sélo 2 puntos
de contacto entre los tres
molares. La evolucion del
del numero de focos llega a un
plateau en 5, a la 6@ 6 72
semana de edad (Figura 4.11). El

EN [=2]
1 1

N° de areas en reabsorcion
N
1

Total

total 0

Semanas

Figura 4.11.
Cinética de la aparicion de focos en reabsorcidn.

10 15

} Interradicular

Interproximal

mejor ajuste se obtiene con la funcién sigmoidea de Boltzmann cuyos parametros se

muestran en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9.

Parametros de la funcion de ajuste de la cinética del nimero de focos en reabsorcion en funcion de la edad.

Interproximal Interradicular Total
(n=41) (n=41) (n=41)
punto de inflexion, 4.3+0.4 4.5+0.3 4.4+0.3
Asintota, nimero | 1.9+0.06 | 3.0+0.16 | 49+0.2 |
Pendiente* © 11+033 | 054+025 | 0.74+0.28
R? o088 | 080  : 098 |

*Pendiente de la ecuacidn sigmoidea de Boltzmann. Ver Material y Métodos-Técnicas estadisticas.
Los nimeros indican la media + error estandar. (NiUmero de animales).
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Area total en reabsorciéon

El area total en reabsorcidon, medida
en mm? en proyeccién vestibulo-
lingual, aumenta de la 33. a la 63.
semana de edad alcanzando el
plateau en ese momento (Figura

4.12). La funcidon de mejor ajuste es
la de Boltzmann cuyos parametros se
muestran en la Tabla 4.10. Puede
observarse gran variancia de esta
variable en la poblacién debido, 0.0- =

Area (mmz)

o
(3]
1
n
'_
HH
—a—
HH

en parte, a la imprecision
impuesta por la técnica utilizada 0 5 10
(ver Materiales & Métodos). Semanas

Figura 4.12.

15

Tabla 4.10. Evolucidon del area total de hueso periodontal en reabsorcion.

Parametros de la funcion de ajuste de la
cinética del area total en reabsorcidn en funcion de la edad.

Area, mm? (n=38)
Punto de inflexion, sem 4.367 + 0.5141
Asintota, mm? 0.5353 + 0.0379
Pendiente * 0.5761 + 0.3716
R? 0.4932

*Pendiente de la ecuacidon sigmoidea de Boltzmann.
Ver Material y Métodos-Técnicas estadisticas.
Los numeros indican la media + error estandar (NiUmero de animales).

Densidad mineral del hueso periodontal
La densidad mineral del hueso
periodontal normal aumenta
entre la 33 y 63 semana
siguiendo una funcién sigmoidea.
A partir de la 63. semana alcanza
el plateau. El hueso periodontal

[=2]
]

[3,]
1

H
1

Hueso periodontal|normal

1

en reabsorcion no tiene una
tendencia definida entre la 62. y
152, semana de edad (Figura 4.13).
La Tabla 4.11 muestra los valores
promedio de esta variable.

“ i

N w
1 1

Densidad Mineral Osea (mglmmz)
o

o
L

1l
li

i_n___ _Q_T_T_.T..T.-_T

Hueso periodontal en reabsorcion

0 5 10
Semanas
Figura 4.13.

15

Evolucidn de la densidad mineral del hueso periodontal sano y

en reabsorcion.
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Tabla 4.11.
Densidad mineral del hueso periodontal entre la 62 y 152 semana de edad.

Hueso periodontal sin Hueso periodontal en P
patologia reabsorcion
D.M.O., mg/mm? 3.24 £ 0.27 (n=32) 1.43+0.12 (n=32) *

. *Como las distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t aproximado segun Welch= 6.12, 42
GL, P<0.0001.

| La densidad mineral 6sea del hueso periodontal normal sigue una funcidn sigmoidea con los siguientes
' parametros: inicio: 1.04+0.91, Plateau: 3.24+0.27, V50: 4.56+0.67, Pendiente: 0.40+0.44

Los nimeros indican la media + error estandar. (Nimero de animales).

Por unidad de area de proyeccién, las areas en reabsorcion pierden, en promedio, un
56% del mineral del hueso periodontal normal (Figura 4.14).

'
]

w
1

Densidad mineral 6sea (mglmmz)
- N
1 1

o
1

. . )
Hueso periodontal sano Hueso periodontal
en reabsorciéon

Figura 4.14.
Densidad mineral ésea periodontal, ratas de 6 a 15 semanas de edad.
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MEDICION DE LA DISTANCIA DESDE EL LIMITE AMELO-CEMENTARIO A LA
CRESTA OSEA ALVEOLAR (LAC-COA)

La distancia desde el limite amelo-cementario a la cresta dsea alveolar en ambas
caras (vestibular y lingual) de cada molar se midid al microscopio, sobre las
hemimandibulas tefiidas con azul de metileno (ver Materiales & Métodos).La distancia
es mayor en la vista lingual que en la vestibular para los tres molares. Como se
observa en la Figura 4.15, la funcién de mejor ajuste es la exponencial positiva de una
sola fase. La Tabla 4.12 muestra los parametros de dicha funcién.

Tabla 4.12.
Parametros de la cinética de las modificaciones de la distancia desde el limite amelo-cementario a la cresta
Osea alveolar en funcion de la edad.

Plateau, mm| K, sem-1 Vidas:n?dia' R®
(I;:Tiﬁl) 1.211 + 0. 1450 112 + 0. 0245 6.2 50.499
ler molar _t.b o e e S .
(ii'lfla)r 0.418 + 0. 02 0.182 + 0. 027 3.8 :0.378
(L;‘”f’;g)' 0.659 + 0. 05 0.185+0.029; 3.8 :0.496
2do molar | t_.b arl o I
?ﬁ:ls%)ar 0501+009 0111+oo37 6.3 10.371
a0, 753 + 0, 1110.10940.029, 63 |0.530
3er molar v t_'b lar| e .
(nesyy |0-376 0.085 0.115+.052 | 6.0 :0.229

Los numeros indican la media + error estandar. (Nimero de animales).
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Cinética de la modificacion de la distancia LAC-COA en las caras libres de los molares.
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ESTIMACION DEL HUESO PERIODONTAL DE SOPORTE (HPS). PERDIDA OSEA

EN LAS CARAS PROXIMALES DE LOS MOLARES

% radicular insertado % radicular insertado

% radicular insertado

-
(=]
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N
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o
L

100-

754

50

100

754

1° Molar

| Raiz mesial

0 5 10 15

Raiz media

Raiz distal

Semanas

Figura 4.16.

Hueso periodontal de soporte de las raices del primer molar

inferior.

Se midid la distancia, en mm,
desde el limite amelo-cementario
al apice y desde dicho limite al
piso del defecto éseo sobre las
imagenes digitales de las placas
radiograficas  (ver
Métodos). Las longitudes se
expresaron como porcentaje de
raiz insertada en el hueso
alveolar. La cinética del HPS en
las tres raices (mesial, media y
distal) del 1° molar sigue una
funcion lineal cuya pendiente no
discrepa de cero. La insercion
promedio es del 60% (Figura 4.16).

Materiales &

La cinética de este proceso en el
20, y 39, molar muestra una
curva bifasica para todas las
raices (Figura 4.17 y 4.18). €El
porcentaje radicular insertado
decae de la 32. a la 72. semana
de edad desde valores promedio
de 75% a 45% y a partir de esa
edad aumenta hasta llegar al
valor inicial hacia la 153. semana.
En la Tabla 4.13 se muestra el
rango del porcentaje radicular
insertado en el hueso alveolar
para cada molar.
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Figura 4.17.
Hueso periodontal de soporte de las raices, segundo molar inferior.

3° Molar

§ 1007 Rajz distal ®
©
o 1001 i H v
3 Raiz mesial g 754 . i %
+* =
§ 754 - [] = ] E E
2 } E S 50 [ - {
- ] 3
o 504 s
3 ] { S 259
S 2
® 254 3 .
s i
° 0_ I ) ) 1
0 5 10 15
I ) ) 1
0 5 10 15 Semanas

Figura 4.18.
Hueso periodontal de soporte de las raices, tercer molar inferior.

Tabla 4.13.
Rangos del porcentaje de la longitud radicular insertada en el hueso alveolar.

1" molar | 2%molar |  3* molar
Raiz mesial 23.7 - 80.4 11.3-87.6 15.8 - 88.5
(n=39) ¢ (n=38) . (n=25) |
Raiz media 20('5;33?'7
Raiy distal 17.1-81.4 | 23.8-91.2 | 37.7-100.0 |
(n=39) |  (n=38) |  (n=25)

Los numeros indican la media + error estandar. (Nimero de animales)
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Con el fin de obtener una explicacion sobre el caracter bifasico de la curva, se midié el
crecimiento:
a) de la longitud cervico-apical de la raiz y
b) de la longitud vertical de las areas en reabsorcion en funcién del tiempo.
Ambas longitudes, expresadas en mm, siguen una funcion exponencial positiva
de una sola fase como se observa en las Figuras 4.19 y 4.20.
La diferencia entre ambas medidas elimina del calculo los fendmenos de erupcion de
los molares y atricion de las superficies oclusales. Los parametros de la cinética de
dichos procesos se muestran en las Tablas 4.14 y 4.15.
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Figura 4.19.
Cinética del crecimiento de la longitud radicular del primer molar en funcién del tiempo.

Tabla 4.14.
Pardmetros del crecimiento de la longitud radicular (1er. Molar, raiz distal) en funcién de la edad.

Raiz distal 1 Molar
(n=42)
Plateau, mm 2.03+£0.2
K,sem-1 | 0.157 + 0.034 |
Vida media, sem | 4.4
R 1 o088 |

Los nimeros indican la media + error estandar. (NUmero de animales).
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Tabla 4.15.
Parametros de la cinética del crecimiento de la altura del drea en reabsorcidn interproximal entre el 10 y 20
molar (longitud vertical).

Altura total del
area en reabsorcion Altura neta del
incluyendo el espacio area en reabsorcion
interproximal (n=42)
(n=42)
| Plateau, mm | 0.619+0.033 | 0.514+0.076
K, sem-1 | 0.250£0.043 | 0.149+0.048
Vida media, sem | 2.7 o 46
R2 0.831 | 0.790

Los numeros indican la media + error estandar.(Nimero de animales)

Descartando los fendmenos de erupcion y de atricion de las superficies oclusales y
analizando la variable HPS de la 33.- 73, y de la 73.- 153, semana de edad por
separado, se observa que la curva de mejor ajuste es la exponencial negativa de una
sola fase (Figura 4.21), expresando a la variable como porcentaje de pérdida ésea/ total
de la longitud radicular. Los parametros de la cinética de este proceso se exhiben en la
Tabla 4.16.

Longitud de areas, mm

1.00- — 100-
35
23
0.754 g- £ 90-
E oS
[] o © 80-
0.50 . i §
*
0.25- & g 70-
(7]
[] I .o
0.00- 60-
T T T 1 I ) ) 1
Semanas Semanas

Figura 4.20.
Cinética del crecimiento de la longitud vertical del area
en reabsorcién interproximal entre el 1° y 2° molar.

Figura 4.21.
Cinética del porcentaje radicular insertado en el hueso
alveolar.

Tabla 4.16.
Parametros de la cinética de la modificacion de la fraccion radicular insertada en el hueso alveolar (n=42).

Inicioat=0,% i . 10442337 |
Kesem-t . i.....070%014
Plateau, % 7a9x09

Vida media, sem {099 |
R? ! 0.92

Los nimeros indican la media + error estandar. (NUmero de animales).
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Figura 4.22.a.
Radiografia de la hemimandibula de una rata de 2 semanas de edad. Ndtese que las raices y el hueso alveolar de
soporte del primer y segundo molar estan limitadas por el incisivo.

Figura 4.22.b.

Radiografia de la hemimandibula de una rata de 15 semanas de edad. Notese que las raices y el hueso alveolar de
soporte de los molares se han desarrollado simultaneamente. La comparacion de las coronas con las de la Figura
4.22.a permite apreciar el desgaste de las cuUspides.
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ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Observaciones a las 4 semanas de edad

En la zona de contacto entre la corona y la encia se observan cumulos de células
mononucleadas en las cercanias del surco gingival (Foto 4.2.a.) indicadores de la
inflamacion o del inicio de la inflamacion de origen bacteriano. En la zona del
ligamento periodontal también se observan cumulos de células mononucleadas
cercanas a zonas de reabsorcion de hueso alveolar (Foto 4.2.b). La identificacién de las
células mononucleadas mediante técnicas de inmunohistoquimica estuvo fuera de los
alcances de esta Tesis y de los medios de este laboratorio.

En el extremo apical de la raiz de un corte histoldgico de un molar se observé el
deposito de cemento, compensador del desgaste por atricidn y consecuente con la
actividad remodeladora en el hueso alveolar (Foto 4.2.c).

Del analisis de las imagenes histoldgicas de ratas de cuatro semanas de edad se
deduce que el hueso alveolar exhibe una elevada tasa de remodelacion 6sea, como lo
revelan los tuneles de reabsorcion osteoclastica normales a la superficie de la raiz
(Fotos 4.2.d, 4.2.e y 4.2.f), en concordancia con la edad de la rata caracterizada por una
alta tasa de crecimiento (ver Figuras 4.1y 4.2).

Observaciones a las 19 semanas de edad

Cuando de analizaron histolégicamente las hemimandibulas de animales de 6, 12 y 19
semanas de edad, imaginando encontrar un aumento progresivo en la intensidad de la
enfermedad periodontal, no se observaron cumulos de células mononucleadas (Foto
4.2.g) y la imagen histoldgica del hueso alveolar continué mostrando intensa actividad
metabolica reabsortiva en ausencia de células mononucleadas en la proximidad (Foto
4.2.h) y curiosamente, sin actividad de formaciéon &sea (Fotos 4.2.i y 4.2.j). Estas
imagenes son contemporaneas con las de la presencia de placa bacteriana (Foto 4.2.k).
Se discute mas abajo, como hipdtesis, que lo anterior es evidencia indirecta de
tolerancia inmunoldgica a los gérmenes de la placa.

Foto 4.2.a.

Corte histoldgico de un molar de rata
hembra de 4 semanas de edad. Obsérvese
la intensa reabsorcion dsea y la
acumulacion de células mononucleadas en
la zona del surco gingival.
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Foto 4.2.b.

Corte histoldogico de un molar de
rata hembra de 4 semanas de
edad. Obsérvense los cimulos de
células mononucleadas en el
ligamento periodontal y los tuneles
de reabsorcidn en el hueso
alveolar.

Foto 4.2.c.

Corte histoldgico del extremo apical de la raiz de un molar de rata
hembra de 4 semanas de edad. Notese el depdsito de cemento
compensador del desgaste por atricion.
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Foto 4.2.d.
Corte histoldgico de un molar de rata hembra de 4 semanas de edad.
Obsérvense las células mononucleadas en el ligamento periodontal.

Foto 4.2.e.

Corte histolégico de un
molar de rata hembra de 4
semanas de edad.
Obsérvense los tuneles de
osteoclasia en el hueso
trabecular, dispuestos
perpendicularmente a la
superficie de una raiz.
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Foto 4.2.f.

Foto 4.2.g.

Corte histoldgico de un molar de rata hembra de 19 semanas
de edad. Hueso alveolar interradicular fracturado (flecha). No
se observan células mononucleadas en el espacio ocupado por
el ligamento periodontal.

Corte histoldgico de un molar de rata hembra de 4 semanas de edad. Tuneles de reabsorcion osteoclastica

en el hueso alveolar.

Foto 4.2.h.

Corte histoldgico de un molar de rata
hembra de 19 semanas de edad. Tuneles
de reabsorcion (flechas) del hueso alveolar
en ausencia de células mononucleadas en
la proximidad.
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Foto 4.2.j.

Corte histolégico de un molar de rata
hembra de 19 semanas de edad. Tuneles
de reabsorcién del hueso trabecular sin
evidencia de formacion.

Foto 4.2.i.

Corte histoldgico de un molar de rata
hembra de 19 semanas de edad. Tuneles
de reabsorcién del hueso trabecular sin
evidencia de formacion.

Foto 4.2.k.

Molares de rata hembra de 19
semanas de edad. Tincion in vivo
con eritrosina. Nétese la
acumulacion de placa bacteriana en
el surco gingival (flecha).
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II- RATAS DIABETICAS

Animales

Los animales cuyas glucemias matinales superaron los 300 mg/dl, una semana
después de la inyeccion intraperitoneal de aloxano (ver Materiales & Métodos) fueron
seleccionados para efectuar las observaciones que se describen a continuacion. A
partir de ese momento fueron sacrificados a las edades indicadas en las Figuras. Al
sacrificio, sus glicemias oscilaban entre 312 y 1970 mg/dl;.

CRECIMIENTO CORPORAL Y MANDIBULAR EN EL ESTADO DIABETICO

Peso corporal

El peso corporal de los animales diabéticos evoluciona con cinética semejante a la de
los controles. La funcidn de mejor ajuste es la sigmoidea de Boltzmann (Figura 4.23).
Comparando la asintota de peso de ambos grupos, se observa que los animales
diabéticos pesan en promedio 172.6 g menos que los controles. Los parametros de
esta variable se exhiben en |la Tabla 4.17.

500
Controles &
400
o
®
S 300-
e
1
o
(8]
9 2004
0 . 7 g
o Diabéticas
100+
0_
) 1 1 1
0 5 10 15
Semanas
Figura 4.23.

Evolucién del peso corporal de ratas diabéticas comparado con las controles.

! Este rango de valores implica, en principio, que no todos los animales padecieron estados diabéticos de
igual intensidad. Experimentos anteriores (Loccatto & col, 1993) habian demostrado que no obstante ese
detalle, los animales diabéticos se diferencian netamente de los controles. Los experimentos se habrian
encarecido al seleccionar animales con un estrecho rango de glucemias.
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Tabla 4.17.

Parametros de la funcion de ajuste del peso corporal (gr) de animales diabéticos y controles en funcion de la

edad.

Controles Diabéticas P
(n=43) (n=37)
Asintota, gr. | 417.1 + 20.51 | 244.5+ 59.38 | 0.0087
Vso | 6.704 +0.517 | 7.535+0.873 | n.s
Pendiente* | 2.568 + 0.516 | 1.738 +1.327 | n.s
RZ | 09687 | 07346 |

*Pendiente de la ecuacién sigmoidea de Boltzmann. Ver Material y Métodos-

Técnicas estadisticas.

Los numeros indican la media + error estandar. (Nimero de animales).
n.s.= diferencia no significativa.
Como las distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t
aproximado segun Welch. Asintota: t=2.747, 44 GL, =0.0087; Vs: t=0.82,

59 GL, P=0.416; Pendiente: t=0.583, 46GL, P=0.569.

Relaciéon peso hemimandibular / peso corporal

La pérdida de peso corporal producida por el estado diabético (no

obstante la

hiperfagia de los animales afectados) produjo una relacion entre peso de la
hemimandibula / peso corporal superior a la de los controles. Los valores se ajustaron
con la funcion exponencial negativa de una sola fase (Figura 4.24), cuyos parametros se
detallan en la Tabla 4.18.

Tabla 4.18.

Pardmetros de la funciéon de ajuste de la relaciéon peso seco de la hemimandibula
corporal en funcién de la edad, en ratas controles y diabéticas.

(mg) por gramo de peso

Controles Diabéticas p
(n=41) (n=37)
Inicio, t=0, mg/g 2.913+0.584 | 3.703 £2.269 | n.s
K,sem® | 0.473+0.0810.317+0.180 | n.s |
Asintota, mg/g | 0.944 + 0.044 | 1.165+ 0.233 | n.s |
Ti2,sem | 1.464 P 2.186 ]
R 0.793 P 0.507 ]

Los numeros indican la media + error estandar (NiUmero de animales).
n.s.= diferencia no significativa.
Como las distribuciones no son homogéneas se calculé el valor de t aproximado
segun Welch. Asintota: t=0.932, 38 GL, P=0.357; K: t=0.79, 50 GL, P=0.433; Inicio:

t=0.337, 40GL, P=0.738.
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Figura 4.24.

Evolucién de la relaciéon peso
seco de la hemimandibula /
peso vivo, ratas diabéticas y
controles.
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No obstante lo expuesto, no se observaron diferencias significativas en el peso seco y
el volumen de la hemimandibula, atribuibles a la baja proporcion de tejidos blandos,
gue son los que mas se deterioran en el estado diabético. Como se observa en las
Figuras 4.25 y 4.26, ambas variables se ajustaron con la funcion de Boltzmann. Los
parametros se muestran en las Tablas 4.19 y 4.20.

Tabla 4.19.

Parametros de la funcidon de mejor ajuste del peso seco de la hemimandibula (g) de animales diabéticos y

controles en funcion de la edad.

Controles Diabéticas p
(n=43) (n=37)
Asintota, gr. |0.427 + 0.043:0.346 £ 0.114! n.s
Vso  |4.807+2.241.7.788+1.034] n.s
Pendiente* |4.288 +1.551,2.672+2.221; n.s
RZ | 0.965 : 0.8898 |

*Pendiente de la ecuacion sigmoidea de Boltzmann. Ver

Métodos-Técnicas estadisticas.

Materiales y

Los numeros indican la media + error estandar. (NUmero de animales).

n.s.= diferencia no significativa. Como las distribuciones no son homogéneas
se calcul6 el valor e t aproximado segin Welch. Asintota: t=0.519, 43 GL,
P=0.607; Vso: t=1.357, 71 GL, P=0.179; Pendiente:

P=0.689.

t=0.403, 53GL,
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Tabla 4.20.
Parametros de la funcion de mejor ajuste del volumen de la hemimandibula (ml) de animales diabéticos y
controles en funcién de la edad.

Controles Diabéticas P
(n=41) (n=37)
Asintota, ml. ] 0.286 + 0.075:0.235+0.160: n.s
Vs | -19.15+171.0 | 8.087 + 2.488 | n.s
Pendiente* [7.549 + 9.1383.364 + 5.505 n.s
R | 0.9509 | 0.8092 |

*Pendiente de la ecuacidn sigmoidea de Boltzmann. Ver Materiales y
Métodos-Técnicas estadisticas. Los numeros indican la media + error
estandar. (NiUmero de animales). n.s.= diferencia no significativa. Como las
distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t aproximado segun
Welch. Asintota: t=0.289, 51 GL, P=0.774; Vs, t=0.159, 40 GL, P=0.874;
Pendiente: t=0.392, 64GL, P=0.696.
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Densidad mandibular

La densidad de la hemimandibula (relacion del peso seco / volumen) tampoco mostrd
diferencias significativas entre animales controles y diabéticos. Como se observa en la
Figura 4.27, la funcién de mejor ajuste es la de Boltzmann y sus parametros se
muestran en la Tabla 4.21.

Tabla 4.21.
Densidad de la hemimandibula (g/ml) de animales diabéticos y controles en funcidn de la edad. Parametros
de la funcién de ajuste.

Controles Diabéticas P
(n=41) (n=37)
Asintota, ml. 1.547 + 0.024 ! 1.553 + 0.048 i on.s
Vs | 4412 +0.871 | 5.357+1.770 | n.s
Pendiente* | 1.939+0.512 | 1.618 + 0.971 | n.s
R | 0928 L 0.8021 [

*Pendiente de la ecuacion sigmoidea de Boltzmann. Ver Materiales y
Métodos-Técnicas estadisticas. Los niUmeros indican la media + error
estandar. (Nimero de animales).

n.s.= diferencia no significativa. Como las distribuciones no son homogéneas
se calculé el valor de t aproximado segiin Welch. Asintota: t=0.163, 56GL,
P=0.871; Vso: t=0.479, 52GL, P=0.634; Pendiente: t=0.292, 54GL, P=0.771.
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CRECIMIENTO DE LOS MOLARES

Diametro mesio-distal de las coronas

Como se indicé mas arriba, el diametro mesio-distal de las coronas no se modificé en
funcion de la edad (Figura 4.28). Al igual que en el grupo control, el diametro del 1°
molar es mayor que el del 20 y éste mayor que el del 3° (Tabla 4.22). Como se muestra
en la Tabla 4.23, el didmetro mesio-distal de las coronas de animales controles y
diabéticos no difirid significativamente.

Tabla 4.22.
Diametro mesio-distal de las coronas del 1°, 2° y 3° molar, ratas diabéticas.

Longitud mesio-
; P
distal, mm.

Primer Molar :

. + 0. !
=3y | AOMEeY
Segundo Molar i ler. vs. 2do. Molar*:

) + 0. |
=3y | PIMEOOM o001
Tercer Molar ' 2do. vs. 3er Molar**:

) + 0. :

(n=37) 1.109+0.026 ! P< 0.0001

Los numeros indican la media + error estandar. (Nimero de animales). n.s.= diferencia no
significativa.

*Como las distribuciones son homogéneas se calculd el valor de t de Student: t= 30.559,72
GL, P<0.0001.

**Como las distribuciones no son homogéneas se calculé el valor de t aproximado segun
Welch: t= 7.96,55 GL, P<0.0001.
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Tabla 4.23.
Comparacion del didmetro mesio-distal de las coronas (mm) del 1°, 20 y 39 molar en ratas controles y
diabéticas.

Controles Diabéticas P
Primer Molar 2.036 + 0.012 2.017 £ 0.017 ns
(n=41) ! (n=37) !
Segundo Molar "1'.'3'6"3"J_F'b'.'db'é'?'3"'1'.':'3?44"56'.6'1'21"45 """" ns """"
(n=41) : (n=37) |
Tercer Molar """" 1.119+0.023 | 1.109+0.026 | ns """"
(n=31) ! (n=37) !

Los numeros indican la media + error estandar. (Nimero de animales).

n.s.= diferencia no significativa.

*Como las distribuciones no son homogéneas se calculé el valor de t aproximado segun
Welch: Primer Molar: t=0.913, 66GL, P=0.365. Segundo Molar: t=1.116, 65GL, P=0.269.
Tercer Molar: t=0.288, 65GL, P=0.774.

Densidad mineral de las coronas

La densidad mineral de las coronas no se modifica desde la 6% y 11® semana de edad.
La cinética de este proceso no difiere significativamente entre el 1° y 20 molar, de
erupcion simultanea (Figura 4.29, panel superior). La erupcién del tercer molar se produce
a la 4° semana y evoluciona hasta tener mas alta densidad mineral como puede
apreciarse en las radiografias (ver Figura 4.22.a y 4.22.b), pero sin la diferencia observada
entre los animales controles (Figura 4.29, panel inferior).
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ENFERMEDAD PERIODONTAL ESPONTANEA DE LA RATA EN EL ESTADO

DIABETICO

EVALUACION CON LA TECNICA DE DENSITOMETRIA RADIOLOGICA

Nuamero de focos de reabsorcion
El examen de la Figura 4.30 revela que el nUmero de focos de reabsorcion en las ratas
diabéticas sigue una cinética diferente de la de los controles. A medida que se instala
el estado diabético el nimero de focos crece no tan rapidamente como en los
controles, con tendencia a alcanzar valores semejantes o mas altos que estos, hacia la
120-150° semana. Esta variable se ajusta satisfactoriamente con la funciéon sigmoidea
de Boltzmann y sus parametros se exhiben en la Tabla 4.24.

6 Controles 1 ° . 1 [
8 < = - % - T
00 t .
20 1
® O
S 0 ?
oR .
g o Diabéticas
Eo?
3T
0- | o |
] ) ) 1
0 5 10 15
Semanas
Figura 4.30.

Evolucién del nimero de focos de reabsorcidn en ratas diabéticas y controles.

Tabla 4.24.

Namero de focos de reabsorcidon de ratas diabéticas y controles en funcion de la edad. Parametros de la

funcién de ajuste.

Controles Diabéticas P
(n=41) (n=37)
Asintota, ml. | 4.917 + 0.215: 7.752+18.6 | n.s
Vso | 4.462+0.312 -9.401+560.7 | n.s
Pendiente* |0.738+0.277|6.224+56.03| n.s
rRZ | 0.798 | 0.602 I

*Pendiente de la ecuacion sigmoidea
Métodos-Técnicas estadisticas.

de Boltzmann. Ver Materiales y

Los nimeros indican la media + error estandar. (Nimero de animales). n.s.=
diferencia no significativa. Como las distribuciones no son homogéneas se
calculé el Valor de t aproximado segun Welch. Asintota: t=0.152, 36GL,
P=0.88; V50: t=0.025, 36GL, P=0.980; Pendiente: t=0.098, 36GL, P=0.923.
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Como se muestra en la Figura 4.31, el nimero de focos de reabsorcion aumenta a
expensas de los focos interradiculares tal como se observara en los animales
controles.

Area total en reabsorcién
El area total en reabsorcién (suma de las areas de los focos interproximales e
interradiculares) es menor en las ratas diabéticas que en las controles (Figura
4.32).Esta variable se ajusté con la funcion de Boltzmann y los pardmetros se
muestran en la Tabla 4.25.
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Tabla 4.25.
Parametros de la funcion de ajuste del area total en reabsorcion de ratas diabéticas y controles en funcion
de la edad.

Controles Diabéticas P
(n=41) (n=37)
Asintota, ml. | 0.637 + 0.065 | 0.339 + 0.034 | 0.0001
Vso |- 4,356+ 1.534 | 5.316 +1.067 | n.s
Pendiente* | 1.574 +0.990 | 1.367 +0.798 | n.s
rRZ 0.7731 | 0.6189 |

*Pendiente de la ecuacion sigmoidea de Boltzmann. Ver Materiales y
Métodos-Técnicas estadisticas. Los numeros indican la media + error
estandar. (NUmero de animales).

n.s.= diferencia no significativa.

Como las distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t
aproximado segun Welch. Asintota: t=4.062, 59GL, P=0.0001; V50: t=0.514,
69GL, P=0.609; Como las distribuciones son homogéneas se calcul6 el valor
de t de Student para la pendiente fue: t=0.161, 76GL, P=0.873.

Densidad mineral del hueso periodontal sin patologia

La densidad mineral del hueso periodontal sin patologia también revela el impacto del
estado diabético. La evolucién de esta variable en animales diabéticos no se encontro
correlacionada con la edad, por ello se compara la media general de los animales
diabéticos con la asintota de los controles (Figura 4.33). Los valores de la asintota de
esta variable se muestran en la Tabla 4.26.
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Tabla 4.26.
Densidad mineral del hueso periodontal sin patologia de ratas diabéticas y controles entre la 62 y 112
semana de edad.

Controles Diabéticas
(n=32) (n=37)
D.M.O., mg/mm? 3.24+0.27 | 2.17+0.17 | 0.0014

P=

Los numeros indican la media + error estandar. (NUmero de animales).
Como las distribuciones no son homogéneas se calculé el valor de t aproximado segun
Welch= 3.363, 53 GL, P=0.0014.

Densidad mineral del hueso periodontal en reabsorciéon

De manera semejante a lo observado en el hueso periodontal sano, la densidad
mineral del hueso periodontal en reabsorcion de los animales diabéticos es
significativamente menor que en los controles (Figura 4.34). En la Tabla 4.27 se exhiben
los valores de esta variable y el significado de la diferencia.

S
]

Hueso periodontal sano

3
Hueso periodontal sano
Hueso periodontal Figura 4.34.
en reabsorcion ) Densidad mineral del hueso periodontal
Hueso periodontal o o,
en reabsorcion sano y en reabsorcion de ratas diabéticas

Densidad mineral 6sea, (mg/mmz)
N
1

y controles.
1- i
0_ —_—

CONTROLES DIABETICAS

Tabla 4.27.
Densidad mineral del hueso periodontal en reabsorcion de ratas diabéticas y controles entre la 62 y 112
semana de edad.

Controles Diabéticas
(n=32) (n=37)
D.M.0O., mg/mm? 1.43+0.12 | 1.104+0.109 : 0.048%

Los numeros indican la media + error estandar. (NUmero de animales).
*t=2.014, 67 GL, P = 0.048.
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En el estado diabético la densidad mineral del hueso periodontal sin patologia de ratas
de cuatro a once semanas de edad se ajusta a una funcidn sigmoidea. Como la
densidad mineral del hueso periodontal en reabsorcidn no sigue una funcién definida
se tomo6 como referencia el valor de la media general (Figura 4.35). El promedio de esta
variable en los controles (63. a 113, semana) se compara con la media general de los
diabéticos en la Tabla 4.28.
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Tabla 4.28.

Densidad mineral hueso periodontal sano y en reabsorcion de ratas diabéticas entre la 72. Y 112, semana de
edad.

Hueso Hueso
periodontal sin periodontal en P<
patologia reabsorcion
(n=34) (n=34)
D'M'O"z 2.167+0.17 | 1.104+0.109 | 0.001*
mg/mm : :

La densidad mineral 6sea del hueso periodontal sin patologia,
entre la 42, Y 112, semana de edad, sigue una funcién sigmoidea
con los siguientes parametros: Inicio: -1.79 + 149.2, Plateau:
2.33 £ 0.63, Vso: 2.18+74.05, Pendiente: 1.65 + 8.71

Los numeros indican la media + error estandar. (Nimero de animales)
* Como las distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t aproximado segun
Welch: t= 5.264, 56 GL, p<0.0001.
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MEDICION DE LA DISTANCIA DESDE EL LIMITE AMELOCEMENTARIO A LA
CRESTA OSEA ALVEOLAR (LAC-COA)

Esta distancia se midié bajo el microscopio en ambas caras de cada molar (vestibular
y lingual) sobre las hemimandibulas tefidas con azul de metileno (ver Materiales & Métodos).
En los tres molares, la distancia es mayor en la cara lingual que en la vestibular. La funcién de
mejor ajuste es la exponencial positiva de una sola fase (Figura 4.36). En la Figura no se han
dibujado las curvas de ajuste para facilitar su comprensién. La Tabla 4.29 muestra los
parametros de dicha funcion.

Tabla 4.29.
Parametros de la cinética de las modificaciones de la distancia desde el limite amelo-cementario a la cresta
Osea alveolar en funcion de la edad.

Vida
Cara de la corona| Asintota, mm K, sem™ media, R? P
sem
ler molar |.Lingual(n=103) :3.034 +2.317:0.033+0.030; 20.81 : 0.461 :n.s
Vestibular(n=76) : 0.718 + 0.361;0.059 + 0.038; 11.85 : 0.409
>do molar| . Lingual (1=76) 10571+ 0.063{0.1720.041} 4.02 | 0.305 in.s
Vestibular(n=76) : 0.719 + 0.510:0.051 + 0.045; 13.60 : 0.295 :
3er molar | . Lingual (1=70) 11.772+1.61910.034 £ 0.037| 20.61 | 0.435 in.s
Vestibular(n=70) :0.208 + 0.069:0.146 + 0.093; 4.74 | 0.108 ;

Los numeros indican la media + error estandar.(Nimero de animales). n.s.= diferencia no significativa.

Como las distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t aproximado segin Welch: 1° Molar Lingual vs
Vestibular: Asintota: t=0.988, 106GL, P=0.326; 2° Molar Lingual vs Vestibular: Asintota: t=0.288, 77GL, P=0.774;
30 Molar Lingual vs Vestibular: Asintota: t=0.965, 69GL, P=0.338.
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La inspeccion de las graficas que componen la Figura 4.37 sugieren que la evolucion
en funcién del tiempo de la distancia LAC-COA entre las dos caras de los tres molares
no difiere entre controles y diabéticos.
Los valores de la variable analizada se ajustaron con la funcién exponencial positiva de
una sola fase. La Tabla 4.32 expone analiticamente las conclusiones del parrafo

anterior.

Estos resultados se discuten mas adelante. Sin embargo, a esta altura de la exposicion
cabe decir que otros factores aun no determinados y no la alteracidon endocrina
caracteristica del estado diabético, afectan la pérdida 6sea medida como la distancia

entre el limite amelocementario y la cresta dsea alveolar.
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0.50-

0.25-

Distancia LAC-COA, mm
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Figura 4.37.

1°. Molar

2°. Molar

Semanas

Evolucion de la distancia limite amelo cementario-cresta dsea alveolar en ratas diabéticas
(circulos) y controles (cuadrados) en funcidn de la edad. La vista lingual se presenta con
simbolos llenos, la vestibular con simbolos vacios.
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Tabla 4.30.
Pardmetros de la funcién de mejor ajuste de la variable limite amelocementario-cresta 6sea alveolar de los
tres molares, ratas controles y diabéticas.

PRIMER MOLAR
Cara vestibular Cara lingual
Contr. Diab. P Contr. Diab. P
(n=66) (n=75) (n=66) (n=103)
Asintota, mm 0.58+0.16 | 0.72+0.36 | "> | 1.65+0.72 ; 3.03+2.32 | .0
N D g Ths T ' ns
K sem 0.1+0.04 | 0.06+0.04 | _~ |0.08+0.040.03+0.03:
Ti2 69 1 118 b0 93 1208 &
R® 0.362 : 0.410 »0.381 i 0461
SEGUNDO MOLAR
Cara vestibular Cara lingual
Contr. Diab. P Contr. Diab. P
(n=24) (n=76) (n=25) (n=76)
Asintota, mm | 0.45+0.13 { 0.72+0.51 | > 1 0.55+0.04 | 0.57+0.06 | .
P o Cons o " ns
K sem 0.15+0.10 | 0.05+0.05} .~ |0.42+0.22}0.17+0.04 |
T, | 46 - R 1e A 4.0 A
R? 0.163 | 0.295 | . 0.047 | 0.305 |
TERCER MOLAR
Cara vestibular Cara lingual
Contr. Diab. P Contr. Diab. P
(n=24) (n=76) (n=25) (n=76)
Asintota, mm | 0.38+0.21 | 0.210.07 | '.° | 1.95¢2.87 | 1.77¢1.62 | .°
I L ‘ns L ' n.s
K sem 0.12+0.10 | 0.15:0.09 | . | 0.03:0.06 | 0.03+0.04 |
Ti2 80 47 o214 06
R? 0.161 | 0.108 . 0.439 | 0.435 |

Los numeros indican la media + error estéandar. (Nimero de animales). n.s.= diferencia no significativa.

*Como las distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t aproximado segtin Welch. Primer molar-cara vestibular:
Asintota: t=0.361, 102GL, P=0.719; Primer molar, cara lingual: Asintota: t=0.568, 120GL, P=0.571; Segundo molar, cara
vestibular: Asintota: t=0.51, 84GL, P=0.611; Segundo molar, cara lingual: Asintota: t=0.277, 96GL, P=0.782; K: t=0.1.117,
25GL, P=0.275; Tercer molar, cara vestibular: Asintota: t=0.769, 37GL, P=0.447. **Como las distribuciones son
homogéneas se calculé el valor de t de Student. Primer molar, cara vestibular: K: t=0.704, 139GL, P=0.483;

Primer molar, cara lingual: K: t=0.875, 167GL, P=0.383; Segundo molar, cara vestibular: K: t=0.959, 98GL, P=0.34; Tercer
molar, cara vestibular: K: t=0.222, 72GL, P=0.825; Tercer molar, cara lingual: Asintota: t=0.058, 100GL, P=0.954, K:
t=0.03, 100GL, P=0.976;
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III- ENSAYO TERAPEUTICO CON BISFOSFONATOS
Animales

Ratas macho linea "m”, de 5 semanas de edad, de 97 + 3 gr. de peso recibieron una
dosis semanal de 30 microgramos de olpadronato o lidadronato por cada 100 g. de
peso. Las dosis se ajustaron semanalmente por peso. Las drogas se administraron
disueltas en un volumen fijo (0.15 ml) de solucién fisiolégica por via intraperitoneal
durante 7 semanas consecutivas a partir de la quinta semana de edad. Las ratas
controles recibieron el mismo volumen de solucion fisiolégica por la misma via. A la
120 semana de edad los animales se sacrificaron por sobre-exposicion al éter y se
disecaron las mandibulas para su posterior analisis (ver Materiales y Métodos).

Analisis de los resultados

Los resultados se comparan con los valores de las variables obtenidas de animales
controles de 12 semanas de edad.

Comprobacién del efecto de la dosis y calidad de los bisfosfonatos usados sobre el
metabolismo del calcio corporal (Apéndice III)

La Tabla 4.30 Bis describe los efectos de estas drogas sobre las variables afectadas:
a) Se observé reduccion de las tasas:
» de reabsorcion de calcio 6seo.
» de intercambio del calcio éseo con el espacio extracelular.
= de excrecion de calcio fecal enddgeno.
b) No se modificd la tasa de deposicidon de calcio en el esqueleto.

Tabla 4.30 Bis.
Efecto del Olpadronato y Lidadronato sobre el metabolismo del calcio corporal.

- Controles Olpadronato Lidadronato
Variable (n=3) (n=3) (n=3)
Excrecién de Calcio 3.7+1.2 1 3.7+0.46
fecal endégeno, mg/d 6.8+0.29 P<0.001 P<0.001
Compartimiento de ¢ 46.8+0.4 : 46.2+0.3
intercambio lento,mg 53.0+£0.6 P<0.01 P<0.001
[ Tasa de reabsorcion | o o . 4 4 . 46+03 | _. . .-

de calcio éseo,mg/d 8.8+1.4 i P<0.001 >2+1.7
Tasa de deposicionde | 56 6417 | 242422 | 27.2+0.3
calcio 6seo,mg/d i i

Los numeros indican la media £ error estandar. N = numero de animales.

Estos resultados comprueban el conocido efecto antiosteoclastico de estas drogas
sobre la biologia 6sea.
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CRECIMIENTO
EFECTOS SOBRE EL CRECIMIENTO CORPORAL Y MANDIBULAR DE LA RATA
Peso corporal

No se observaron diferencias significativas en el peso entre animales controles y
tratados (Figura 4.38). En la Tabla 4.31 se exhiben los valores de esta variable.

3001

S

o)

g 200+ Figura 4.38.

E. Peso corporal

o de ratas

o

o controles y

3 100+ tratadas.

o

s
Controles OlpadronatoLidadronato
Tabla 4.31.
Valores del peso corporal de los animales controles y tratados.
Controles Olpadronato Lidadronato
(n =3) (n=3) (n = 3)
Peso 5 |
262.77 £+ 15.69:205.03 £+ 16.26: 201.5+ 19.24
corporal(gr) | |
Significado ! !
o : n.s.* : n.s.*

estadistico ! :

Los numeros indican la media + error estandar. (Nimero de animales).

n.s.= diferencia no significativa.

*Como las distribuciones son homogéneas se calculd el valor de t de Student. Controles vs.
Olpadronato: t=2.55, 4GL, P=0.0629; Controles vs. Lidadronato: t=2.468, 4GL, P=0.0691.

Peso Mandibular

Las diferencias en el peso seco de la hemimandibula fueron significativas entre los
grupos control y tratados con lidadronato, no observandose diferencias entre los
controles y aquellos tratados con olpadronato (Figura 4.39). Los valores promedios se
muestran en la Tabla 4.32.
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Tabla 4.32.
Peso seco de la hemimandibula de animales controles y tratados.

Controles Olpadronato Lidadronato
(n=3) (n=3) (n=3)
Peso  Seco del 3540002 | 0.34+0.01 | 0.310.007
| Hemimandibula, gr |~~~ D b
Significado | ok b »
Estadistico n.s P=0.0053

Los numeros indican la media + error estandar.
(Numero de animales). n.s.= diferencia no significativa.
*Como las distribuciones son homogéneas se calcul6 el valor de t de Student: t= 5.494, 4GL,

P=0.0053.
**Como las distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t de Welch: t= 0.9806,
2GL, P=0.4302.
0.4+
S
g O :
S ‘—; 0.3 Figura 4.39.
oL Peso seco de la
8 T hemimandibula,
8 £ 0.2 :
° g animales
g g controles y
o o 01- tratados.
=
0.0

Controles OlpadronatoLidadronato

Volumen Mandibular

Al analizar el volumen mandibular se observaron diferencias significativas entre los
grupos control y tratado con lidadronato, no observandose diferencia entre el grupo
control y tratado con olpadronato (Figura 4.40). La Tabla 4.33 muestra los valores para
esta variable.

E 0.3-
h"
T
3 i R
Figura 4.40. 5 0.2 g RIS —
Volumen c BSRRES QRS
. © S S X
mandibular, ] : oS S
grupo control y c s =
tratado. @ 0.1 ] :
£ s 3 =
E L
g X L s KX
o :
0.0

Controles OlpadronatoLidadronato
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Tabla 4.33.
Volumen mandibular, ratas controles y tratadas.

Controles Olpadronato Lidadronato
(n=3) (n=3) (n=3)
Volumen 0.23 +0.002 | 0.215+ 0.006 | 0.191 + 0.006
|mandibular, ml |~ I ]
Significado i * | — *
Estadistico | n.s. | P=0.0035

Los numeros indican la media + error estandar.

(Numero de animales). n.s.= diferencia no significativa.

*Como las distribuciones son homogéneas se calculd el valor de t de Student. Controles vs.
Olpadronato: t=2.372, 4GL, P=0.0767; Controles vs. Lidadronato: t=6.166, 4GL, P=0.0035.

La relaciéon volumen mandibular / peso vivo (ul/100 gr) no fue significativa entre los
grupos (Figura 4.41). Los valores de esta variable se exhiben en la Tabla 4.34.

. 75
o — — T
2
> I
o . :
qc, 4 5 501 55 Figura 4.41.
ELo $ Relacién
5 = O X
o= %; volumen
> 3 =3 % S mandibular/peso
5 25— 3 corporal.
c
©
£
Controles OlpadronatoLidadronato
Tabla 4.34.
Relacion volumen mandibular / peso vivo de ratas controles y tratadas.
Control Olpadronato Lidadronato
(n=3) (n=3) (n=3)
Relacion volumen ' '
mandibular/ 58.96 + 3.17 | 67.58+2.65 | 65.2+4.84
pesol/ioogr. SUUSINNUISI SR
Significado ' :r
g . : n.s.* : n.s.*
Estadistico ! :

Los numeros indican la media + error estandar.

(Numero de animales). n.s.= diferencia no significativa.

*Como las distribuciones son homogéneas se calcul6 el valor de t de Student: Controles vs.
Olpadronato: t=2.086, 4GL, P=0.1053; Controles vs. Lidadronato: t=1.079, 4GL, P=0.3415.
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Densidad Mandibular

La densidad de la hemimandibula (Peso seco/ volumen, calculada por el Principio de
Arquimedes) de animales controles y tratados mostré tendencia a aumentar (tratados
vs. Controles) pero sin diferencias significativas entre los grupos (Figura 4.42). Los
valores de esta variable se exhiben en la Tabla 4.35.

. 1.7

S [
8

S
= 1.6 T

c Figura 4.42.
o e Densidad de la
€ E T ,
- O 1.51 mandibula de
g ratas controles
‘0 y tratadas.

S 14+
o 1.2-|-

0.0

Controles OlpadronatoLidadronato

Tabla 4.35.
Densidad de la mandibula de ratas controles y tratadas, calculada por el Principio de Arquimedes.

Controles Olpadronato Lidadronato
(n=3) (n=3) (n=3)
Densidad | |
47 £ 0. 1 1.58+ 0. » 1.61+ 0.
Mandibular,g/mi | T47E00° | TARE B3 4 ROTE 000 |
Significado ! » ! *
Estadistico | n-s- | n-s-

Los nimeros indican la media + error estandar.

(Numero de animales). n.s.= diferencia no significativa.

*Como las distribuciones son homogéneas se calcul6 el valor de t de Student: Controles vs.
Olpadronato: t=1.640, 4GL, P=0.1764; Controles vs. Lidadronato: t=1.64, 4GL, P=0.1743.
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EFECTO SOBRE EL CRECIMIENTO DE LOS MOLARES

Densidad mineral de las coronas

Como se observa en la Figura 4.43, la densidad mineral de las coronas no mostro
diferencias significativas entre los grupos en ninguno de los tres molares. La Tabla
4.36 muestra los valores de esta variable.

Tabla 4.36.
Densidad mineral de las coronas de los tres molares inferiores de ratas controles y tratadas.

Controles Olpadronato Lidadronato
(n=3) (n=3) (n=3)

10 Molar
CD:r';Sr::zdn‘i;/':qsmz 2.38+0.24 | 2.81+0.13 | 4.49+2.05
Significado | A . A .
estadistico i n-s- n-s-

20 Molar
CD:rZigzdn‘iS/';smz 2674023 | 3.09£022 | 573+273
Significado | A . T |
estadistico i n-s. n-s.

3° Molar
S:rgigzdni:/';smz 4774058 | 511+04 | 10.04+4.76
Significado | A . T e
estadistico i n-s. n.s

Los nUimeros indican la media + error estandar.

(Numero de animales). n.s.= diferencia no significativa.

*Como las distribuciones son homogéneas se calculé el valor de t de Student. Primer Molar: Controles vs.
Olpadronato: t=1.58, 4GL, P=0.1903; Controles vs. Lidadronato: t=1.02, 4GL, P=0.3644; Segundo Molar:
Controles vs. Olpadronato: t=1.32, 4GL, P=0.2574; Tercer Molar:

Controles vs. Olpadronato: t=0.48, 4GL, P=0.6546.

**Como las distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t aproximada de Welch.. Segundo Molar:
Controles vs. Lidadronato: t=1.117, 2GL, P=0.3802; Tercer Molar: Controles vs. Lidadronato: t=1.1, 2GL,
P=0.3864.
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Figura 4.43.

Densidad mineral de las coronas de los tres molares inferiores de
animales controles y tratados con bisfosfonatos.
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EFECTO DE LOS BIFOSFONATOS SOBRE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL
ESPONTANEA DE LA RATA

EVALUACION CON LA TECNICA DE DENSITOMETRIA RADIOLOGICA

NGamero de focos de reabsorcion
La Figura 4.44 muestra que no hay diferencias significativas en el nUmero de focos de
reabsorcién entre los animales controles y los tratados. En la Tabla 4.37 se exhiben
los valores para esta variable.

7.59

o
=)
1

NuUmero de focos de
reabsorcion
N
[4,]
1

0.0

Controles

Tabla 4.37.

Olpadronato Lidadronato

Figura
4.44,
Namero de
focos de
reabsorcion
de
animales
controles y
tratados.

Namero de focos de reabsorcion de ratas controles y tratadas con bisfosfonatos.

Controles Olpadronato Lidadronato
(n=3) (n=3) (n=3)
N° de focos 5.14+0.34 | 5.33+0.67 | 4+0.58
Significado | * """" A .
Estadistico ! n-s. ! n-s.

Los numeros indican la media + error estandar.

(Numero de animales). n.s.= diferencia no significativa.
*Como las distribuciones son homogéneas se calculé el valor de t de Student: Controles vs.
Olpadronato: t=0.2529, 4GL, P=0.8128; Controles vs. Lidadronato: t=1.696, 4GL, P=0.1652.
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Area total en reabsorcién

El total de las areas en reabsorcion en las ratas tratadas con lidadronato es inferior a
los valores del grupo control y del tratado con olpadronato, no observandose
diferencias significativas entre estos dos ultimos grupos (Figura 4.45). En la Tabla 4.38
se muestran los valores para esta variable.

0.754
e —
5 é 0.50 3
T c 01 g Figura 4.45.
o 9 IS ] Area total de hueso
; o K periodontal en
) 8 S reabsorcién, ratas
g 2 0.25+ - controles y tratadas.
[J] 2
= :
0.00

Controles Olpadronato Lidadronato

Tabla 4.38.
Area total de hueso periodontal en reabsorcidn de ratas controles y tratadas con bisfosfonatos.

Controles Olpadronato Lidadronato
(n=3) (n=3) (n=3)

Area total - enl 540,07 | 0.50£0.06 | 0.23+0.03
reabsorciéon (mm<) | |

Slgmfllca?do n.g* | P=0.0190%
estadistico : :

Los nimeros indican la media + error estandar.

(Numero de animales). n.s.= diferencia no significativa.

*Como las distribuciones son homogéneas se calcul6 el valor de t de Student: Controles vs.
Olpadronato: t=0.2169, 4GL, P=0.8389; Controles vs. Lidadronato: t=3.808, 4GL, P=0.0190.
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Densidad mineral del hueso periodontal sin patologia

En el grupo tratado con olpadronato, la densidad mineral del hueso periodontal sin
patologia estd significativamente aumentada respecto de los controles. No se observan
diferencias en el significado estadistico entre los grupos controles y tratados con
lidadronato (Figura 4.46). En la Tabla 4.39 se exhiben los pardmetros para esta variable.

c —~ 10.04
o= N
°T® E
T8 5 75
5 = © 8 7.5 -
cO5 0 Figura 4.46.
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g g- g .GE, — patologia de ratas
2 b £ - — controles y tratadas.
08 o ~

=2
(= é

0.0 -
Controles OlpadronatoLidadronato
Tabla 4.39.

Densidad mineral del hueso periodontal sin patologia de ratas controles y tratadas.

Controles Olpadronato Lidadronato
(n=3) (n=3) (n=3)
Densidad mineral i i
hueso s/ patologia| 2.74+0.26 | 3.69+0.27 | 6.16 +2.90
(mg/mm?) ; ;
Slgnificado | P=0.0644% |  n.s*

estadistico

Los nUmeros indican la media + error estandar.

(NUumero de animales). n.s.= diferencia no significativa.

*Como las distribuciones son homogéneas se calculé el valor de t de Student: Controles vs.
Olpadronato: t=2.534, 4GL, P=0.0644.

**Como las distribuciones no son homogéneas se calculd el valor de t de Welch: Controles vs.
Lidadronato: t=1.175, 2GL, P=0.3611.
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Densidad mineral del hueso periodontal en reabsorciéon
La densidad mineral del hueso periodontal en reabsorcion no mostré diferencias
significativas entre los grupos (Figura 4.47). Los valores para esta variable se exhiben

en la Tabla 4.40.
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Tabla 4.40.

Figura 4.47.
Densidad mineral de
las areas en
reabsorcion de ratas
controles y tratadas.

Densidad mineral de las areas en reabsorcidn, ratas controles y tratadas con bisfosfonatos.

Controles Olpadronato Lidadronato
(n=3) (n=3) (n=3)

Densidad | |
mineral huesof . 15,021 | 1.42+0.35 | 1.72+0.34
en reabsorcion ! !
((mg/mm?) I ]
Significado « «
estadistico ! n-s. ! n-s-

Los numeros indican la media + error estandar.

(NUmero de animales). n.s.= diferencia no significativa.
*Como las distribuciones son homogéneas se calculd el valor de t de Student: Controles vs.

Olpadronato: t=0.1715, 4GL, P=0.8722;
P=0.5958.

Controles vs.

Lidadronato: t=0.5755, 4GL,

146

e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 01// Volumen 01 // Nov. 2008.

Www.e-universitas.edu.ar



Garcia, M. F. Ciencias de la Salud

Estudio de la dinamica 6sea mandibular y de los procesos reabsortivos de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

MEDICION DE LA DISTANCIA DESDE EL LIMITE AMELOCEMENTARIO A LA
CRESTA OSEA ALVEOLAR

En la medicién de la distancia desde el limite amelocementario a la cresta 6sea
alveolar (ver Materiales y Métodos) no se observaron diferencias significativas entre
los animales controles y los tratados para el primer y segundo molar (Figura 4.48).
Sin embargo en el tercer molar se observé una disminucion significativa de esta
distancia en el grupo tratado con lidadronato como se observa en la Tabla 4.41.

Tabla 4.41.
Distancia LAC-COA de los tres molares inferiores de ratas controles y tratadas.

Controles Olpadronato Lidadronato
(n=) (n=) (n=)
19 Molar
Distancia LAC- 4 95 1 0.07 | 1.05:0.10 | 0.9+0.09
_____ COA, mm |
Significado ! e ! s
estadistico ! ;
29 Molar
Distancia LAC- 1 ¢ 1 0.03 | 0.67+0.06 | 0.56+0.04
_____ COA, mm |
Significado s s
estadistico ! ' ; '
39 Molar
Distancia LAC- 1 ¢ 1001 | 0632003 | 0.540.04
_____ COA, mm |
Significado | n.s . P<0.05
estadistico ! !

Los nimeros indican la media + error estandar.
(Numero de animales). n.s.= diferencia no significativa.
*Como las distribuciones son homogéneas se calculé el valor de t de Student: Controles vs.
Olpadronato: t=0.1715, 4GL, P=0.8722; Controles vs. Lidadronato: t=0.5755, 4GL,
P=0.5958.
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Figura 4.48.

Distancia desde el limite amelo-cementario a la cresta ésea alveolar medida sobre las caras vestibulares vy
linguales de los tres molares inferiores de la rata.
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V. DISCUSION

Esta Tesis contiene el estudio de las modificaciones de las estructuras periodontales de
la rata, en animales controles, diabéticos por aloxano y tratados con bisfosfonatos.

I. APARATO MASTICATORIO DE LOS ROEDORES

El craneo y la mandibula son construcciones disefiadas para resistir cargas externas
aplicadas por los musculos. Dentro del género roedores y teniendo en cuenta la
insercion del musculo masetero, que es el principal aductor de la mandibula, el
aparato masticatorio de la rata se clasifica dentro del suborden miomorfo en razén de
su especializacién cigo-masetérica (ver Apéndice I).

Las ratas se caracterizan por poseer una sola denticion. Los incisivos (superiores e
inferiores) tienen crecimiento continuo. Un amplio diastema separa estos incisivos de
los molares. Roer y masticar son los dos movimientos mandibulares que realiza la rata
durante la ingesta, involucrando en estos movimientos a los musculos masetero,
pterigoideo y temporal.

II. CRECIMIENTO

Como la informacién obtenida en este trabajo indica que la enfermedad periodontal
espontanea se inicia a edad temprana, es pertinente discutir el factor crecimiento que
servird de marco a dicha enfermedad.
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CRECIMIENTO EN RATAS CONTROLES

El crecimiento global de la mandibula de la rata normal es arménico con el corporal. Esta
afirmacion se basa en la comparacion de los puntos de inflexion de las curvas de mejor ajuste
del peso seco en funcién de la edad. Desde el nacimiento hasta el punto de inflexién, el
crecimiento se puede representar por una funcion exponencial que implica que los procesos
anabdlicos superan en magnitud a los catabdlicos. Desde el punto de inflexién en adelante los
procesos catabolicos y anabdlicos entran en una etapa de regulacién compleja, probablemente
determinada genéticamente, aun indefinida, que conduce a alcanzar la asintota de peso.

Trabajos anteriores de este Laboratorio evaluaron el crecimiento utilizando el peso de los
animales a diferentes edades y el consumo de alimento acumulado hasta cada uno de esos
puntos. La aplicacién de la funcién de Parks®® a los resultados experimentales permite definir el
punto de inflexidn, que podria coincidir con la ocurrencia de la pubertad. En apoyo de esta
hipétesis, se menciona que en el bioterio, las hembras se ponen en plantel a la 7° semana de
edad.

En esta Tesis no se control6é el consumo de alimento y por ello los valores experimentales se
ajustaron con la funcion de Boltzmann. Esta es una ecuacién empirica que permite la definicion
del punto de inflexién y el peso asintdtico y no requiere justificacion bioldgica de sus
parametros.

El maximo de la tasa de crecimiento mandibular se registré a la 6@ semana de edad en
coincidencia con el méximo del crecimiento corporal observado en el trabajo de Locatto y col®®,
Tal como sucede en otras especies, la relacién cabeza/cuerpo al nacimiento es mayor
que en la madurez.

El crecimiento de la hemimandibula en peso seco y volumen es armonico con el
crecimiento del peso corporal. Como consecuencia, las modificaciones de la densidad
(peso/volumen) siguen la misma ley. La densidad de las hemimandibulas, medida en
g/ml, tiene un punto de inflexion a las 4.4 + 0.9 semanas que no discrepa del punto de
inflexion de la curva de peso corporal (62 semana de edad). La densidad medida en
los términos indicados es funcién de la mineralizacion de la matriz. La mineralizacion
del hueso periodontal sano, estimada por densitometria radioldgica, coincide con los
resultados anteriores.

Como la rata es un animal que tiene sélo una denticién (monofiodonte) era de esperar
que los molares no modificaran su diametro mesio-distal durante el crecimiento. Como
se discute mas abajo, por razones funcionales el didmetro del 1° molar es mayor que
el del 20 y éste que el del 3°. La erupcion del tercer molar recién ocurre a la 4°
semana de edad.

En general, la lactancia de las ratas dura tres semanas. Sin embargo, las crias
comenzaron a consumir alimento sélido durante la Gltima semana de lactancia. El
hecho de que la erupcion del 1° y 2° molar ocurre a la 22 semana coopera con la
incorporacion del alimento sélido a la dieta. El 3er. molar, en cambio, lo hace a la 42
semana cuando los animales acceden exclusivamente al alimento soélido.
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La densidad mineral de las coronas se modifica en funciéon del tiempo de la misma
manera para el 1° y 20 molar. La densidad mineral maxima corresponde al 3° molar el
cual erupciona dos semanas mas tarde que los anteriores y aumenta su densidad
mineral (en proyeccién vestibulo-lingual) en funcion del tiempo a una tasa 4 veces
mas lenta que los otros dos molares alcanzando un maximo de contenido mineral que
duplica al del 1° y 29 molar.

El aparato masticatorio se considera como un sistema mecanico donde fuerzas con
ciertas direcciones y amplitudes son generadas por los musculos para causar
movimientos que satisfagan los requerimientos de la alimentacion.

La articulacion de la mandibula tiene una estructura tal que cuando los incisivos
ocluyen, los molares no se tocan. Durante la masticacion los molares estan en
contacto y los incisivos no.

Desde un punto de vista mecanico, la mandibula satisface la definicion de palanca:
aparato que permite equilibrar o vencer ciertas fuerzas llamadas resistencias por
medio de otras fuerzas llamadas potencias®®”). La mandibula es una palanca de
segundo grado: la Resistencia se encuentra entre el punto de apoyo y el de aplicacién
de la Potencia.

c [cl

Figura 5.1.
Palanca de 2° grado. R: resistencia, A: punto de apoyo, P: potencia.

La Ley de equilibrio de la palanca establece que el producto de la Potencia por su brazo de
palanca (P x cd) es igual a la Resistencia por el suyo (R x ab).

La Figura 5.1 explica que como el brazo de palanca de la Potencia (P) es 3 6 mas veces mas
largo que el de la Resistencia (R, el alimento) la disposicion de los elementos del aparato
masticatorio reducen, en 3 6 mas veces la fuerza requerida para moler los alimentos.

El mayor grado de calcificacién de los terceros molares respecto de los primeros y segundos y
su disposicion en la mandibula implicaria una adaptacion a su funciéon. Ademas, el menor
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didmetro de los terceros molares permite aumentar la presion en el punto de apoyo sobre el
alimento, facilitando su fraccionamiento.

Masticar y roer son acciones que involucran a los principales musculos: el masetero y el
temporal que actian a distinto tiempo en el proceso de masticacion. El registro
electromiografico muestra que primero llega a su pico de accién el temporal, luego el masetero
profundo y por ultimo el superficial, como se describe en la Figura 5.2(°®,

EMG %

Masetero Superficial

-+ Masetero Anterior Profundc

.. Temporal Posterior

Figura 5.2.

Valores electromiograficos de la contraccidn de los musculos aductores de la mandibula: temporal
posterior, masetero anterior profundo y masetero superficial

Tal como era de esperar, por la calidad del alimento utilizado, las superficies oclusales muestran
desgaste y la longitud ocluso-cervical de las coronas se reduce con el progreso de la edad.

Los procesos de erupcion activa y pasiva aumentan la longitud radicular en funcién del tiempo.
Como se discute mas adelante estos fendmenos oscurecen la interpretacion de la medida del
hueso periodontal de soporte (HPS) cuando el animal esta en la etapa de pleno crecimiento.

Se han puesto en evidencia interesantes aspectos del aparato masticatorio de la rata que,
probablemente, sean evidencia de la adaptacion al acceso de alimentos de variada dureza.
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CRECIMIENTO EN RATAS DIABETICAS POR ALOXANO

En esta Tesis, la inclusion del estado diabético en el desarrollo de la enfermedad
periodontal “espontanea” de la rata tuvo dos objetivos:
a) estudiar el impacto de la diabetes mellitus sobre la hemimandibula y el
periodonto.
b) comprobar en este modelo experimental las técnicas desarrolladas
durante el estudio de los animales controles.

El analisis de investigaciones en animales ha perfeccionado nuestro conocimiento
sobre los mecanismos afectados por el estado diabético. Aunque éste es producido por
la falta de insulina, el estado diabético es un cuadro mucho mas complejo.

El analisis de los efectos de la insulina sobre las células éseas ha demostrado que
posee un claro efecto anabdlico sobre la matriz y el mineral 6seo®®72),

La diabetes tiene un efecto adverso sobre el crecimiento corporal porque implica una
grave perturbacién en la eficiencia de la distribucién de la energia’®. Algunos
resultados sugieren que la diabetes implica la aceleracién del envejecimiento: la
constante de Brody asociada con la cinética del apetito esta reducida respecto de los
controles y los animales diabéticos alcanzan el plateau de peso corporal antes que los
controles con valores absolutos mas bajos’®. Esto coincide con los resultados
obtenidos en esta Tesis, ya que las ratas diabéticas mostraron una disminucion del
peso corporal, a pesar de la hiperfagia, al ser comparada con los animales controles.
Wettenhall y col”® demostraron que las ratas diabéticas por aloxano (administrado en
el momento del pico de crecimiento) muestran, respecto de sus controles y en funcién
de la deficiencia de insulina, una progresiva reduccién del peso seco del fémur, del
grosor de la corteza diafisiaria, del volumen de hueso trabecular metafisiario y del
espesor del cartilago de crecimiento.

En las ratas diabéticas por aloxano 6 estreptozotocina, el arresto del crecimiento tiene
un obvio impacto en todas las variables del tejido 6seo (9478 |as tasas de
formacion y reabsorcion Oseas estan reducidas. El efecto es evidente aun
normalizando sus valores por unidad de peso de la masa dsea(®®.

El impacto de la diabetes sobre la masa 6sea puede ser evaluado comparandola con la
de los animales controles de la misma edad. Si la insuficiencia insulinica es leve
(glucemias matutinas entre 1y 3 g/I) la masa dsea corporal no esta afectada 697,

Los animales diabéticos utilizados en esta Tesis no mostraron diferencias significativas
en peso seco, volumen ni densidad mandibular al compararlos con los controles. Esto
se puede deber a la baja proporcion de tejidos blandos que contiene la
hemimandibula, ya que los tejidos blandos son los que mas se deterioran en el estado
diabético.

Como era de esperar, la disminucion del peso corporal produjo una relacién entre peso
de la hemimandibula/peso corporal superior a la de los controles.

La diabetes experimental por aloxano cursa con altos niveles circulantes de hormona
paratiroidea, que no se normaliza aumentando el contenido de calcio de la dieta®®®,
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Este peculiar fendmeno ha sugerido los siguientes interrogantes:

Actua la PTH del mismo modo que en los animales normales?. La respuesta parece ser
negativa, ya que modificaciones importantes del calcio dietario no se acompafian de
dramaticos descensos en los niveles de PTH.

Es bioldgicamente activa la PTH de los animales diabéticos?. Seglin muestra un estudio, la
glicosilacion de la hormona (fendmeno comin a muchas proteinas en el estado diabético), le
hace perder actividad’®.

Responde el tejido 6seo diabético de manera normal a la PTH?. La respuesta es también
negativa como lo indican los resultados expuestos por Locatto y col”?, y la demostracién de
que, in vitro, la tasa de reabsorcién es funcion directa de la concentracion de insulina.

Locatto y col.”’% han demostrado efectos de la interaccién entre la hormona paratiroidea y la
insulina. Altas dosis de hormona paratiroidea promueven la reabsorciéon 6sea en animales tiro-
paratiroidectomizados y muestran un efecto aditivo sobre la calcemia y fosfatemia cuando la
insulina y el extracto paratiroideo se administran conjuntamente.

El colageno es la proteina mas abundante de los mamiferos, que se glucosila durante el estado
diabético. Es dificil evitar la conclusion de que la glucosilaciéon del coldgeno es un componente
significativo de la reducciéon en la tasa de reabsorcién 6sea en el estado diabético. Se ha
demostrado que el colageno extraido de los huesos de ratas diabéticas es mas resistente a la
hidrélisis enzimatica por colagenasa que el proveniente de ratas controles’*,

En la rata diabética por pancreatectomia’®’, modelo experimental no utilizado en esta
Tesis, la tasa de reabsorcién 6sea es elevada y no enteramente acoplada con la
formacion. El lector debe advertir que por ausencia del pancreas exocrino, estos
animales tienen un grave defecto en la absorcion de calcio (entre otros nutrientes) con
el consecuente estimulo paratiroideo. La remodelacion 6sea de estos animales se
asemeja a la que ocurre en el sindrome de Cushing®”. Las ratas diabéticas no tienen
concentraciones plasmaticas elevadas de corticosterona. Esto ocurre sélo cuando
estan cetdticas y su estado general es malo®Y,

CRECIMIENTO DE RATAS TRATADAS CON BISFOSFONATOS

Dada la brevedad del tratamiento con una dosis adecuada pero reducida de
bisfosfonatos, el crecimiento no fue afectado significativamente.

No se observaron diferencias significativas entre los grupos en los valores de peso corporal,
relacion volumen mandibular/peso vivo y densidad mineral de las coronas. Con respecto a la
densidad de la hemimandibula, si bien no se observé una diferencia significativa entre los
grupos, el valor de esta variable tiende a aumentar al comparar los animales controles con los
tratados.

Se encontré un aumento significativo en el peso seco y volumen mandibular de los
animales tratados con Lidadronato respecto de los controles. Estos resultados
observados son congruentes con el conocido efecto antireabsortivo de estas drogas(®?.
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TECNICAS DE VALORACION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

A continuacion se discute la eficiencia de cada una de las técnicas empleadas para la
valoracién de la enfermedad periodontal espontanea de la rata.

Examen clinico

Los incisivos de los roedores no son adecuados para el estudio de la Enfermedad
Periodontal ya que son de crecimiento continuo. Los molares son la alternativa debido
a su semejanza en anatomia y funcién con los de los seres humanos®(19),

La enfermedad periodontal en las ratas puede ser evaluada utilizando técnicas que
requieren el examen directo bajo microscopio. La anatomia bucal de la rata es un
factor limitante para la evaluacién aludida, dado el dificil acceso clinico a la zona
posterior por la invaginacion de la encia hacia la linea media en el diastema que
separa incisivos de molares.

No obstante la informacién recogida sobre el progreso de la Enfermedad Periodontal
Espontanea en funcién de la edad, las imagenes clinicas no evidencian alteraciones
patoldgicas del tejido gingival (Foto 5.1).

Foto 5.1.

Imagen clinica de la encia de la rata.
Obsérvese el aparente estado de
salud gingival.

Imagen Superior: vista lingual (la
hemorragia observada en la foto es
producto de las maniobras
operatorias)

Imagen Inferior: vista vestibular
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Estudios radiolégicos. Analisis morfométrico y densitométrico

Esta Tesis contiene la descripcion minuciosa del desarrollo de la técnica de
densitometria 6sea radioldgica (Apéndice II), aplicada al examen de la enfermedad
periodontal de la rata.

La radiografia simple del hueso no es suficiente para diagnosticar pérdidas tempranas
de masa dsea. La inspeccién ocular de las radiografias requiere pérdidas mayores al
40% de la masa 6sea para que el cambio sea aparente. Se han desarrollado
procedimientos que mejoraron las mediciones del contenido mineral. La técnica de
densitometria dsea radioldgica esta basada en la comparaciéon de las densidades
opticas producidas en la placa radiografica por un estandar y por el hueso en una
exposicion simultanea. La técnica mide el contenido mineral por unidad de superficie
de la proyecciéon del espécimen sobre el film. La “densidad” mineral en un sitio
estandarizado de medicién (tal como las hemimandibulas) unifica en un solo resultado
los tres principales componentes de la estructura 6sea: el grosor de la cortical, su
porosidad, el grado de mineralizacién del hueso cortical + trabecular (con y sin
evidencia de reabsorcion) y la densidad mineral de las coronas.

Ademas de medir el grado de mineralizacion, el analisis de las imagenes digitales de
las radiografias ha permitido medir el didmetro de los molares, el nimero de focos de
reabsorcion y su area. La técnica tiene las ventajas de su bajo costo, reproducibilidad,
facilidad de ejecucién y utilizacién de equipamiento estandar.

Examen histolégico

Los estudios histoldgicos dan informacion relevante porque permiten evaluar factores
causales de la enfermedad tales como la infiltracién linfocitaria®(?>3% y |a inflamacidn
concomitante(8) que resulta en la pérdida de insercién de los tejidos blandos al hueso
y el incremento de la actividad osteoclastica‘?’?®) que, segln la literatura, es inducida
por las citoquinas segregadas por los linfocitos®®,

Sobre cortes histoldgicos, también es posible analizar el nivel éseo periodontal (nivel
de insercion de la pieza en el hueso de soporte). Este método es menos practico y
mas laborioso que la medicidn sobre mandibulas descarnadas. Ademas podria
introducir un error metodoldgico ya que la técnica histoldgica requiere descalcificacion
y deshidratacion. Hay evidencia experimental que demuestra que la medicion de la
distancia entre el limite amelocementario y la cresta d6sea alveolar (distancia LAC-
COA) en las mandibulas descarnadas es mas precisa que mediante el andlisis
histolégico® GV,
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Medicion de la distancia LAC-COA sobre la pieza disecada (Examen macroscopico)

En general, el método morfométrico de eleccion utilizado en esta Tesis ha sido la
medicion de la distancia desde la linea amelocementaria a la cresta 6sea alveolar
(LAC-COA) sobre las mandibulas descarnadas. Este método es reproducible y mide la
pérdida désea en las caras libres de las piezas dentarias, fendmeno ya aludido en la
Introduccién. Este método no cuantifica la cantidad de mineral perdido ni la
reabsorcion dsea en las caras interproximales. La mayor limitacién de esta técnica es
que mide el total de la destruccion tisular que se ha producido hasta el dia del
sacrificio. Es decir, no se presta a un estudio prospectivo sobre la actividad de la
enfermedad. Un analisis de la cinética del proceso, como la mostrada en esta Tesis,
requiere el sacrificio de una serie animales a diferentes edades.

La distancia LAC-COA aumenta con el paso del tiempo y es mayor en la cara lingual
que en la vestibular (Foto 5.2). Este hallazgo concuerda con un estudio efectuado por
Jossi y Schoeder!") quienes encontraron un mayor incremento de esta distancia en las
caras linguales que en las caras vestibulares de los molares. Esta diferencia en ambas
caras estaria relacionada con la topografia del hueso alveolar mandibular, que es mas
grueso en la cara vestibular que en la lingual.

En otro estudio® realizado con ratas libres de gérmenes infectadas con gérmenes
asociados con la enfermedad periodontal humana desde los 21 a los 84 dias de edad,
se observd que la destruccion de los tejidos periodontales aumentd con el tiempo. El
aumento de la distancia LAC-COA (pérdida de hueso) fue mayor en los infectados que
en los controles. El efecto fue particularmente notorio en la vecindad del surco por el
material foraneo introducido.

Foto 5.2.

Imagen de la mandibula descarnada y tefiida con azul de metileno. Medicién de la distancia LAC-COA.
Imagen Izquierda: Cara vestibular.

Imagen Derecha: Cara lingual.
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Mediciéon del Hueso Periodontal de Soporte

En esta Tesis la enfermedad periodontal “espontanea” se estudié en ratas de 3 a 15
semanas de edad, etapa que incluye el periodo de rapido crecimiento en esta especie.

La cinética de la pérdida del hueso periodontal de soporte para las tres raices del
primer molar siguié una funcién lineal con una pendiente no diferente de cero,
mostrando una insercién promedio del 60%. La cinética de este proceso para el 2° y
302 molar mostré una curva bifasica para todas las raices.

En este periodo los molares erupcionan en coincidencia con una intensa tasa de
remodelacién dsea. Como consecuencia de ello, en la medicién del hueso periodontal
de soporte se combinan tres fendmenos:

a) la erupcidon activa. Este fendmeno que se evalia clinicamente vy/o
radiograficamente se produce entre la tercera a la quinta semana de edad.

b) la erupcién pasiva. Este fendmeno ocurre fisiolégicamente cuando los molares
entran en oclusién. Compensa la atricion provocada por la masticacion,
depositando cemento por aposicidon en sus apices

c) la enfermedad periodontal.

La combinacion de estos fendmenos mencionados explicaria las curvas bifasicas
descriptas anteriormente (Ver Resultados Figuras 4.17 y 4.18).

Por lo expresado, este método no es aplicable en la etapa de activo crecimiento del
animal. La medicion del hueso periodontal de soporte es un recurso util y valido
después que el animal haya completado su crecimiento. Con excepcion de esta
técnica, las demas han sido muy utiles en el examen de la Enfermedad Periodontal
Espontanea de la rata.
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LA ENFERMEDAD PERIODONTAL NO EXPERIMENTAL EN LA RATA

En esta Tesis se denomind “espontanea” a la enfermedad periodontal de la rata, ya
gue ésta se desarrolla sin ser inducida experimentalmente por introduccion de
microorganismos o elementos extrafios en el surco.

Desarrollo de la enfermedad periodontal en ratas controles

Los focos de reabsorcion 6sea periodontal aparecen a la 4@ semana, luego del destete,
llegando al maximo a la 62 o 72 semana. El area total en reabsorcién sigue la misma
evolucion.

La densidad mineral del hueso periodontal de soporte aumenta alcanzando el maximo
a la 62 semana y luego permanece constante. La densidad mineral del hueso
periodontal en reabsorcidon no tiene una tendencia definida entre la 6@ y 152 semana.
Las areas en reabsorcién pierden en promedio 56% del mineral del hueso periodontal
normal.

La distancia desde el limite amelocementario a la cresta dsea alveolar (LAC-COA) es
mayor en la cara lingual que en la vestibular para los tres molares.

La cinética de la pérdida del hueso periodontal de soporte para las tres raices del
primer molar siguid una funcién lineal con una pendiente no diferente de cero,
mostrando una insercion promedio del 60%. La cinética de este proceso para el 20 y
3% molar mostrd una curva bifasica para todas las raices.

Efectos de la diabetes sobre el desarrollo de la enfermedad periodontal

Estudios publicados asocian el retardo de la cicatrizacion y la periodontitis en la
diabetes con la alteracion de la expresion genética de citoquinas por los
macréfagos(83-87). Asi el déficit en citoquinas debido a la hipofuncion de los
macrofagos inducida por la diabetes puede representar una alteracién sistémica
generalizada que produce un retardo o un defecto en la cicatrizacién que conduce a
una periodontitis severa.

Las alteraciones inducidas por la diabetes en los mecanismos de defensa del huésped
o en la oxigenacion tisular pueden favorecer el crecimiento de ciertos gérmenes
creando un ambiente que hace prevalecer la microflora periodontal anaerdbica o mas
virulenta®®°!), Defectos en la funcién de los neutréfilos, incluyendo quimiotaxis
perturbada, fagocitosis y muerte han sido informados en diabéticos®>°%, Pocas son
las investigaciones de periodontitis en diabéticos que han sido llevadas a cabo a nivel
celular o molecular refiriéndose a los mecanismos y mediadores de la respuesta del
huésped a la injuria tisular.
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Aunque se han efectuado avances en la identificacion y tratamiento de algunas
complicaciones diabéticas, poco progreso se ha hecho en prevenir la morbilidad
asociada con la patologia periodontal.

Como demostracion del impacto de la ausencia de insulina en el desarrollo del tejido
0seo, se ha informado que seres humanos con diabetes de inicio juvenil tienen baja
masa 6sea®°%. En los diabéticos con inicio adulto de su enfermedad, los informes
son variados: poseen baja’®, normal®® o elevada masa ésea‘*®V,

La enfermedad periodontal desarrollada por los animales diabéticos utilizados en esta
Tesis se caracterizé por:

* Un mayor nimero de focos de reabsorcién que en los animales controles
hacia la 11° semana, aunque de crecimiento mas lento. A pesar de esto, se
observé un menor area total de reabsorcidén involucrada. La disminucién del
turnover 6seo y la probable tolerancia inmunolégica a los gérmenes
habituales en el alimento y la boca explicarian esta observacién (ver
Conclusiones).

* La densidad mineral del hueso periodontal sin patologia es, en promedio, un
34% menor en los animales diabéticos comparandolo con los controles, no
encontrandose su evolucion correlacionada con la edad.

De manera semejante a lo observado con la densidad del hueso periodontal sano, la
densidad mineral del hueso periodontal en reabsorcidn de los animales diabéticos es
significativamente menor que en los controles.

Comparando la densidad mineral del hueso sin y con patologia, entre la 62 y 112
semana de edad, los animales diabéticos pierden aproximadamente 49% de la
densidad mineral en las areas en reabsorcién.

La evolucién de la distancia LAC-COA en funcién del tiempo para ambas caras de los
tres molares no difirié entre animales diabéticos y controles.
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Efecto del tratamiento con bisfosfonatos sobre el desarrollo de la enfermedad
periodontal

Dosis iguales de dos bisfosfonatos no produjeron los mismos resultados. La droga
Lidadronato redujo el area total en reabsorcidon a valores inferiores a los del grupo
control. El Olpadronato no produjo modificaciones significativas en esta variable.

La densidad mineral del hueso periodontal sin patologia aumenté significativamente en
el grupo tratado con Olpadronato. Esta variable no se modific6 por efectos de la
administracién de Lidadronato.

Para el primer y segundo molar, la distancia entre el limite amelocementario y la
cresta 6sea alveolar no difirid entre los animales controles y los tratados. Sin embargo
en el tercer molar se observd una disminucion significativa de esta distancia en el
grupo tratado con Lidadronato.

Estos resultados confirman que, en principio, con las técnicas empleadas se observan
modificaciones congruentes con el efecto antiosteoclastico de los bisfosfonatos.

Modo de accidn de los bisfosfonatos

Los bisfosfonatos, compuestos sintéticos que se desarrollaron en los ultimos 30 afios,
son poderosos inhibidores de la reabsorcion 6sea y agentes eficaces para el control de
la osteoporosis y otras enfermedades del metabolismo dseo.

Se supone que el principal mecanismo de la accién antireabsortiva de los bisfosfonatos
es la depresion en el desarrollo de las células progenitoras de osteoclastos, del
reclutamiento de osteoclastos y la promocion de la apoptosis de osteoclastos maduros
que conduce a la reduccién en la remodelaciéon 6sea. Algunos de los efectos de los
bisfosfonatos sobre el desarrollo de los osteoclastos parecen deberse a efectos de
estas drogas sobre el linaje respectivo.

La disponibilidad de dos cadenas laterales en la estructura de estos compuestos
permite una serie de sustituciones y el desarrollo de una variedad de andalogos con
diferentes propiedades farmacoldgicas. Usualmente la cadena R2, considerada
primariamente responsable de sus acciones bioldgicas, ha dado origen al desarrollo de
una serie de bisfosfonatos clinicamente Utiles que poseen importantes actividades(*%%
104) Las sustituciones en la cadena R1 han recibido menos atencién. Se cree que esta
parte de la molécula, junto con el enlace P-C-P, determina la afinidad o ligamiento a
los cristales de fosfato de calcio. En la jerga de estas investigaciones, los sustituyentes
en R1 son aludidos como el “anzuelo” 6 “gancho” y, habitualmente, no contribuyen
sustancialmente a la actividad de los bisfosfonatos.

El mecanismo de accion molecular de estas drogas esta en pleno analisis pero aun no
ha sido elucidado totalmente. Luckman y col’® han sugerido que las enzimas de la
ruta metabdlica del mevalonato (precursor del colesterol) son el blanco mas probable.
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Esta ruta metabdlica conduce a la formacién de varios productos que terminan en
colesterol y que tiene isoprenoides como intermediarios (como el farnesil-pirofosfato y
el geranil-pirofosfato) que se usan para “prenilar” proteinas que requieren esta
modificacion postraslacional para alcanzar su estructura 6ptima. Los bisfosfonatos
actian inhibiendo la sintesis del colesterol a partir de la acetilcoenzima A®?,
bloqueando la formacion de genaril pirofosfato y farnesil pirofosfato. Esto inhibe la
prenilacion de proteinas como Ras, Rho, Rac y Rab. La prenilaciéon es una reaccién que
adiciona una cadena isoprénica a la estructura proteica. Esta cadena fija esas
proteinas a la membrana del osteoclasto y células precursoras, en un dominio
intracelular determinado. Las proteinas aludidas estan implicadas en los procesos de
proliferacién y diferenciacion celular que se requieren para formar el borde en cepillo,
caracteristico del osteoclasto maduro. El borde en cepillo le permite segregar protones
y liberar vesiculas de enzimas proteoliticas para reabsorber el hueso. Ademas de
bloquear la diferenciacion, los bisfosfonatos también inducen la cascada de eventos
que llevan a la apoptosis de los osteoclastos(1®),

En esta Tesis se han probado los efectos del Olpadronato, bisfosfonato de reconocido
éxito clinico y el NH2-Olpadronato (Lidadronato) con el objeto de comprobar si la
modificacion efectuada en R1 mejoraba los efectos del primero sobre la reabsorcion
Osea en las estructuras periodontales.
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VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
I. CONCLUSIONES
CRECIMIENTO

El crecimiento global de la mandibula de las ratas controles es armodnico con el
corporal. La diabetes tiene un efecto adverso sobre el crecimiento corporal. Este
efecto no se manifiesta en el peso seco, densidad ni volumen de la mandibula.

Como era de esperarse, en funcion de la brevedad del tratamiento y lo reducido de las
dosis empleadas, no se observaron diferencias significativas entre los grupos tratados
con bisfosfonatos y controles en los valores de peso corporal, relacién volumen
mandibular/peso vivo, densidad mineral de Ilas coronas y densidad de Ila
hemimandibula.

Se encontré un aumento significativo en el peso seco y volumen mandibular de los
animales tratados con Lidadronato respecto de los controles. Estos resultados
observados son congruentes con el conocido efecto antireabsortivo de estas drogas.

TECNICAS DE EVALUACION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

La técnica de densitometria dsea radioldgica, asociada al analisis de la imagen digital
de la radiografia, ha demostrado ser de gran utilidad ya que permite la evaluacion
simultanea de los tres principales componentes de la estructura dsea: el grosor de la
cortical, su porosidad y el grado de mineralizacién del hueso cortical + trabecular.

La medicién de la distancia desde la linea amelocementaria a la cresta dsea alveolar
(LAC-COA) es un excelente método morfométrico utilizado en esta Tesis. Esta
distancia aumenta con el paso del tiempo y es mayor en la cara lingual que en la
vestibular, tanto en animales controles, diabéticos como tratados con bisfosfonatos.

La medicién del hueso periodontal de soporte (HPS) no ha demostrado ser un recurso
util para evaluar el curso de la enfermedad periodontal de ratas de 3-15 semanas,
etapa que incluye el periodo de rapido crecimiento en esta especie. En este periodo los
molares erupcionan en coincidencia con una intensa tasa de remodelacién 6sea donde
se combinan la erupcion activa, la erupcion pasiva y la enfermedad periodontal. Se
concluye que este método serd util después que el animal haya completado su
crecimiento.
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DESARROLLO DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL NO EXPERIMENTAL EN LA RATA

En ratas controles, la enfermedad periodontal aparece luego del destete y se
desarrolla hacia la 62 o 72 semana de vida sin evidencias de alteraciones patoldgicas
del tejido gingival.

La enfermedad periodontal desarrollada por los animales diabéticos muestra un mayor
numero de focos de reabsorcidon aunque de crecimiento mas lento. A pesar de esto, se
observa menor area total en reabsorcién involucrada. La disminucion del turnover
0seo y la probable tolerancia inmunoldgica a los gérmenes habituales en el alimento y
la boca explicarian esta observacion.

En los animales diabéticos la densidad mineral del hueso periodontal sin patologia es,
en promedio, 34% menor comparandolos con los controles. La densidad mineral del
hueso periodontal en reabsorcion también es significativamente menor. La distancia
LAC-COA no difiere de la observada en los controles.

Con las técnicas empleadas se observan modificaciones congruentes con el efecto
antiosteoclastico de los bisfosfonatos. Dosis iguales de dos bisfosfonatos no
produjeron los mismos resultados. El Lidadronato, bisfosfonato de tercera generacion,
reduce el area total en reabsorcion y disminuye significativamente la distancia entre el
limite amelocementario y la cresta dsea alveolar en el tercer molar. El Olpadronato
aumenta significativamente la densidad mineral del hueso periodontal sin patologia.
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II. PERSPECTIVAS FUTURAS
ORIGEN DE LOS INTRIGANTES DE ESTA TESIS

Realizando experimentos para poner a punto la técnica de infeccion de los animales
con bacterias periodontopaticas inoculadas experimentalmente, se observé que las
ratas que no habian sido inoculadas exhibian focos de reabsorcion interradiculares e
interproximales asociados con el desarrollo de la enfermedad periodontal por lo que se
decidié estudiar esta enfermedad “espontanea”.

La evidencia acumulada en el desarrollo de esta Tesis es contradictoria: por una parte,
una serie de indicadores (nUmero y amplitud de focos de reabsorcion evidentes por su
radiolucidez, la pérdida 6sea puesta en evidencia por el aumento de la distancia entre
la linea amelocementaria y la cresta Osea alveolar y las imagenes histologicas de
reabsorcion 6sea) indican que la enfermedad periodontal “espontanea” progresa con el
avance de la edad. Sin embargo, so6lo a la 43. semana se observaron los acimulos de
linfocitos en el tejido periodontal.

HIPOTESIS QUE PLANTEAN LOS RESULTADOS DE ESTA TESIS

Los resultados de este trabajo sugieren dos hipdtesis:

A. ¢ila Enfermedad Periodontal “Espontanea” es un ejemplo de tolerancia
inmunoldgica?

B. ¢Las modificaciones observadas en el periodonto de ratas muy jovenes son
producto de los antigenos ambientales en un periodo de inmadurez del sistema
inmune?
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A. éEs la Enfermedad Periodontal “Espontanea” un ejemplo de tolerancia
inmunoldégica?

La evidencia acumulada en la literatura sobre la pérdida de hueso periodontal ha producido el
siguiente consenso: las bacterias de la placa producen inflamacién, las células caracteristicas de
la inflamacion segregan citoquina interleuquina-1 (IL-1), de reconocida capacidad reclutadora
de osteoclastos, los que comienzan a reabsorber hueso alveolar, iniciandose asi la enfermedad
periodontal(107-111),

La explicacion de la tolerancia a las toxinas de los gérmenes de la placa dental puede
encuadrarse dentro del fendmeno de tolerancia inmunoldgica.

La literatura®'? revela que antigenos extrafios pueden administrarse de forma que induzcan
preferentemente tolerancia en vez de una respuesta inmunitaria. En general, los antigenos
proteicos administrados con adyuvantes favorecen la inmunidad, mientras que las dosis altas de
antigenos administrados por via sistémica sin coadyuvantes tienden a producir tolerancia.

La razéon mas probable de este fendmeno es que los adyuvantes estimulan la expresion de
coestimuladores en las células presentadoras de antigenos (CPA) y, en ausencia de
coestimulacion, los linfocitos T que reconocen el antigeno se pueden tornar anérgicos. Es posible
que los antigenos tolerégenos también activen a linfocitos T reguladores o favorezcan la
diferenciacion de los linfocitos T en células productoras de citocinas, tales como interleuquina-4
(IL-4), que no induce la inmunidad celular.

Otras caracteristicas de los antigenos, asi como su via de administraciéon también
influyen en este equilibrio entre inmunidad y tolerancia (Tabla 6.1). En la Tabla 6.2. se
muestran las similitudes y diferencias de los mecanismos de tolerancia de los linfocitos T y B.

Tabla 6.1.
Factores que determinan la inmunogenicidad y tolerogenicidad de los antigenos.

Factores que favorecen la
- - Factores que favorecen la
Factor estimulacion de la respuesta .
. Y tolerancia
inmunitaria
) Varia segun los distintos : .
Cantidad , 9 i Dosis elevadas
antigenos !

i Prolongada (la estimulacién
' repetida de los linfocitos T
rinduce su apoptosis.

____________________________________________________________________ e,

, Subcutanea, intradérmica; Intravenosa, oral;
Via de entrada, ! ! ! :

Corta duracién (desaparece por
la respuesta inmunitaria)

g ausencia en los 6rganos i presencia en los érganos
Localizacion . . P .
primarios. ' primarios.
Presencia de Antigenos con adyuvantes: | Antigenos sin adyuvantes:
estimulan a los linfocitos T i no son inmundgenos ni
Adyuvantes | .
cooperadores. ' tolerogenos.
Propiedades de las . Concentraciones bajas de

Concentraciones elevadas de

células presentadoras .
coestimuladores.

de antigenos (CPA)

» coestimuladores y
' citocinas.
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Tabla 6.2.
Diferencias entre linfocitos T y B respecto del fendmeno de tolerancia inmunoldgica.

Caracteristicas Linfocitos T Linfocitos B

Localizacién principal de , .
P P Médula o6sea,

la induccion de Timo (corteza), periferia. o

. Periferia.
tolerancia. N
Estadios madurativos Timocitos CD4+ CD8+ (doble : Linfocito B inmaduro

sensibles a la tolerancia. | positivo).
I Central: reconocimiento de
un antigeno en el timo con
avidez elevada.

Estimulos para la Periférica: presentacion de
induccion de tolerancia. |un antigeno por una CPA que
carece de coestimuladores,
estimulacién repetida por un
autoantigeno.
~|volerancia central:
eliminacidén clonal
(apoptosis).

Tolerancia periférica:

anergia, muerte celular por
activacion, supresion

(IgM+1gD-).

Central: reconocimiento de
un antigeno multivalente

en la médula dsea con
avidez elevada.

Periférica: reconocimiento
antigénico sin la ayuda de
linfocitos T.

Tolerancia central:
eliminacion local
(apoptosis), edicion del
receptor

Tolerancia periférica:
blogueo de la transduccion
de sefiales (anergia);
incapacidad para penetrar
en los foliculos linfaticos.

Mecanismos principales
de tolerancia.

La administracion oral de un antigeno proteico suele provocar una importante supresion de la
respuesta inmunitaria sistémica, tanto humoral como celular, con respecto a la inmunizacién
con el mismo antigeno. Este fendmeno se conoce como tolerancia oral y se cree que su
importancia fisioldgica estriba en que es un mecanismo disefado para evitar las respuestas
inmunitarias frente a los antigenos de los alimentos y las bacterias que suelen residir como
comensales en la luz intestinal y que son necesarias para la digestidén y absorcion.

Antigenos administradas en dosis adecuadas por via oral pueden inducir anergia en linfocitos T
especificos para el antigeno o estimular la sintesis de citocinas, tales como el “transforming
growth factor beta” (TGFpB), que inhiben la proliferacién linfocitica y suprimen la respuesta
inmunitaria. De hecho, TGFp puede participar en ambos tipos de respuestas frente a la
inmunizacion oral, es decir, la sintesis de inmunoglobulina A (IgA) en las mucosas y la
tolerancia sistémica, dado que esta citocina induce el cambio de isotipo de los linfocitos B hacia
IgA e inhibe su proliferacion.

Esta area de la biologia tiene alin amplias areas vacantes de conocimiento. Todavia no se sabe
por qué la administracién oral de algunos antigenos (ejemplo: proteinas solubles en cantidades
elevadas) induce la tolerancia sistémica de los linfocitos T, mientras que la inmunizacion oral
con otros antigenos, como la vacuna con virus atenuados de la poliomielitis, induce una res-
puesta protectora de anticuerpos dependiente de linfocitos T y memoria de duracidon
prolongada.
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B. éLas modificaciones observadas en el periodonto de ratas muy jovenes
son producidas por la inmadurez del sistema inmune?

Se conoce que la respuesta inmune, producida por inmunizacién a una edad
temprana, difiere de aquellas producidas en adultos. Algunos estudios indican que las
respuestas cuantitativas en los animales jovenes se desarrollan lentamente y son
débiles. Cualitativamente la respuesta tiene un fuerte sesgo TH2 con predominio de
produccion de anticuerpos y pobre reaccién celular(!13-11),

En ratas de linea “I” del Bioterio de esta Facultad, Pascutti y col*'®) han observado que
la inoculaciéon con Tripanosoma cruzi al destete (3-4 semanas de edad) se resuelve
espontdaneamente no obstante coincidir con marcadas parasitemias. En los adultos
(24-28 semanas de edad) el mismo tratamiento produjo una enfermedad leve con
muy baja parasitemia. Las ratas jovenes presentaron niveles significativamente mas
bajos de inmunoglobulina M (IgM) e inmunoglobulina G (IgG) anticuerpos anti-T.-cruzi
durante la primer semana de infeccién. El aumento de resistencia de los adultos
parece ser el resultado de la adecuada produccidon de anticuerpos.
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VII. APENDICE
I. APARATO MASTICATORIO DE LOS ROEDORES

Los roedores son mamiferos exitosos en supervivencia. El nUmero de especies ha sido
estimado en dos mil y constituyen cerca del 40% del total de las especies de
mamiferos(!17),

El roedor mas primitivo se halld en el Paleoceno tardio (45-55 millones de afios AP). En general
son pequefios aunque algunos de ellos, como el capibara, pesan unos 50 kilos. Algunos son
vegetarianos, comen desde hongos a frutos. Otros se especializan en comer corteza de madera
como el castor o insectos como la laucha saltamontes (grasshopper mouse). Las ratas y las
lauchas han vivido tanto tiempo en asociacion con el hombre que son omnivoros. Aunque tienen
diversos aspectos y habitos todos comparten la particularidad de poseer incisivos caracteristicos
que les permiten roer.

Las caracteristicas definitorias de los miembros del orden Rodentia'® son:
= un cerebro con pocas convoluciones;
= un cerebelo que no estd cubierto por Idbulos cerebrales;
= incisivos superiores con forma de escoplo; incisivos que estan en continuo crecimiento;
= un amplio diastema entre los incisivos y los molares;
= 4 dientes en cada cuadrante, musculos maseteros bien desarrollados;
» clavicula y ciego importante;
» pentadactilos y plantigrados.

El craneo y la mandibula son construcciones disefiadas para resistir cargas externas aplicadas
por los musculos y las fuerzas de reaccion. El aparato masticatorio se considera como un
sistema mecanico donde fuerzas con ciertas direcciones y amplitudes son generadas por los
musculos para causar movimientos oclusales que satisfagan los requerimientos de la funcion
alimentaria.

Los sub-6rdenes se reconocen basandose en los 3 arreglos de las divisiones del
masetero (aductor principal de la mandibula que se divide en lateral y medio (Figura
7.1)) y en las estructuras del crdneo que acomodan dichas divisiones**,

= protrogomorfos: todo el masetero se origina principalmente en el borde inferior al
arco zigomatico. Ejemplo: castor.

* histricomorfos: la division lateral del masetero se alza sobre el arco zigomatico, pero
la division media pasa a través del foramen infraorbitario hasta el rostro. Ejemplo:
cobayo.

» sciuromorfos: la division lateral del masetero se origina en el lado del rostro, la
divisidon medial se origina en el lado medial del arco cigomatico. Ejemplo: ardilla.

= miomorfos: la division lateral del masetero es semejante a los sciuromorfos, pero la
division medial cursa hacia arriba a través de la érbita y llega hasta el rostro por
medio del foramen infraorbitario. El suborden miomorfos tiene un esquema de
especializacion cigomasetérica. La porcion anterior del masetero lateral se origina en
una muy modificada extensién anterior del arco cigomatico (formando la placa
cigomatica que comprime la parte ventral del foramen infraorbitario). La parte anterior
del masetero medio que se origina sobre el rostro, pasa a través de la parte dorsal del
foramen infraorbitario®?®, Esta combinacién de los arreglos histrico y sciuromorfos
contribuye a una mas eficiente accién de roer. Ejemplo: rata.
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Figura 7.1.

Subodrdenes del género
rodentia en funcion de la
morfologia del masetero.

Arriba a la izquierda:
Protrogomorfos.
Arriba a la derecha:
Miomorfos.

Abajo a la izquierda:
Histricomorfos.
Abajo a la derecha:
Sciuromorfos.

CARACTERISTICAS DEL APARATO MASTICATORIO DE LA RATA

1. A diferencia de la mayoria de las especies en las que poseen dos denticiones
(diphyodontes), las ratas son monophyodontes es decir que tienen sélo una
denticién y exhiben especializacién regional (heterodontes)*!?,

2. La caracteristica comun a todos
los roedores es un par de
incisivos al frente de |las
mandibulas superior e inferior
(Figura 7.2). Los apices de los 2
incisivos se extienden hacia
atrads en las mismas (Figura 7.3).
Estos dientes contindan
creciendo toda la vida y deben
gastarse al roer. Este proceso
mantiene un neto borde afilado
al frente de cada incisivo y esta
en equilibrio la tasa de
crecimiento. Se ha medido el
crecimiento de los incisivos y en
algunas especies es de unos 2 milimetros por semana. Si se pierden los
incisivos superiores o inferiores, el otro par crece descontroladamente y el
animal muere porque no puede roer y masticar.

Figura 7.2.
Imagen lateral del craneo de la rata.

3. Los roedores no tienen otros incisivos, caninos ni premolares. Esto deja un
espacio llamado diastema entre los incisivos y los molares, en el cual las
mejillas pueden extenderse y encontrarse en la linea media separando de esta
forma las porciones caudal y anterior de la boca (Figura 7.2).
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PERFIL DE LA HEMIMANDIBULA IZQUIERDA

4. La cara frontal de cada incisivo
estd cubierta con esmalte. El
resto del diente estd compuesto
por dentina que es mas blanda.
La dentina se desgasta con un
ritmo superior al del esmalte.
Esto resulta en un desgaste
diferencial dejando un extremo
distal afilado. El desgaste
resultante procede en angulo, lo
que le da el caracteristico perfil
de escoplo (Figura 7.4).

2 semanas

5. La funciéon de los incisivos es
roer, lo que implica
movimientos hacia atras vy
adelante de la mandibula, con
los incisivos superiores
sujetando un objeto duro y los
inferiores cortando contra él. El
movimiento antero-posterior de

8 semanas

15 semanas la mandibula es posible porque
Figura 7.3. la fosa glenoide del maxilar
Radiografia de la hemimandibula de la rata a las 2, 8 y superior en la que se articula es
15 semanas de edad. elongada y no tiene ningln

proceso 6seo limitante.

6. Los molares exhiben un
crecimiento limitado. El esmalte
no se forma en la punta de las
cuspides. Conforme los molares
se gastan exponen areas cada
vez mas amplias de dentina
rodeadas por anillos de
esmalte. El diferente desgaste
de esmalte y dentina sobre las
superficies oclusales aumenta la
eficacia masticatoria.

Figura 7.4.
Vista proximal del incisivo inferior. Nétese el
caracteristico perfil de escoplo.
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7. Los movimientos de la mandibula
inferior durante la alimentaciéon han
sido descriptos(**Y) como ocurriendo
en dos ciclos: una fase de ingesta y
un ciclo masticatorio. Ambos ciclos
tienen tres golpes que implican
movimientos verticales y horizontales
(Figura 7.5). La articulacion de la
mandibula es tal que cuando los
incisivos ocluyen, los molares no se
tocan. Durante la masticacion los
molares estan en contacto y los
incisivos no. Masticar y roer
involucran a los musculos principales:
masetero, temporal y pterigoideo
(Figura 7.6).

8. Algunos estudios han formulado los

requerimientos para la alimentacion AB: golpe preparatorio

de los herbivoros y carnivoros y sus BC: golpe de poder

consecuencias en la forma del CA: recuperacion

aparato bucal*?*?”), Los carnivoros Figura7.5.

se caracterizaban por un mdsculo Posic?ones_correspor\dientes durante e! c.i’clo

masticatorio. Superior: Muestra la posicion de la
temporal muy desarrollado cuya mandibula inferior al inicio del golpe
funcion es cerrar rapidamente la preparatorio A, al inicio del golpe de poder B y al
mandibula, acciéon retrusiva para inicio del golpe recuperatorio C. Inferior: Inicio
resistir  fuerzas hacia adelante 9! 90lpe preparatorio A, inicio del golpe de
] . ) poder B e inicio del golpe recuperatorio C.

ejercida sobre los caninos por una
presa que intenta huir. El mulsculo temporal se inserta en un proceso coronoide
ensanchado. El masetero y el pterigoideo son mucho mas pequefios y se
suponen funcionalmente relacionados a los molares o mordida de los
carnivoros. La articulacion de la mandibula estd situada ligeramente por encima
del plano oclusal (aumentando el poder mecanico del temporal) y es del tipo
bisagra, resistentes a fuerzas hacia adelante o hacia atras. En los ungulados,
en contraste, el masetero y el pterigoideo son grandes y poseen un largo brazo
de palanca relativo a la articulacién, que esta localizada por encima del plano
oclusal. La fuerza de mascado es vertical y distribuida mas parejamente que en
los carnivoros sobre los dientes de la mejilla. El mascado transverso unilateral
es posible porque la articulacion permite movimientos del condilo. Los roedores
difieren de los ungulados en la articulacién localizada relativamente cerca del
plano oclusal y que permite considerables deslizamientos antero-posteriores.
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EMG %

Masetero Superficial

= =e Masetero Anterior Profunda

e Temporal Posterior

Figura 7.6.
Aumento sucesivo de los niveles de disparo (% del area de la curva electromiografica) del temporal
anterior, masetero anterior profundo y masetero superficial durante el cierre de la mandibula.
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ASPECTOS FUNCIONALES DE LA EVOLUCION DE LOS MOLARES

Las teorias de la evolucion de los
molares han sido dominadas por el
concepto de culspide*?®), E| proceso de
desarrollo de un diente es repetido en
cada cuspide del complejo dental. La
idea de que el molar se construye con
cUspides esta fuertemente incluida en
la Teoria Tritubercular*?®). Una cuspide
se reconoce porque sobresale de la
superficie circundante. Emerge con
cUspides adyacentes y aunque en
algunos casos pueden delimitarse con
fosas, en otros la superficie de las
cuspides vecinas es continua y las
lineas divisorias son arbitrarias. Las
crestas se desarrollan del mismo modo
que las cuspides, la Unica diferencia es
que su calcificacién estd hermanada
con la de la cuspide vecina desde el
principio.

La evolucién de los molares superiores
e inferiores ocurri6 conservando o
reteniendo las interrelaciones oclusales
de las cuUspides. Las cuUspides tienen
significado  funcional. Ryder(!3® vy
Cope*®V) han relacionado la forma y
posicion de las cuspides con la direccion de los movimientos masticatorios. Los
cambios en el tamarfio y orientacion de las facetas estan asociados con cambios en los
habitos alimentarios y modos de movimiento de la mandibula que se reflejan en el
diseno de las cuspides (Figuras 7.7 y 7.8).

Figura 7.7.
Facetas de desgaste en molares superiores de la rata

El estudio de la forma de desgaste de las piezas dentarias provee informacién sobre
cdmo han sido usadas. Se distinguen dos tipos de desgaste(*3?: atricién cuando los
dientes estan en contacto oclusal y abrasion cuando no lo estan. La abrasion se debe a
los alimentos, la tierra, huesos o cualquier material extrafio en la boca. La atricion
conduce a la produccion de facetas de desgaste en los sitios de mayor contacto. Estas
facetas son aplastadas, pulidas y se identifican porque reflejan la luz.
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II. METODOS RADIOLOGICOS PARA EVALUAR EL CONTENIDO MINERAL OSEO
Revision de la literatura

La técnica radiogramétrica mide el grosor de la cortical de un hueso metarcarpiano (proyeccion
dorsoventral de la mano) u otros huesos tubulares en radiografias estandar. En tales mediciones
se calculan varios indices derivados del volumen del hueso cortical. La técnica es simple y
ampliamente aceptada, requiriendo solo la habilidad de hacer radiografias reproducibles y
realizar mediciones precisas. Pequefios cambios en el hueso cortical (superficies endosteal y
periosteal) pueden definirse por mediciones seriadas en el tiempo. A pesar de esto, la
radiogrametria no refleja la absoluta realidad del contenido mineral éseo y no mide la porosidad
del mineral dseo. Por ello, esta técnica sdlo provee informacion de cambios relativos respecto de
una medicién inicial*3%,

La fotodensitometria usa la atenuacién producida por el mineral 6seo sobre una pelicula
radiografica estandar. Indirectamente mide el contenido mineral. La graduacién del
ennegrecimiento del film es medida por fotodensitometria (u ocasionalmente por ensayo
quimico del contenido de plata sobre la pelicula expuesta). La calibraciéon de cada film es
acompanada por la exposicion simultanea de una referencia de aluminio que permite obtener un
patrén de comparacion, ya que tiene similar grado de atenuacién de los rayos X que el mineral
6seo33),

La absorciometria de fotones monocromaticos se usa para medir el contenido mineral del
esqueleto apendicular. El instrumento incorpora una fuente monoenergética de fotones, como
los emitidos por el 2°I, asociada a un detector de centelleo sélido de Nal. La diferencia en la
absorcidn de los fotones entre el hueso y los tejidos blandos permite calcular el contenido total
de mineral éseo presente en la trayectoria examinada. El contenido mineral dseo es expresado
en gramos de mineral dseo por centimetro cuadrado del drea de proyeccién 6sea(*33),

La absorciometria de fotones con dos niveles de energia'’3® es un perfeccionamiento de la
técnica con un haz monocromatico. Usa un radioisdtopo que emite fotones con dos niveles de
energia o una fuente de rayos X con filtros adecuados. La medicién de la absorcion de los
fotones de dos energias elimina la necesidad de mantener constante el grosor del tejido blando
a través de la trayectoria examinada, permitiendo su utilizacion en areas previamente
inaccesibles como la columna vertebral. La sefial producida es independiente de la variacién en
el espesor del tejido blando(3%),

La tomografia computada*®*® también puede ser usada para medir contenido mineral
0seo. Se requiere un estandar de referencia para su calibracién. Esta técnica usa
haces de energia simple o dual y permite calcular la densidad mineral 6sea por unidad
de volumen tanto en hueso cortical como trabecular.

El andlisis de la activacion de neutrones*3®) es una técnica de investigacién que usa una fuente
de neutrones de alta energia para activar el contenido de *®Calcio del esqueleto y transformarlo
transitoriamente en “°Calcio. El decaimiento del *°Calcio a *®Calcio puede ser medido por un
contador de radiacién gamma logrando la medicion del total del calcio corporal. Debido a que el
esqueleto contiene mas del 98% del total del calcio corporal, esta técnica permite conocer el
total del contenido de calcio corporal con gran precision.
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Seguridad radiolégica

Las mencionadas son técnicas no invasivas, pero el paciente debe ser expuesto a la
radiacién. La radiogrametria y fotodensitometria implican una minima exposicién a la
radiacion(t*®138) como se resume en la Tabla 7.1. Las consideraciones de seguridad
radioldgica explican las dificultades del estudio de la enfermedad periodontal con
técnicas radioldgicas en seres humanos.

Tabla 7.1.
Comparacién de técnicas usadas para medir el contenido mineral 6seot37,

Técnica Precisién % Reprod:/cibilidad Exposicion
(o local, mrads
Radiogrametria 1-4 i 6 | < 100
Fotodensitometria |  1-4 s o <100
Absorciometria | Haz simple |~ 3-5 I 1-4 o 25
fotonica ‘Doblehaz | 1-3 1 4-6 o 5-15
Tomografia computada |  1-3 o 8 | 200-250
Activacién neutrénica | 2-3 . 6 | 300-5000 |

Debido a la naturaleza heterogénea del esqueleto y la diferencia entre las técnicas,
cada método tiene sus ventajas y limitaciones.

La fotodensitometria tiene problemas técnicos relacionados con la técnica radiografica
y los métodos de procesamiento del film que limitan su uso. A pesar de esto, los
recientes avances técnicos de absorciometria radiografica han reducido la magnitud de
este problema’®®, La determinaciéon radiografica del contenido mineral del hueso

esponjoso esta limitada por dos razones:
a) el hueso esponjoso esta siempre rodeado por el cortical, de espesor variable
b) hay una amplia variacion normal en la textura del hueso trabecular.

La absorciometria foténica de energia simple depende del cuidadoso posicionamiento
del sitio examinado del hueso durante el testeo secuencial. Adicionalmente, la técnica
requiere un grosor uniforme de los tejidos blandos que rodean el hueso.

La radiogrametria, la fotodensitometria y la absorciometria de un haz monocromatico son
usadas para medir el contenido mineral de sectores seleccionados del esqueleto (especialmente
el esqueleto apendicular).

Estudios microradiogréficos en humanos®3?) muestran que la cortical de un sujeto joven tiene
una estructura homogénea. Al envejecer, aparece un aumento en la porosidad de la cortical
O0sea y hay evidencia de un aumento de reabsorcion odsea. El contenido mineral del hueso
cortical reportado por Arnolt(**?) y obtenido por andlisis quimico es 1.140 a 1.210 mg/cc.

En afios recientes hubo un incremento en la demanda de métodos clinicos practicos para
determinar el contenido mineral del hueso in vivo. El tema ha sido revisado extensamente(*4V),
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Resumen de la teoria

Los métodos radioldgicos de medicidn de densidad mineral estan basados en la
comparaciéon de la densidad producida por un estandar y la densidad producida por el
hueso en una exposicion simultanea sobre una placa radiografica. La cantidad de
energia transmitida por cualquier sustancia expuesta a radiacion diagnostica esta
relacionada con el nimero atédmico de la sustancia (Z), de la siguiente manera‘*4?):;

_ 2.94~ 3 Es ventajoso que los nUmeros atomicos
w/p = no (K Z°7"A" + c¢)

efectivos, del estandar y la hidroxiapatita

(Ecuacion 1) Osea, sean similares. El aluminio, que tiene un

nimero atémico de 13 comparado con

15.86(13% de la hidroxiapatita, tiene como principal desventaja que no siempre puede obtenerse

puro. Este hecho hace laboriosa la estandarizacidon o la comparacion de resultados entre
laboratorios.

El fosfato dipotasico suele elegirse como estandar debido a su efectivo numero
atémico 15.5913% y a que se puede obtener puro. Se utiliza en solucién acuosa y por
ello la solucién acuosa de este estandar debe encapsularse en una cufa de plastico.

Condiciones experimentales

Influencia de los tejidos blandos

El error introducido por los tejidos blandos ha sido ampliamente reconocido*3,
Cuando el sector 6seo lo permite (por ejemplo: el antebrazo) tanto el miembro como
el estandar son sumergidos en agua que tiene casi el mismo coeficiente de absorcion
que los tejidos blandos(13%136:140.141) | 55 rayos x que atraviesan el hueso y el estandar,
también lo hacen sobre el mlsculo, grasa subcutanea y tejido adiposo de reserva.

Variables que afectan la densidad del campo
Deben controlarse los factores que afectan la densidad fotografica:

a) Geometria roentgen y los efectos del agua sobre la absorcion. El campo de rayos X es
constante como lo demuestra la regularidad del trazado de la absorbancia de una placa
irradiada aisladamente. La distancia de la fuente de rayos y del espécimen
(hemimandibula y patrén de aluminio) al film debe mantenerse constante (Figura 7.9). De
este modo se estandariza el “efecto fotografico” que la distancia espécimen-film produce
sobre la imagen. La mayoria de los errores que afectan la reproducibilidad de la técnica se
deben a modificaciones en la posicion del espécimen (Figura 7.10). Las mismas
consideraciones se aplican al estdndar de aluminio que sirve como patrén Unico y
permanente de atenuacion. De esta forma se mantuvieron constantes las proyecciones de
los especimenes. Todos los especimenes fueron desecados hasta peso constante y
descarnados de manera que sus contenidos de agua y grasa se redujeron al minimo. En
estas condiciones este método tiene toda la precisidon y exactitud deseable en un método
aplicable a experimentos de biologia experimental44),

b) Variables asociadas con la técnica fotografica. A pesar de que el revelado de los films fue
efectuado manualmente, el andlisis de la imagen del espécimen junto con la del estandar

tienden a minimizar los efectos adversos de esta variable.
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Area de proyeccién y expresion de los resultados. El lector debe apreciar que como la
atenuacion por el aire es nula y la del agua (ausente en los especimenes) y grasa (muy
escasa en los especimenes) son despreciables, la atenuacion de la radiacion de una
esponja ésea es la misma que si dicha esponja fuera comprimida hasta reducirla a un
espécimen compacto de mineral (Figura 7.11). En consecuencia la técnica mide el
contenido mineral por unidad de superficie de la proyeccion del espécimen sobre el film.
La “densidad” mineral en un sitio estandarizado de medicién (tal como las
hemimandibulas) unifica en un solo resultado los tres principales componentes de la
estructura osea: el grosor de la cortical, su porosidad y el grado de mineralizacion del

hueso cortical + trabecular.

Figura 7.9.
Disposicidon general de los elementos necesarios para la produccién de una radiografia.
L |

i A B

. r ] #
catodo

énodo  ¢ft b/ ¢ d b \c\d

i)

H I

1 "L I:

| +— Distancia fuente-objeto

\ A
I
R D, D. D, D, D. D,
Objeto § 1L
i \-' ' b=d>c b<c<d
D, =D, < D, D, > D, > D,
Figura 7.10.
Este esquema muestra como las posiciones
\ ) relativas del espécimen y el haz de rayos X
Film modifican las absorbancias (D) en las diferentes

zonas de proyeccion.

Figura 7.11.
Vision cercana de los elementos

intervinientes en la produccion de
una radiografia. Obsérvese que la
imagen del espécimen resulta
proyectada en un plano y por ello
los resultados se expresan en
equivalentes de mg de mineral dseo

por mm?2,

Distancia objeto-fil
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Justificacion de la metodologia de calculo

La radiografia simple del hueso no es suficiente para diagnosticar pérdidas dseas
tempranas. La inspeccién ocular de las radiografias requiere pérdidas mayores al 40%
de la masa dsea para que el cambio sea detectable!*®, En los Gltimos veinte afios se
han desarrollado procedimientos analiticos que permiten mejorar sensiblemente las
mediciones del contenido mineral.

El espécimen atenua la radiacién incidente I, segun la ecuacion:

I =1 eud Donde:
— lo

I es la intensidad de la radiacion que llega al film,

(Ecuacion 2) p es el coeficiente de extincion lineal y
d es el espesor del espécimen.

La densidad optica del film (6 absorbancia) D en funcién de la exposicién es:

D - Do + m I t (Ecuacion 3)

Donde:

D es la absorbancia medida,

D, es la absorbancia de base producida por la “niebla quimica”, retro-dispersion
de rayos X, y caracteristicas de la emulsién y base del film,

m es una constante de incluye las caracteristicas del film a la radiacion y detalles
del procesamiento fotografico,

I es la intensidad de la radiacidén que llega al film, t es el tiempo de exposicion.

Combinando las ecuaciones (1) y (2) tenemos:

D-D,=mI,te | cuuna

Segun la ecuacion 4, el producto “m I, t” es constante para cada film e igual a la
maxima absorbancia del fondo (D.,,, no hubo atenuaciéon por ausencia del objeto).
Cualquier medicion a la que se le resta el fondo (D,-D,) es “neta”.

La forma logaritmica de la ecuacién (3) indica que el logaritmo de las absorbancias
netas es funcién directa del espesor del espécimen (o de su contenido mineral).

|I1 (D'Do) —-_ |I1 (Dm'Do) - Hd (Ecuacién 5)
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El valor de u depende de la densidad (masa/unidad de volumen), longitud de onda de
la radiacién y nimero atémico promedio (Z) del material.

La radiacién X es policromatica. No obstante, para simplificar el razonamiento, se
puede pensar solo en la longitud de onda mas representativa (“efectiva”) vy
relacionarla con n. La longitud de onda efectiva estd gobernada por el tipo de tubo de
Rayos X, el prefiltro y el kilovoltaje. Estas variables son reproducibles se ajustan
automaticamente para cada espécimen al exponerlo simultdneamente con el estandar.

Con el valor de p = 4.3 cm™ para el aluminio y el de p/p obtenido en manuales de
referencia, la longitud de onda de la radiacién efectiva es de 0.473 Angstroms (27.6
KeV) a 50 kvp.

El espécimen actia como filtro de longitudes de onda cuando la radiacién es
policromatica, lo que significa que el valor de p variard con el espesor y la
composiciéon del espécimen (hueso p = 0.8-0.9 cm™, tejidos blandos p=0.3 cm™). La
grasa, por ser anhidra, tiene un valor mas bajo que los tejidos blandos.

La principal debilidad inherente a las técnicas que miden absorbancias puntuales y las
comparan con las producidas por una cufia de aluminio, deriva que por ese camino se
determinan las inversas de p para dichas sustancias. La inversa de p es funcién de la
longitud de onda y puede afectarse por inestabilidad (envejecimiento) del tubo y
fluctuacién del alto voltaje. Nuevamente, esta variable se ajusta automaticamente
para cada espécimen al exponerlo simultdneamente con el estandar.
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Microdensitometria. Medicion de la densidad mineral é6sea el hueso
periodontal de la rata

Técnica

= Se diseca la hemimandibula izquierda, se descarna y deseca segun se indicé en Material
y Métodos. Se dispone el espécimen con la cara vestibular hacia abajo, encima del sobre
que contiene la pelicula radiografica marca Kodak ultra-rapida. Se dispone la escala de
aluminio préxima al espécimen.

= Se radiografio el conjunto con un aparato dental de rayos X marca Raix 70 cuyo
kilovoltaje es 70kV y su miliamperaje 70mA, con una distancia foco-pelicula constante de
5 cm y un tiempo de exposicién de 0.8 segundos.

= Se revela manualmente el film utilizando revelador y fijador dental marca Kodak a 20°C
de temperatura, lavandose con abundante agua corriente después de fijada.

= Se obtuvieron las imagenes digitales de las radiografias con un scanner Genius provisto
de un adaptador de transparencias para negativos o placas radiograficas dentales. El
aparato tiene una resolucion de 19.200 dpi (600 x 1200 éptico). Las imagenes digitales
obtenidas, se archivan adecuadamente.

= Con un programa de analisis de imagenes digitales (Image Pro Plus 1.1) se mide la
absorbancia del hueso y del estandar de aluminio. Se archiva el cuadro con el trazado de
la absorbancia en funcién del espesor de aluminio, que se usara para el calculo de la
densidad de areas seleccionadas del hueso periodontal (Figura 7.12).

* Llas areas de interés de la imagen del hueso periodontal se miden con otro recurso
especifico del programa de imagenes digitales.

= Cada meseta marcada por las barras verticales muestra el promedio y desvio estandar de
la absorbancia. Estas barras deben disponerse teniendo en cuenta los efectos de
dispersion de la radiacién sobre los filos de la escala de aluminio.

* Calculo estadistico: El programa tiene la opciéon de incorporar el analisis estadistico,
pudiendo obtener la media y la desviacién estandar de las absorbancias.

» Calculo manual: Después de imprimir el grafico, se trazan las mesetas promedio. Se mide
la distancia a la base en mm (L). Se resta la absorbancia del fondo (F, en mm) y calculo
el valor de L como fraccion de la distancia S (100%) (también en mm) = (L-F)/S. Luego
se realiza el grafico de los valores de L en funcién de la densidad del estandar.

i Line Profile - cB37_tf [_ [O] =] Figura 7.12.
File Color Beport  Update Trazado de las
y I— absorbancias a lo largo
Fllety i de la escala de espesores
8- de aluminio. Las lineas
4?' verticales pueden
200 desplazarse a voluntad
"""""'ﬂ.*“ e con el objeto de medir
— Mat™ ‘} 175 diferentes tramos. Las
"”V'H Araa: oscilaciones del trazado
100 i se deben al caracter
23530 discontinuo del
_ S ennegrecimiento del film
2219874 (granulos de plata
1] metalica precipitada por
L T T T 1 T 1 . .
0 100 200 300 400 500 600 la radiacion).
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Estandares

Estandar de aluminio

Fue confeccionado con laminas de aluminio de 5 mm de ancho, 1 mm de espesor y
longitud variable, pegadas con laca. Por medicion y pesada de las placas se obtuvo el
valor promedio de 138 mg de Al por cm?.

De modo que cada escaldén del estandar tiene un equivalente que se estima en 138
mg/cm? x nimero de ldminas de aluminio del mismo.

Estandar de Aluminio

75+
X
]
b4 u
(7]
c 50_
)
3]
c
©
o]
5 25- .
7]
9
< Figura 7.13.
0 Relacion entre la absorbancia neta y
0 .; é :'3 "1 .'5 é % la masa dle aluminio interpu,esta
como estandar de atenuacidén de la
mg Al/mm? radiacién X.
Figura 7.14. 50-
Distribucidon de las pendientes
(Figura 7.13) de la relacién entre
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atenuador, indicadora de la L)
reproducibilidad de la técnica. 2 304
[
3
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S
e
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0-

<60 60-90 91-120 121-150 >151
Valores de la pendiente x 1000

En el ejemplo de la Figura 7.13, el valor de la pendiente (que se calcula y/x) es 0.090,
% absorbancia por cada mm Al. El valor de la pendiente cambia con las caracteristicas
de la exposicién a los rayos X y el revelado fotografico. Por esto hay que calcularla
para cada espécimen. No obstante la participacion del revelado manual, obsérvese la
reproducibilidad de la pendiente en la distribucién expuesta en la Figura 7.14.
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Estandar de hueso cortical bovino

Se obtuvo un bloque de hueso cortical bovino de 5 x 5 x 30 mm de longitud, utilizando
una sierra circular de baja velocidad Isomet. El hueso fue desengrasado con acetona y
llevado a sequedad hasta peso constante. Posteriormente se obtuvieron secciones de
5 x 5 mm de area y espesores variables: 1 a 3 mm. Estas secciones se radiografiaron
simultaneamente con el estdndar de aluminio. Después de haber obtenido una
radiografia satisfactoria los trozos de hueso fueron incinerados a 500°C durante 10
horas. El peso de las cenizas permitid establecer el contenido de mineral dseo para
cada espesor. Tal como para el estandar de aluminio, los valores se expresan en mg
de mineral/cm? de proyeccidn (Figura 7.15).

Densidad Mineral = 0.6175 exp (0.3445*Al)

N -
E10
E
<))
€
o
)
8 5- m
©
Q
= n
E | |
| |
0 T T T
0.0 2.5 5.0 7.5
Standard de aluminio, mgImm2
Figura 7.15.

Relacion entre los estandares de aluminio y hueso cortical. La relacion descripta
permite transformar las densidades obtenidas mediante el estédndar de aluminio
en equivalentes de mineral 6seo.
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Mediciones

A. Medicion de la densidad mineral 6sea “puntiforme”

En la linea inferior de la pantalla del programa Image Pro Plus se observaron tres
nameros: los dos primeros determinaron la posiciéon (x,y) del punto del vértice de la
flecha. El tercero, midié la absorbancia del vértice de la flecha. Se fijé la punta de la
flecha en el lugar deseado, se restd el fondo y el resultado se multiplico por el factor
(0.09 en este caso).

B. Medicion de la densidad mineral 6sea de un area determinada

Sobre la imagen de la radiografia de la hemimandibula se midieron las areas radiollUcidas. Para
ello se usd la herramienta “Forma Indeterminada” con la cual se dibujé el contorno del area a
medir. En el cuadro de didlogo aparecid el valor del area en pixeles. El valor de la absorbancia
del area marcada se obtuvo utilizando la herramienta “Perfil”. El mismo se obtuvo trazando la

linea sobre el area en cuestion (Figura 7.16).
C. Maedicion de areas

Sobre la imagen del archivo grafico y con la herramienta “Forma Libre” se delimité el
area de interés. El valor del area se mostro en pixeles. Para transformar las unidades
de las superficies (de pixeles a mm?) se utilizé un factor derivado de la medicién del
estandar de aluminio, de 25 mm? de area (cuadrado de 5x5 mm).

Figura 7.16.
Medicidén de la densidad mineral 6sea de un area determinada.
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III. INVESTIGACION DEL METABOLISMO DEL CALCIO

El calcio (Ca) estad presente en todos los tejidos y el plasma de la sangre representa
un compartimiento central en el que ingresa el Ca exdgeno y enddgeno y egresa el Ca
que sera o excretado o fijado en otras partes del organismo.

Las grandes vias fisioldgicas del metabolismo del Ca son las siguientes:
» Una parte del calcio de los alimentos es absorbido por la mucosa intestinal y
pasa a la sangre.
* El calcio es excretado por el rifion y el intestino. Las heces contienen el Ca
alimentario no absorbido y el Ca excretado (calcio fecal endégeno).
»= Los huesos, que estdn en continua renovacion, presentan los dos fendmenos: el
de deposicion y el de reabsorcion.

El Ca de las células dseas se intercambia con el del liquido extracelular. Se distinguen

dos fenémenos:

a) El intercambio isoidnico, fendmeno rapido de superficie que corresponde al exceso
de Ca que las células oOseas encierran para intercambiar con el fosfato tricalcico
6seo.

b) El intercambio que implica la cristalizacién o envejecimiento de los cristales de
apatita. Este fendomeno es mas lento y corresponde a la penetracion del Ca
facilmente intercambiable al interior de la molécula de hidroxiapatita.

Resulta imposible medir la intensidad de todos esos procesos. El dosaje quimico del Ca
permite conocer la calcemia, calciuria, el Ca ingerido y el Ca fecal. La calcemia varia
relativamente poco, los otros dosajes dan una imagen lejana del metabolismo.

El empleo de Ca radioactivo permite demostrar el aspecto dindmico del metabolismo
del calcio. Este método permite medir las perturbaciones en los diferentes procesos,
en casos normales y patoldgicos.
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PRINCIPIO DEL METODO(14®)

La medida de la intensidad de los diferentes procesos del metabolismo del calcio se
funda en la combinacién de los datos obtenidos por los balances clasicos y la
interpretacion de la curva de decrecimiento de la radioactividad especifica del calcio
sérico después de la inyeccidn intravenosa de una dosis trazadora de *° Ca.

Analisis de la curva de decrecimiento de la radioactividad especifica del calcio
sérico

La variacion en funcion del tiempo de la radioactividad especifica del Ca sérico
después de la inyeccidn intravenosa de una dosis trazadora de *°Ca, se presenta en la
Figura 7.17. Para la rata, las modificaciones metabdlicas se resuelven dentro de las 36
horas posteriores a la inyeccion del is6topo. El analisis de la curva permite calcular la
masa y la tasa de intercambio de dos compartimientos: de intercambio rapido y de
intercambio lento.

La curva de los datos experimentales se emplea para aproximar primero el
comportamiento de la actividad especifica del calcio sérico (cpm de *°Ca/ mg de Ca)
en el compartimiento lento (primera sustraccion) y en el rapido (segunda sustraccion).
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Para el caso del metabolismo calcico de la rata, la curva puede dividirse en diferentes
segmentos:

e AB: es el segmento correspondiente a un periodo comprendido entre 0 y 6
horas. Representa una serie de fendmenos muy complejos de intercambio
rapido.

e BC: este segmento corresponde a un periodo comprendido entre 6 y 48 horas.
Puede ser asimilado a una recta lo que indicaria que corresponde a una funcién
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exponencial simple y que fisiologicamente se atribuye a la movilizaciéon del
mineral dseo por reabsorcion.

Los diferentes segmentos de la curva permiten estudiar separadamente los procesos
que nos interesan. La linealidad de los segmentos indica que la radioactividad
especifica del Ca intercambiable del organismo es practicamente homogénea y sélo la
entrada de Ca no radioactivo dentro de la masa intercambiable y la salida de Ca
radioactivo fuera de ella son responsables de la disminucién de la radioactividad
especifica del Ca sérico.

Interpretacion del decrecimiento monoexponencial del segmento AB
El comportamiento del trazador identifica un compartimiento de intercambio rapido,
presumiblemente ubicado en los tejidos blandos, en rapido intercambio con el plasma.

Interpretacion del decrecimiento monoexponencial del segmento BC

Este compartimiento es de intercambio mas lento, como lo muestra el valor de la
pendiente. Se presume que representa parte del intercambio entre el tejido dseo vy el
espacio extracelular.

Representacion Esquematica De Las Grandes Vias Del Metabolismo Calcico

Ca Ingerido (Vi)

Donde:

‘ Vi: mg de Ca ingerida por dia.

Va
l Va: mg de Ca absorbida por el intestino por

dia.
CaFe

/ Plasma \ Vu: mg de Ca excretado por el rifién por dia.
Vu

Vo+: mg de Ca fijada por los huesos por
dia.
4

Vo- Vo+ CaF

Vo-: mg de Ca absorbida desde los huesos
por dia.

Hueso

El dosaje quimico del Ca permite conocer el Ca ingerido (gramos de comida ingeridos
por dia multiplicados por su contenido en calcio, Vi), el Ca urinario (Vu) y el Ca total
de las heces (F; (vi-va)+vf).

Entre los 2 y 7 dias el decrecimiento de la radioactividad especifica (Rs) del Ca
sanguineo o urinario (expresado por ejemplo en cuentas por minuto por mg de Ca)
sigue, para cada uno de los segmentos, una ley exponencial del tipo:
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—_ -mt
RS —_— M . e (Ecuacioén 1)

Experimentalmente M es netamente inferior a la radioactividad especifica inicial,
definida como la relacién entre radioactividad total inyectada y Ca sanguineo.

Esto significa que el Ca inyectado se diluye en una masa un poco mas grande de Ca:
el fondo comun calcico donde la radioactividad especifica se equilibra en 48 horas con

el Ca sanguineo.

El conocimiento experimental de M y de m permite calcular la velocidad global: vt de
salida del Ca fuera del fondo comun.

Es obvio que:

Vt = vu + vf + vo, + vo. (Ecuacion 2)

Pero se puede admitir sin gran error que durante el tiempo relativamente corto de la
prueba, el Ca que sale de los huesos por los procesos fisioldgicos no es radioactivo.
Por ello:

Vt = vu + Vf + V0+ (Ecuacion 3)

Esta expresion traduce fisiolégicamente la suma de la intensidad de fijacion
irreversible del Ca sobre el hueso (en el tiempo considerado) y de la excrecién urinaria
y fecal.

Calculo del fondo comin (P)
Sea R, la radiactividad total inyectada, la ecuacion (1) indica

T=0

R;

P (Ecuacién 4) y

-
I
ey

Rs, = A =

>

(Ecuacién 5)

R; es la radioactividad especifica obtenida por extrapolacion a T=0 de las rectas de la
Figura 2.

188

e-universitas | U.N.R. Journal // Afio 01// Volumen 01 // Nov. 2008.

WwWw.e-universitas.edu.ar



Garcia, M. F. Ciencias de la Salud

Estudio de la dinamica 6sea mandibular y de los procesos reabsortivos de la cresta alveolar en ratas diabéticas y controles.

Calculo de la velocidad total de salida del Ca del fondo comiin (Vt)
Sea R la radiactividad total del Ca intercambiable, entonces:

R = PR
Reemplazando P por la (Ecuacion 5):
R;
R == —I . Rs
A (Ecuacién 6)
Y reemplazando Rs por la (Ecuacién 1)
R=Ri.e™

La velocidad total de salida del Ca del fondo comun Vt es igual:

R
Vt - R—S * dt (Ecuacién 7)

Medida de la excrecién urinaria (Vu)
Se mide por el dosaje clasico de la calciuria.

Medida de la vida de excrecién fecal (Vf)
Varios métodos permiten calcular la medida de Vf:
a) El mas simple consiste en medir la radioactividad total emitida por la orina (Ru)
y por las heces (Rf) en un lapso de tiempo correspondiente, teniendo en cuenta
el retardo de la excrecion fecal con respecto a la excrecién urinaria.
La radioactividad especifica excretada en la orina es la misma en un instante dado que
la del Ca sérico en ese instante y se puede admitir que es la misma para el Ca
excretado por el intestino. La velocidad de excrecién fecal estad dada por:

Vf= Vu. (——
( Ru ) (Ecuacién 8)

Este método no necesita el trazado de la curva exponencial de decrecimiento y puede
ser utilizado ventajosamente en un estudio de la velocidad de excrecion.
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b) Cuando se conoce la (Ecuacién 1) se puede calcular Vf teniendo en cuenta la
siguiente consideracion:

c)

)y . (9RT,

VE= (-1
B Rs Dt (Ecuacién 9)

Medida de la velocidad de fijacidon sobre los huesos
Sabiendo que Vt = Vu + Vf+ Vo, y conociendo Vt, Vu, Vf; se saca Vo, por diferencia

VO+ =Vt - (Vu +Vf) (Ecuacién 10)

Medida de la absorcion intestinal y de la velocidad de reabsorcion 6sea

El balance célcico permite determinar el Ca alimentario (Vi) y el Ca fecal total (F). Se
ha observado que el fondo comdn (P) no varia durante el transcurso de la prueba.
Escribiendo que la cantidad de Ca que entra en el fondo comun es igual a la que sale:

Va + Vo.=Vt =Vu + Vf + VO+ (Ecuacién 11)

Por otra parte el dosaje de Ca fecal total da:

F = VFf + (Vi - va) (Ecuacién 12)

Estas dos ecuaciones permiten conocer la velocidad de ostedlisis (Vo.) y la tasa de
absorcidn intestinal Va/Vi.
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