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RESUMEN

Es conocido que el potencial de reparacion O0sea esta influenciado por una
variedad de mecanismos bioquimicos, biomecanicos, hormonales, patoldgicos
y factores como la dieta y sus componentes; todos rigen comportamiento y
funcion de las células encargadas de formar nuevo hueso. Varios autores
sugieren que una dieta rica en sacarosa, podria cambiar el balance del calcio y
la composicion 6sea en animales, alterando la mineralizacion de tejidos duros.
El mecanismo por el cual esto se produce no es claro. La cicatrizacién alveolar
post extraccion reune caracteristicas particulares que la convierten en una
herida Unica, en animales y en humanos.

El objetivo general de este trabajo es evaluar y cuantificar la respuesta
bioldgica durante la cicatrizacion alveolar post extraccion en ratas con dieta
rica en sacarosa.

Se utilizaron 42 ratas Wistar, de ambos sexos, que fueron divididas en dos
grupos: Experimental, alimentadas con dieta modificada de Stephan Harris
(43% de sacarosa) y Control con balanceado estandar. Se anestesiaron y se
extrajeron primeros molares inferiores, derecho e izquierdo, luego fueron
sacrificadas a las Ohs., 14, 28, 60 y 120 dias.

Las muestras fueron fijadas, descalcificadas con EDTA e incluidas en parafina
y se obtuvieron cortes para Microscopia Optica (histomorfometria). Para
Microscopia Electronica de Barrido y sonda EDAX fueron metalizadas con
Carbono y Oro para su observacion y andlisis.

El analisis histomorfométrico muestra diferencias significativas de tamafio entre
lagunas osteociticas de ambos grupos a los 28 y 60 dias siendo de mayor
tamafio en los experimentales. En Microscopia Electronica se observaron
diferencias morfologicas y una estructura fasciculada o reticular colagena en
los experimentales; que al andlisis cualitativo con EDAX expone escasa
presencia de calcio y fésforo, con respecto a los controles.

En conclusiéon, una dieta rica en sacarosa produce modificaciones en la
mineralizacion, morfologia y calidad del tejido 6seo que se forma en el alveolo
post extraccion dentaria.
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SUMMARY

It is known that the potential for bone repair is influenced by a variety of
biochemical, biomechanical, hormonal and pathological mechanisms, and by
factors such as diet and its components; all of them control the behavior and
the functioning of the cells responsible for new bone formation. Several authors
suggest that a high sucrose diet could change the balance of calcium and bone
composition in animals, altering the mineralization of hard tissues. The
mechanism by which this occurs has not been determined yet. Alveolar healing
post-extraction has special characteristics that convert it into a unique wound,
in animals and human beings.

The general aim of this study is to evaluate and quantify the biological
response during alveolar healing post-extraction in rats fed on a high sucrose
diet.

42 Wistar rats, male and female, were used; they were divided into two groups:
Experimental, fed on a modified Stephan Harris diet (43% sucrose), and
Control, fed on a balanced standard diet. After being anesthetized, lower first
molars, right and left, were extracted. Afterwards, they were killed at O hours;
14, 28, 60 and 120 days. The specimens were fixed, decalcified with EDTA and
included in paraffin, and sections were obtained for Optical Microscopy
(histomorphometry). For Scanning Electron Microscopy with EDAX they were
metalized with Au and/or C for observation and analysis.

The histomorphometric analysis demonstrates significant differences in size
among the osteocytic lacunae of both groups at 28 and 60 days, being those in
the experimental group larger in size. In Electron Microscopy, morphologic
differences and a fasciculated or reticular collagenic structure were observed in
experimental cases; their qualitative analysis with EDAX displays an spectrum
with a limited presence of calcium and phosphorus in relation to the Control
group.

In conclusion, a diet high in sucrose causes modifications in the
mineralization, morphology and quality of the bone tissue which is formed in the
alveolus after tooth extraction.

Maria A. Bar6 14
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l. INTRODUCCION

Se sabe que el potencial de reparacién Osea esta influenciado por una
variedad de mecanismos bioquimicos, biomecanicos, celulares, hormonales,
patologicos y factores externos como la dieta y sus componentes; que rigen
el comportamiento y la correcta funcion de las células encargadas de formar el
nuevo hueso.

Dentro de los elementos comunes que forman parte de la dieta diaria de
la poblacién en general, encontramos a la sacarosa o azlUcar comun que
puede ser excesiva en algunos individuos.

Se han publicado diversos estudios que demuestran que una dieta rica
en sacarosa produce alteraciones en el metabolismo mineral de humanos,
induciendo cambios en el balance del calcio'. En animales de experimentacion;
se observaron alteraciones en la composicion 6sea’ y variaciones en la
mineralizacién de los tejidos duros, elementos dentarios y hueso®, teniendo en
cuenta que el proceso de formacién de ambos tiene similitudes considerables®.
En la dentina se advirti6 que disminuye el grado de mineralizacién® y la
cantidad de dentina a formarse®; en el tejido 6seo se demostré que altera sus
propiedades mecéanicas’®, con una marcada disminucién de las
concentraciones de calcio y fosforo, de la densidad désea y de la resistencia a
la fractura en ratas de ambos sexos®.

El mecanismo por el cual esta dieta afecta en forma negativa al
metabolismo 0seo no esta todavia muy claro. Pero segun se informa puede
producir intolerancia a la glucosa e hiperinsulinemia, esto indirectamente
produce efectos deletéreos sobre el hueso'®. Las consecuencias de esta dieta
sobre la absorcion de calcio, el contenido de calcio del hueso y sus
propiedades mecanicas contintian siendo controversiales. Li K et al®. sugieren
gue los efectos nocivos producidos estan mas relacionados con variaciones en
las propiedades materiales del hueso cortical que con cambios osteoporoticos.

Teniendo en cuenta los efectos producidos y el incremento que ha
tenido la sacarosa en la dieta de la poblacion en general, se plantea este
estudio para describir lo que se observa en alvéolo post extraccion de ratas.

Maria A. Bar6 16
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Il. MARCO TEORICO

Il. 1. TEJIDO OSEO

El hueso es el principal componente del esqueleto que posibilita la
accion mecanica de la musculatura, protege Organos vitales y alberga a la
médula ésea, ademas de servir como reservorio de calcio, fosforo y otros
iones. A pesar de su rigidez es un tejido vivo y dindmico que mantiene su
estructura gracias a un equilibrio entre actividades opuestas.

Dentro de su microestructura esta compuesto por células, matriz
organica e inorganica y factores sefializadores solubles, todos implicados en un
proceso continuo de renovacion y organizados espacialmente e integrados en
dos jerarquias macroscopicas: el hueso trabecular y el cortical* (Figura 11.1).

/Q%—‘ vaso sanguineo
células precursoras
de osteoclastos
osteoide
osteoblastos células bordeantes oseas

o de revestimiento

osteoclasto

osteocito
laguna osteocitica matriz 6sea mineralizada conductillo calcéforo

Figura I1.1: Esquema de los componentes del tejido 6seo’’

Il. 1. a) CELULAS OSEAS

Los componentes celulares del tejido 6seo consisten en células
precursoras osteogénicas, osteoblastos, osteocitos, osteoclastos, ademas de
elementos hematopoyéticos de la médula 6sea.

Las células precursoras osteogénicas estan presentes en todas las
superficies 0seas no resortivas, y tapizan la capa profunda del periostio que
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recubre la superficie externa del hueso y del endostio que cubre las superficies
medulares internas.

El periostio es una resistente capa vascular de tejido conectivo que
cubre al hueso pero no a las superficies articulares; la capa externa llamada
fibrosa, consiste en tejido conectivo denso e irregular, con vasos sanguineos
que penetran en los canaliculos intradseos; la interna es delgada y pobremente
definida, se denomina capa osteogénica por estar formada de células
preosteoblasticas y osteoblasticas.

El endostio es una sola capa celular que contiene Células
Mesenquiméaticas Indiferenciadas (MSCs) y que carece de componente
fibroso™.

Osteoblastos

Son células de forma cubica, de 10y de diametro aproximadamente,
citoplasma basofilo y ricas en una isoenzima especifica de la fosfatasa
alcalina, se hallan en contacto directo con las superficies 6seas formando
grupos compactos de una sola capa de espesor.

Son formadoras de hueso, maduras y metabolicamente activas;
secretan el componente organico de la matriz 6sea llamado osteoide, colageno
tipo I, proteinas no colagénicas y factores de crecimiento (GFs). El osteoide
tras un proceso de mineralizacion o deposicién de sales de fosfato calcico le
otorga al hueso su fuerza y rigidez'™.

A medida que la actividad formadora de hueso se va completando,
algunos osteoblastos desaparecen por un proceso de apoptosis, otros se
convierten en osteocitos, mientras que varios de ellos permanecen en las
superficies endostales y periostales como células bordeantes 6seas o también
llamadas células de superficie®®.

Osteocitos

Son las células mas abundantes del tejido 6seo y constituyen,
aproximadamente, el 95 % del componente celular’**>. Los osteocitos son
osteoblastos maduros atrapados en matriz mineralizada que no se dividen ni
secretan osteoide'®, estan implicados en el control de la concentracién
extracelular de calcio y fosforo, asi como también en el proceso de
remodelacion adaptativa a través de las interacciones de célula a célula en
respuesta al entorno local; manteniendo asi la homeostasis del hueso y
garantizando su vitalidad.

Miden aproximadamente 10 x10 u de alto y ancho por 15 p de longitud,
ocupan una pequefia cavidad o laguna dentro de la matriz, lagunas
osteociticas, y se comunican por una red de procesos citoplasmaticos a
través de canaliculos cilindricos, hacia vasos sanguineos y otros osteocitos,
conformando un sistema de microcirculacion 6sea, para emitir y recibir sefiales
entre ellos, los osteoblastos y con las células bordeantes 6seas'’; estas
conexiones por uniones estrechas hacen del hueso un sincicio funcional®®. La
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principal conexina (proteina transmembrana) es la Cx 43 expresada en los
osteocitos, osteoblastos y también en osteoclastos®%.

El espacio en la matriz que rodea las inmediaciones de la célula y los
procesos citoplasmaticos formando la laguna y los canaliculos osteocitarios,
respectivamente, genera una red tridimensional interconectada a través de la
cual transitan liquido intersticial y pequefias moléculas, aportando asi la
porosidad caracteristica?’. Los canaliculos de la matriz, que albergan a las
prolongaciones citoplasmicas se llaman calcéforos.

A esta red se la conoce como sistema lacuno-canalicular (LCS),
presenta una distribucion espacial organizada en relacion con la continua
remodelacién 6sea normal®® y cobra especial importancia en el transito
metabdlico, intercambio de sustancias y nutricion de las células. Una de las
principales funciones que se le atribuye al osteocito y al LCS es la capacidad
de sensar y transducir los estimulos mecanicos que acttan sobre el hueso %°.

La ubicacion estratégica de los osteocitos en el interior de la matriz 6sea
hace que sean excelentes candidatos para detectar la necesidad de
remodelacion durante la adaptacion funcional a las cargas y de reparar
microfracturas, en ambos casos transmiten sefiales a las células efectoras
encargadas de la formacion y resorcibn Oseas. Funcionan como
mecanorreceptores que traducen el estimulo mecanico en sefales
biogquimicas, captando las fuerzas mecanicas a través de proteinas de
membrana (integrinas) ancladas a la matriz extracelular, las cuales reconocen
el estrés mediante cambios en la presion del flujo a través del LCS**?°.

En el hueso, a este proceso se lo ha dividido en 4 etapas:

1) acoplamiento mecanico: deteccion de las cargas por células
mecanosensibles,

2) acoplamiento bioquimico: conversion de la sefial fisica en sefal
bioquimica,

3) transmision de la sefial bioquimicay
4) respuesta de células efectoras?®.

Estas trayectorias de las sefales, asi como la expresion del Factor de
Crecimiento Transformante B (TGF-B) y Proteinas Oseas Morfogenéticas
(BMP), estimulan la diferenciacion y la actividad de los osteoblastos, reducen
su apoptosis y mejoran la formacion Osea. Las expresiones del Factor de
Crecimiento Fibroblastico-23 (FGF-23) y Proteina de Matriz Dentinaria-1 (DMP-
1) contribuyen al control osteocitico del metabolismo 6seo®’.

En trabajos de Bozal et al.?® y de Ferreyra et al.*® se ha visto que el

osteocito responde a estimulos mecénicos e inflamatorios agrandando
significativamente el tamafio de su laguna a las 24 horas de aplicado el
estimulo, cambiando la forma eliptica de la misma haciéndola redondeada.
Posteriormente, los mismos autores comprobaron que esta respuesta
morfologica se hacia evidente ya desde las 2 horas de aplicado el estimulo y
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antes de cgue en el hueso se manifiesten cambios en el patron de reabsorcion y
formacion®*3",

Si bien con frecuencia se considera al osteocito una célula poco activa
lo expresado aqui demuestra que desempefia un rol central en el
mantenimiento de las propiedades biomecéanicas y en la vitalidad del tejido
0seo.

Osteoclastos

Son células multinucleadas (de hasta 10 a 12 nucleos), de citoplasma
acidofilo, que miden aproximadamente 100u de diametro, ricas en Anhidrasa
Carbénica y Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (TRAP), se desarrollan a
partir de monocitos originados en el tejido hematopoyético de la médula y se
disponen sobre las superficies 6seas de manera aislada o0 en grupos poco
numerosos; reabsorben hueso y son controlados por mecanismos hormonales
y celulares.

Es caracteristico de estas células que la zona de su membrana que esta
en relacion con el tejido 6seo se encuentre con pliegues o “ribete en cepillo”. A
ambos lados de la zona de plegamiento la membrana se aplana y se adhiere
mas intimamente al hueso, asi el espacio comprendido entre ambos, es un
microambiente que se halla aislado del intersticio medular. EI segmento de
citoplasma adyacente a la zona aplanada esta libre de organelas y se la
denomina zona clara, contiene abundantes filamentos de actina que se
relacionan con la capacidad de traslacion de la célula®.

Il. 1. b) MATRIZ OSEA

La matriz 6sea es la responsable de las extraordinarias propiedades
biomecéanicas del hueso: las fibras colagenas le proporcionan flexibilidad y
resistencia a la tension mientras que las sales minerales le confieren dureza,
rigidez y resistencia a la compresion.

Consiste en una red compleja de macromoléculas que participa
activamente en el metabolismo celular y regula el comportamiento de las
células que estan en contacto con ella'’; estd formada por un componente
inorganico y otro organico.

La parte inorganica se compone principalmente de fosfato célcico y la
precipitacion de estos elementos en forma cristalina, depende de la accion de
las diferentes proteinas no colagénicas de la matriz. Las concentraciones en
humanos de calcio y fosforo representan el 99% y el 85%, respectivamente,
del contenido total de éstos en el organismo. Los cristales minerales del hueso
se deben clasificar como apatitas, mas que como hidroxiapatita, de acuerdo a
su composicion de carbonatos y combinaciones de fosfato y calcio amorfas®?.
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El componente organico se halla integrado por proteinas colagénicas
(85 a 90%): colageno tipo | (>95%) y colageno tipo IV (<5%) y una pequefia
proporcién de otras proteinas no colagénicas (10 a 15%) de gran importancia
para la proliferacion y diferenciacion celular, asi como también, para la
adhesion célula-célula y célula-sustrato.

Han sido descriptas las siguientes proteinas®*3>3¢3":

Glicoproteinas fosforiladas

e Colageno tipo I: las moléculas de colageno se unen transversalmente
con moléculas de piridina.

e Osteonectina (ONN): tiene gran afinidad por los iones de calcio, puede
actuar como inhibidor del crecimiento de los cristales de apatita, pero tiene
importante accion en el inicio de la mineralizacion.

» Sialoproteina Osea (BSP): implicada en la adhesion celular y es un
importante nucleador de cristales de apatita e indicador temprano de
diferenciacion osteoblastica.

e Osteopontina (OPN): implicada en la adhesién celular de osteoblastos y
osteoclastos, producida por células mesenquimaticas en las primeras fases
de diferenciacion osteobléstica.

e Fibronectina (FNN): no es exclusiva del hueso, promueve la
mineralizacion mediante la fijacion de los cristales de hidroxiapatita.

e Vitronectina (VNN): involucrada en la fase inicial de la adhesion celular
en superficies implantarias.

e Osteoprogesterina (OPG): también denominada Factor Inhibidor de
Osteoclastogénesis (OCIF), forma parte de la familia del Factor de Necrosis
Tumoral, producida por células mesenquimales y osteoblastos, inhibe la
diferenciacion osteoclastica.
Glicoproteinas gamma-carboxiladas
e Osteocalcina (OCN): regula la maduracion mineral, tamafio y renovacion
del cristal de apatita, es el mayor producto de osteoblastos y osteocitos.
Proteglicanos

e Biglican: se relaciona con los preosteoblastos y con la agrupacion de
cristales minerales en ausencia de Sialoproteina 0sea.

e Decorin: importante funcién en la formacion de la red de coldgeno.

Glicosaminoglicanos (mucopolisacéaridos)

e Acido hialurénico: presente en las fases iniciales de la matriz
extracelular no mineralizada.
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Fosfolipidos y lipoproteinas

e Realizan el reagrupamiento de las vesiculas matriciales en las
membranas nucleares y actian como nucleadores de cristales de
hidroxiapatita.

Enzimas

e Fosfatasa alcalina (ALP): marcador de la mineralizacion y del fenotipo
osteoblastico.

e Fosfatasa acida (TRAP): es especifica de la expresion osteoclastica.

e Metaloproteinasas (MMP): degradan colageno tipo 1y IV, proteoglicanos
y fibronectina. Son reguladas por Inhibidores Tisulares de
Metaloproteinasas de Matriz (TIMPS).

Prostaglandinas

Producidas por células mesenquimaticas indiferenciadas (MCSs) y
osteoblastos, en un principio la Prostaglandina E2 (PG-E2) tiene efecto
resortivo sobre el hueso, pero también favorece la sintesis de colageno tipo |y
la produccién de Factor de Crecimiento Similar a la Insulina (IGF).

ll. 1. c) MACROESTRUCTURA OSEA

Podemos diferenciar dos tipos de hueso: esponjoso o trabecular y
cortical o laminar (denso o compacto); también se puede incluir aqui lo que
[lamamos hueso reticular (woven bone) que se observa durante el desarrollo
embrionario, en la formacién del callo durante la cicatrizaciéon de una fractura y
en algunos estados patoldgicos con formacion de hueso displasico como el
hiperparatiroidismo o la enfermedad de Paget®®. Esta formado por manojos de
fibras colagenas organizadas al azar y espacios vasculares de forma irregular
cubiertos de osteoblastos; normalmente este tipo de hueso es reemplazado
por esponjoso o cortical.

El hueso cortical provee proteccion y soporte, aparece como compacto
o denso, las laminas 6seas se adosan estrechamente sin dejar cavidades, es
remodelado por medio de canales vasculares que invaden el hueso
embrionario desde las superficies endostales y periostales; esto forma las
tablas internas y externas de los huesos planos y la superficie externa de los
huesos largos. La resistencia de este tipo 6seo es 10 veces mayor a un mismo
volumen de hueso trabecular.

Ningun limite exacto puede marcarse entre los distintos tipos de hueso,
debido a que uno se va convirtiendo en el otro e histolégicamente poseen los
mismos elementos constitutivos. Entre el nacimiento y la madurez el esqueleto
aumenta de tamafo y la fuerza adapta sus partes a demandas mecanicas,
entre otras®.

La unidad estructural 6sea (BSU) primaria del hueso cortical o compacto
es una osteona, también conocido como sistema haversiano, que consiste en
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un cilindro de hueso laminar en forma de anillos concéntricos orientados
longitudinalmente, con un canal neurovascular central llamado conducto de
Havers. Entre las ldminas concéntricas de matriz mineralizada se encuentran
las lagunas elipticas que albergan a los osteocitos. Canales de orientacion
horizontal, conductos de Volkmann, conectan osteonas adyacentes
proporcionando conductos vasculares y linfaticos para el intercambio
metabdlico y el trafico de las sefiales solubles como hormonas y proteinas.

La dependencia vascular del hueso esta acentuada por la rica red que
penetra en su estructura asegurando que no haya células a una distancia
mayor de 200 um de la fuente nutricia.

El hueso esponjoso o trabecular yace entre las superficies 6seas
corticales o compactas y no esta estructurado por osteonas, sino que presenta
un patrén de nido de abejas, o0 mas bien, [aminas intersticiales dispuestas en
forma superpuestas, no concéntricas, formando tabiques o placas llamadas
trabéculas que contienen espacios mas o menos amplios e irregulares
ocupados por médula dsea y elementos hematopoyéticos. Los vasos
sanguineos penetran directamente en el hueso esponjoso y permiten el
intercambio de nutrientes con los osteocitos™,

El trabeculado no se orienta al azar, es perpendicular a las fuerzas
externas, su distribucién y organizacién espacial es direccional (anisotropica)
para proveer el soporte estructural necesario, siempre dependiendo de la
localizacion anatomica. Esta disefiado para responder rapidamente a las
necesidades fisiologicas, teniendo en cuenta la densidad celular por unidad de
volumen con respecto al hueso cortical. Se puede distinguir una trabécula
primaria formada por fibras colagenas estructuradas en forma paralela entre si
y una trabécula secundaria, resultado del proceso de remodelacién y
delimitada por una linea ondulada o festoneada basoéfila*'.

Il. 1. d) METABOLISMO OSEO

La dindmica funcional del tejido 6seo esta sujeta a factores locales y
hormonales; que intervienen en los procesos metabodlicos a través de la
regulacion del calcio, del fésforo y del balance acido-base del organismo®.

Tres de las hormonas calciotropas que afectan directamente al hueso
son: la calcitonina, la vitamina D y la hormona paratiroidea.

La calcitonina es secretada por las células parafoliculares de la
glandula tiroides, en respuesta a un nivel de calcio sumamente creciente en el
plasma y sirve para inhibir la actividad metabdlica celular dependiente del
calcio, es hipocalcemiante, también tiene efectos inhibitorios en la resorcion
(Ganong et al 2006) frenando la actividad osteoclastica (por un mecanismo aun
desconocido) y se sugiere que acelera el proceso de reparaciéon ésea*;
también facilita la recuperacion del nivel basal de calcio. En el intestino inhibe
la absorcién de calcio sin afectar a la de fosforo.
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La hormona paratiroidea (PTH) se sintetiza en la glandula paratiroides
y su principal funcién se relaciona con el aumento de la calcemia. Esta accion
la realiza actuando directamente sobre los receptores en el hueso y el rifion e
indirectamente sobre el intestino. Activa a los osteoblastos, que expresan una
serie de factores para activar la resorcibn de hueso por parte de los
osteoclastos; lo cual moviliza calcio desde el hueso e incrementa el flujo del
mismo y mantiene el nivel de calcio extracelular del cuerpo relativamente
constante. También es la principal reguladora de la excrecion de calcio:
disminuye la filtracion renal y aumenta la reabsorcion tubular, aunque por sus
efectos a otros niveles, la PTH puede aumentar la calciuria®.

La vitamina D y su derivado activo el 1,25 — dihidroxicolecalciferol,
promueven la formacion de proteinas a las que se les adosa el calcio, estimula
la absorcion intestinal y reabsorcion renal de calcio. Es decir que su funcion
tiene 6rganos diana iguales a los de la PTH (hueso, rifidn e intestino); entonces
PTH y vitamina D tienen acciones sinérgicas sobre los niveles de calcio en
sangre.

El metabolismo 6seo también se ve afectado por una serie de proteinas
y factores de crecimiento, liberados por plaquetas, macrofagos y fibroblastos.
Estos elementos pueden inducir a las células mesenquimales indiferenciadas a
migrar, proliferar y diferenciarse en células 6seas*’ .

Dentro de las proteinas que mejoran la formacion ésea encontramos:
Proteinas Oseas Morfogenéticas (BMPs), Factor de Crecimiento Similar a la
Insulina (IGF), Factor de Crecimiento Transformante (TGF), Factor de
Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF) y Factor de Crecimiento
Fibroblastico (FGF), entre otros*°.

Las BMPs son un grupo de glicoproteinas derivadas de la matriz 0sea
que dirigen el desarrollo embriolégico de células, es decir que inducen
diferenciacion  celular. Aunque tipicamente presentes solo en
cantidades/minuto en el cuerpo, varias BMPs han sido sintetizadas usando
tecnologia recombinante de ADN y estan actualmente en ensayos clinicos para
evaluar su potencial en el tejido 6seo en los seres humanos*"*,

Las acciones biolégicas de las BMPs son mediadas por receptores
especificos en la membrana celular que son del tipo serina/treonina cinasas,
los cuales fosforilan proteinas intracitosélicas, llamadas SMAD, activandolas y
envian sefiales hacia el ntcleo de los genes que responden a las BMPs*. Son
recogidas, inicialmente, de la matriz extracelular de hueso y producidas por
MSCs y osteoblastos, actian mas en la diferenciacion osteoblastica que en su
proliferacion e inducen a la produccion de osteocalcina®.

Se han identificado BMP-1 hasta BMP-16 y cabe destacar la funcion de
la BMP-7, llamada también Proteina Osteogénica-1 (OP-1) que es
osteoinductiva®, actGia en la reparacién de huesos largos, hueso alveolar, la
diferenciacién de osteoblastos, condroblastos y adipocitos®.

De acuerdo a la secuencia de aminoacidos se revela que pertenecen a
la familia del Factor de Crecimiento Transformante B (TGF- B) °*°* éste y otros
factores de crecimiento son proteinas solubles y multifuncionales, producidas
por una gran variedad de células, que operan en el hueso uniéndose a
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receptores especificos de membrana, situados en la superficie de la célula
sobre la que actuan y a partir de alli, intervienen en la regulacién de la
angiogénesis, formacion 0sea, sintesis de matriz extracelular y control de la
actividad mediada por células. Junto a osteonectina, osteocalcina y
fibronectina son activadores celulares y facilitan su migracion®>.

Remodelado y modelado 6seo

El esqueleto cuenta con la habilidad de renovarse continuamente
mediante el proceso de remodelamiento 6seo (turnover) que comienza
tempranamente, en el (tero, y continla hasta la muerte del individuo.
Corresponde al reemplazo periddico de hueso viejo y dafiado por hueso nuevo,
en el mismo sitio, reparando el dafio por fatiga o microfracturas del tejido que
pudieran producirse por la acumulacion de mineral. Este proceso es el
responsable de la completa regeneracion del esqueleto adulto cada 10 afios°.

Las poblaciones celulares que participan en este proceso secuencial -
los osteoblastos y osteoclastos- actuan bajo distintos mecanismos de control
molecular y en conjunto, estas células forman una estructura anatémica
temporal, denominada Unidad de Remodelado Oseo (URO)*, ejecutan la
remodelacion 6sea y la cantidad de hueso formado por ésta, se llama unidad
basica estructural. Una serie de estimulos afectan el recambio 0seo en
cantidad y calidad de tejido producido, incluyendo hormonas, citocinas y
estimulos mecéanicos®.

El remodelado es un proceso ciclico que comienza con el hueso en
estado de reposo y culmina de igual manera. En todo el esqueleto y en un
periodo de tiempo dado millones de estas UROs se encuentran operando en
diferentes estadios del ciclo. Para que se inicie el proceso debe existir una
correcta comunicacion osteoblasto-osteoclasto asociados en tiempo y espacio
en la misma URO y diferentes estimulos entre los que se encuentran:
generacion de microfracturas con pérdida de carga mecanica, baja
concentracién del Calcio en el liquido extracelular (LEC) y alteracion en la
concentracion de hormonas y citoquinas.

La apoptosis del osteocito produce sefales regulatorias que
desencadenan la diferenciacion osteoclastica para iniciar la reparacion del
hueso dafiado. Los osteocitos determinaran qué parte del hueso se degradara
ya que censan estimulos y mediante sus prolongaciones dendriticas envian
seflales quimicas (citoquinas), que se encuentran involucradas en la
interaccion celular, hacia la superficie 6sea. En este sentido, dos de las
seflales osteociticas potenciales involucradas en la iniciaciéon del
remodelamiento son el TGF-B y el 6xido nitrico (NO), las que inducirian en las
células de la progenie osteoblastica, la secrecion del Factor Estimulante de
Colonia de Macrofagos (f-SCM), citoquina indispensable para el reclutamiento,
diferenciacion y sobrevida de células del linaje osteoclastico. Este grupo de
citoquinas pertenece al sistema regulador del remodelamiento éseo llamado:
Sistema RANK - RANKL - OPG *°
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. RANKL.: ligando situado en la superficie de osteoblastos.
. RANK: receptor del anterior situado en la membrana de osteoclastos.
. OPG (Osteoprotegerina): proteina sintetizada por osteoblastos.

La PTH estimula la liberacion al medio del ligando del receptor activador
del factor nuclear NF-kB (RANKL); este factor es una proteina sintetizada por
osteoblastos, células en reposo y células del estroma. El RANKL se unira al
receptor-activador del factor nuclear RANK, que se encuentra presente en la
membrana del preosteoclasto, favoreciendo su diferenciacion, activacion a
osteoclasto maduro y sobrevida, inhibiendo su apoptosis.
La osteoprotegerina (OPG) es un receptor trampa (sefiuelo) que actia como
antagonista del RANKL. Es una proteina liberada por los osteoblastos en forma
soluble para proteger al esqueleto de una excesiva resorcidén 6sea. Al unirse al
RANKL lo bloquea para su union al RANK inhibiendo la diferenciacion y
activacion del precursor osteoclastico y aumentando su apoptosis, por lo cual
la relacién RANKL/OPG es indicativa de la osteoclastogénesis®.

El proceso de remodelacion implica las siguientes etapas (Figura 11.2):
e Activacion de las células osteogénicas precursoras.
e Resorcion activa del hueso.
e Periodo de descanso o reversion.

e Formacién de hueso nuevo.

La activacion produce la atraccion desde la circulacién de precursores
osteoclasticos mononucleares, cuya diferenciacion celular a multinucleados es
realizada por citoquinas provenientes de las células en reposo que tapizan la
superficie 6sea y otras células del mesénquima. Los preosteoclastos se pegan
a la superficie a reabsorber mediante receptores de integrinas, presentes en
sus membranas, que tienen la particularidad de unirse a determinados
péptidos presentes en la matriz extracelular que contienen la secuencia
arginina-glicina-aspartico. Dicha unién delimita un compartimento denominado
“laguna de resorcién" y desencadena la polarizacion del osteoclasto que emite
prolongaciones citoplasmaticas llamadas "ribete en cepillo" a través de las
cuales volcara sus productos iniciando la siguiente fase denominada de
resorcion propiamente dicha.

Durante la fase resortiva una bomba de protones (H+) especifica y
otros canales i6nicos presentes en la superficie activa del osteoclasto
producen una disminucion considerable del pH en la laguna de resorcion. Esta
acidificacion es acompafada por la secrecion de una serie de enzimas
lisosomales tales como Fosfatasa Acida Tartrato Resistente (TRAP) vy
Catepsina K, asi como metaloproteasas de la matriz (MMP) entre las que se
encuentran colagenasas, como la MMP-9. La disminucién del pH en forma
conjunta con la liberacién de enzimas que presentan actividad maxima a pH
acido, produce la degradacion del cristal de hidroxiapatita y en forma
subsiguiente la del colageno, creando cavidades u hoyos erosivos
denominadas "lagunas de Howship"®* en el hueso trabecular y tlneles
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cilindricos en el hueso cortical®?>. Generalmente se encuentra sélo uno o a lo

sumo dos osteoclastos en el mismo sitio resortivo pero, en condiciones de
resorcion exagerada, es posible encontrar hasta cuatro o cinco células
resortivas®®®*. Este proceso es rapido ya que dura aproximadamente 10 a 12
dias finalizando con la apoptosis del osteoclasto y es seguida por la fase
reversa.

En la etapa de reversion la laguna de resorcion es reemplazada por
monocitos y osteocitos, que fueron liberados de la matriz mineralizada durante
la resorcion, y por preosteoblastos que fueron reclutados para comenzar a
formar nuevo hueso. En esta etapa es donde se producen las sefales de
acoplamiento mas importantes y los osteoblastos son atraidos al lugar donde
se generd previamente la resorcion.

La formacién comprende dos etapas, una en la que los osteoblastos
sintetizan primeramente la matriz del osteoide y luego otra que regulan su
mineralizacion. Los osteoblastos provienen de progenitores mesenquimaticos
que pueden proliferar y diferenciarse a precursores osteoblasticos,
preosteoblastos y osteoblastos maduros® desde los tejidos conectivos
circundantes. Los osteocitos también participan en la finalizacion del proceso
de formacion ya que secretan una citoquina denominada esclerostina que tiene
la particularidad de suprimir la funcién osteoblastica®®®’.

La remodelacion incluye una continua remocién de tejido éseo seguida
por una sintesis de nueva matriz y su mineralizacién en la misma superficie®®.

Este proceso, junto con la reparacion, es el inico mecanismo por el cual
se forma nuevo hueso en los adultos®®, el mismo puede conservar o remover
pero no adiciona 0 aumenta hueso’; es decir que resorcién y neoformacion
estan intimamente acoplados y el resultado es que no hay cambios en la masa
Osea.

Un ciclo completo de aposicion y resorcion (turnover) lleva entre 6 y 9
meses’ en humanos y en condiciones de normalidad, independientemente,
gue se trate de hueso compacto o esponjoso ya que ambos poseen la misma
estructura histolégica’®. Este tiempo se lo conoce como sigma y su duracion
es distinta de acuerdo a la especie en cuestion.

A diferencia del remodelado, el modelado no se encuentra acoplado, la
formacion puede producirse donde previamente no existio resorcién, siendo asi
el responsable del crecimiento en largo y ancho de los huesos .
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Figura I1.2: Esquema ciclo de remodelado 6seo”

Il. 1. e) REPARACION Y REGENERACION OSEA

Varias de las funciones fisiologicas del organismo: sintesis de colageno,
mineralizacion y respuesta vascular, entre otras; son las que se ponen en
marcha ante un trauma o una lesién sobre el tejido 6seo. En la biologia del ser
humano los procesos cicatrizales son vitales, éstos estimulan la diferenciacion
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y multiplicacién celular para restituir los tejidos perdidos o lesionados ante una
injuria.

El proceso de reparacion involucra una cascada de eventos que
comienza con la formacién del coagulo de fibrina, tapdn inicial de plaquetas,
degranulacién del contenido de los granulos a en el sitio y liberacién de
distintos factores de crecimiento: Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas
acido y basico (PDGFaa y PDGFbb), Factor de Crecimiento Transformante 31
y 32 (TGF-R), Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF) y Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGF). Todos ellos tienen la caracteristica de ser
mitdgenos e interaccionan con los diferentes componentes de la matriz
extracelular y células presentes en el lugar de la lesién” para estimularlas a
entrar en ciclo celular.

La angiogénesis es un proceso de neoformacion vascular sobre una red
preexistente, es esencial para el desarrollo y reparacion del hueso, no sélo
para el suficiente suministro nutritivo y el transporte de macromoléculas e
invasion de células, sino también porque gobiernan el microambiente
metabolico. A pesar de su papel central, muy poco se sabe sobre los procesos
iniciales de formacion vascular y la funcion de la microvasculatura durante la
reparacion de hueso.

El desarrollo de un hematoma que rodea el area del defecto es el
acontecimiento inicial, que va acompafiado de un aumento significativo de la
permeabilidad microvascular y del caudal de sangre. Con la reabsorcion del
hematoma y la maduracion vascular, decrece la permeabilidad mientras se
incrementa la densidad vascular y la perfusion tisular®.

Los vasos sanguineos alrededor de la lesion reciben la sefial de
producir enzimas como proteasas, que degradan la membrana basal endotelial
y bajo el estimulo del Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (VEGF) y
angiopoyetinas 1 y 2, comienzan a formar brotes de nuevas células
endoteliales, que también son estimuladas por una baja tensién de oxigeno en
los tejidos dafiados. Estos brotes migran hacia el interior de la lesion
acompafnados de fibroblastos que forman matriz extracelular para el soporte y
maduracién posterior de los capilares’”®'. Estos estimulos son los necesarios
para que se diferencien las células osteocompetentes que van a realizar la
reparacion del tejido 6seo perdido o lesionado.

En el tejido 6seo tanto reparacion como regeneracion se llevan a cabo a
través de un grupo de células denominadas, de acuerdo a su capacidad de
mitosis, estables o quiescentes, que soélo funcionan bajo determinadas
circunstancias; se mantienen en estado latente y son estimuladas por una
injuria a diferenciarse desde células mesenquimales en las necesarias para
devolver al tejido morfologia y funcion perdidas.

El mecanismo por medio del cual se produce la reparacion ésea ha sido
descripto por Parfait’®, lo denominé coupling, y se relaciona intimamente con la
diferenciacion del osteoblasto y la presencia indispensable de capilares.

En el esqueleto adulto, es llevada a cabo por estructuras anatomicas
temporales, llamadas Unidades Basicas Multicelulares (BMU), dentro de las
cuales, los osteoblastos y los osteoclastos mantienen relaciones espaciales. La
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estructura anatdémica caracteristica de una BMU es: un vaso capilar, el cual
juega el papel mas importante, ya que es la fuente nutricia de las células
mesenquimales que se van a diferenciar en osteoblastos. Estas células
mesenquimales son los pericitos, planos y estrellados, originados en la cresta
neural, que revisten y soportan los capilares y vénulas, compartiendo
membranas basales con las células endoteliales. Al diferenciarse en
osteoblastos, es notable su ausencia en los sinusoides. Aunque las sefales
para la diferenciacion del osteoblasto son aditivas, la sefial esencial primaria
proviene de la alta concentracion de factores de crecimiento liberados en el
sitio de la lesion.

Durante la etapa de reparacion, los fibroblastos presentes en el tejido
granulacién formado en el sitio de la lesién, constituyen el soporte para la
creciente vasculatura y forman la matriz colagena. Los osteoblastos secretan
osteoide, que va mineralizandose en forma gradual, formando un callo reticular
en el lugar de la fractura, el cual actia como puente entre los fragmento de
tejido 6seo. La resistencia al movimiento del tejido formado es débil en los
primeros momentos, pero a medida que el callo continle su osificacion,
aumentara su resistencia a las fuerzas mecanicas.

El proceso se completa durante la etapa de remodelacién, en la cual, el
hueso es restaurado a su forma, estructura y resistencia original. Las fuerzas
locales actuantes durante este periodo condicionan la densidad, geometria,
espesor y orientacion del trabeculado para una mejor adaptacion a las
demandas mecanicas del sector.

Il. 1. f) CICATRIZACION ALVEOLAR POST EXTRACCION

Estas caracteristicas particulares han hecho que sea motivo de
diferentes estudios, en animales de experimentacion, en condiciones normales
y también bajo distintas circunstancias que pueden alterar el normal curso de
este proceso. Se ha visto que el modelo experimental en animales tiene
grandes similitudes con lo que sucede en humanos, tanto en la cicatrizacion
alveolar como en los cambios remodelativos del reborde residual®.

La secuencia de etapas de reparacion, desde el mismo momento de la
extraccidn dentaria, ha sido descripta en estudios histolégicos, radiograficos e
histomorfométricos en modelos experimentales sobre ratas, perros y
monos®8312784 | as observaciones publicadas en estos modelos no siempre
son representativas de lo que ocurre en humanos, sin embargo, son
comparables con modelos de estudios histolégicos de cicatrizacién ésea post
extraccion en humanos que han confirmado ampliamente las observaciones
provenientes de estudios en animales®%%’.

Es importante recordar que el metabolismo 6éseo de humanos, ratas y
perros, tiene una cinética propia en cada etapa, al igual que los mecanismos
desencadenados durante la cicatrizacion posterior a una exodoncia. Se sabe
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que en humanos este proceso es mas lento que en perros® y también que en
ratas, ya que éstas tienen un indice de actividad metabdlica cinco veces mas
rapida que el humano®.

Etapas de cicatrizacion alveolar

La exodoncia activa inmediatamente, una secuencia de inflamacién
temprana, reparacion y remodelacion tardia. El alvéolo se llena de sangre
proveniente de los vasos cortados, los cuales contienen proteinas y células
dafadas. Estas células inician la formacion de una red de fibrina que junto con
las plaguetas forman un coagulo en las primeras 24 horas. Este coagulo actia
como una matriz fisica dirigiendo el movimiento de las células, incluyendo las
células mesenquimales y los factores de crecimiento.

Las bacterias de la cavidad bucal colonizan el coagulo y generan una
inflamacion aguda del tejido que lo rodea favoreciendo la llegada de neutréfilos
y macrofagos al sitio de la herida para digerir las bacterias y los restos
celulares, liberando factores de crecimiento y citocinas que inducen y amplian
la migracion celular °.

Dentro de los 2 dias posteriores a la extraccion podemos observar al
microscopio remanentes de ligamento periodontal residual adherido al margen
del alveolo.

La inflamacion generada provoca una disminucion del pH (4-6) y de la
tension parcial de oxigeno (hipoxia), ambos procesos son los estimulos
necesarios para que comience la revascularizacion del coagulo, la migracion
de células pluripotenciales, osteocompetentes, la mitogénesis de células
osteoprogenitoras y también de fibroblastos; dando lugar a la formacion de un
tejido de granulacion con una importante red vascular. También aparecen
osteoclastos que se ubican a lo largo de la cresta ésea y producen una severa
resorcién del hueso alveolar durante los 4 a 7 dias siguientes post extraccion®.

Al final de la primera semana se observa una delicada linea de
trabeculado 6seo con osteoblastos, principalmente, en el tercio medio y apical
del alveolo junto con abundante tejido conectivo y capilares neoformados®.
Emergiendo desde el hueso maduro de las paredes alveolares son visibles
fibras colagenas birrefringentes (menores de 5 uym de diametro) que se
extienden dentro del tejido de granulacion en el interior del alveolo y que
cursan entre la linea de osteoblastos y el centro mismo alveolar. El relleno
alveolar de hueso reticular se extiende desde el margen con trabéculas de
disposicién ordenada que se irradian hacia el centro del alvéolo.

En la segunda semana, debido a la progresiva neoformacion 6sea, el
alvéolo esta ocupado con tejido conectivo maduro y hueso inmaduro reticular
en la porcién apical del alvéolo®. Osteoblastos robustos y procesos que
asemejan dedos de trabeculado primario se alinean sobre fibras de colageno
tipo 11l que junto con los remanentes de ligamento periodontal forman un marco
preliminar a lo largo del cual se orientan las trabéculas. Estas fibras,
Opticamente activas, se componen de haces de fibras més finas y se
mantienen dentro de la matriz 6sea®, colaborando en la migracién de células
osteoprogenitoras a partir de las cuales se diferencian osteoblastos que forman

Maria A. Bar6 32




Cicatrizacion alveolar en ratas con dieta rica en Sacarosa

el trabeculado 6seo. Amler et al.** describié por primera vez, una red de fibras
argiréfilas muy ordenada en la periferia del alvéolo post extraccion humano,
que se asemeja a las fibras de colageno tipo Il y IV descriptas en la matriz
Osea.

A intervalos posteriores (17, 20 y 30 dias post extraccion) el huevo
alveolar se va remodelando con numerosas lineas de inversion y mezcla de
hueso laminar y reticular. Todo esto ocurre mientras el tejido conectivo madura
junto al epitelio que va queratinizandose. Hacia la tercera y cuarta semana el
sitio de la extraccion aparece ocupado por un tejido 6seo trabecular, que
contiene un gran nuamero de células 6seas y una disposicion de osteonas
primarias, que gradualmente va siendo reemplazado por hueso laminar y
matriz 6sea; llenando aproximadamente el 88% del volumen alveolar®™, que se
completarda a los dos meses de realizada la extraccion. El depdsito de tejido
continuara por varios meses pero no alcanzara el nivel 6éseo de los dientes
vecinos®.

Guglielmotti y Cabrini®" crearon un modelo experimental en animales
gue permitid cuantificar la cicatrizacion alveolar en ratas Wistar sobre la base
de parametros histomeétricos, incluyendo la densidad de volumen de hueso,
entre otros. Las medidas fueron limitadas a un rectangulo perfilado sobre tercio
apical del alvéolo. Aunque ningun analisis estadistico fue aplicado, la
densidad de volumen de hueso maxima fue alcanzada al dia 30 post-
operatorio. Los autores publicaron que la formacién de hueso maxima y el
volumen maximo alveolar ocurrieron durante el dia 14 después de la
extraccion de diente.

Dentro de los primeros seis meses posteriores a una extraccion dentaria
se va a producir la mayor pérdida de los tejidos que rodeaban al elemento
dentario, principalmente, el tejido 6se0®®%. Atwood'® dividi6 en cuatro
categorias a los factores que afectan la tasa de reabsorcion:

o Anatémicos: cantidad, calidad y forma del hueso residual.

o Metabdlicos: hormonas como PTH y Vitamina D que regulan el
metabolismo 0seo.

o Funcionales: correcta relacion céntrica y dimension vertical en el uso de
protesis.

. Protéticos: uso o no de protesis que devuelvan anatomiay funcién.

El grado de reabsorcion del reborde residual esta estrechamente
relacionado con el tiempo de la extraccion'®1%%1% tanto en maxilar como en la
mandibula; pero Tallgren'® demostré que la reabsorcién de la mandibula es
cuatro veces mayor con respecto al maxilar en humanos.

Il. 2. DIETA RICA EN SACAROSA
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La sacarosa o0 azucar comun es un elemento de alto consumo
constitutivo de la dieta de la poblacion en general. Es un disacarido formado
por: alfa-D-glucopiranosil (1->2) -beta-D-fructofurandsido, su férmula quimica
es: (C12H22011) Y su estructura quimica se describe en la Figura 11.3.:

Figura 11.3: Esquema de estructura quimica de sacarosa

Distintos  estudios  epidemiol6gicos, mayormente en paises
industrializados, muestran la relacion directa existente entre el mayor consumo
de azlcar u otros carbohidratos y el aumento en el deterioro de la salud dental
y periodontal'®. Los efectos adversos producidos sobre los tejidos
mineralizados (hueso, esmalte y dentina) son motivo de constantes
investigaciones debido a la falta de conocimiento del mecanismo por el cual se
afectan dichos tejidos.

Son muy conocidos los resultados del gran consumo de hidratos de
carbono sobre la superficie del esmalte, favoreciendo el inicio y la progresion
de caries por induccion a la produccion de acidos por parte de
microorganismos presentes en el biofilm de los elementos dentarios®¥ %,
Porcentajes mayores al 41% de sacarosa en la dieta pueden producir en ratas
jovenes alteraciones en la diferenciacion y metabolismo de los odontoblastos,
causando disminucién del fluido dentinario, con menor formacién de dentina y
de componentes minerales de la misma®®’.

Pékkala et al.'** observaron en animales de experimentacién, tanto
durante la lactancia como en periodos experimentales, una reduccién en la
dentinogénesis sin cambios en el ancho de la capa de predentina. También
notaron un aumento en la calciuria y disminucion en la excrecion urinaria de
fésforo, potasio y sodio; sin producir cambios en los volumenes de dicha
excrecion ni alteraciones en los niveles séricos de minerales ni de insulina.

En relacion con el tejido 6seo se observé que disminuye el volumen vy el
grosor del hueso trabecular'®® alterando sus propiedades materiales'”’, con la
consecuente disminucion de la resistencia a las fuerzas mecanicas y a las
fracturas, en tibias y fémures de ratas>®'°® de ambos sexos; conjuntamente
con una reduccion de las concentraciones de calcio y fésforo, decreciendo la
mineralizacion®.
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No se ha determinado cual es la via y la forma por la cual esta dieta
produce los mencionados efectos sobre el tejido 6seo. Pero se describe que la
ingesta prolongada de sacarosa produce, también, hiperinsulinemia y
resistencia a la insulina en las ratas, lo que conduce a intolerancia a la glucosa
e hiperglucemia'®*'°. Asi, el aumento de los niveles de glucosa en sangre
induce a la excrecién de calcio en orina™! y la hiperinsulinemia inhibe la
reabsorcion tubular renal de calcio™*#*2.

La ingestién excedida de galactosa, fructosa, glucosa’™® y sacarosa ha
sido observada en diferentes estudios y se publicé que producen una
respuesta calciurética. Esta respuesta es compatible con los efectos que cada
uno de estos constituyentes de la dieta tienen sobre la secrecion de insulina y
el aumento de la excrecion urinaria de calcio.

Todos los trabajos consultados muestran las alteraciones Oseas
producidas por una dieta rica en sacarosa en diferentes huesos de la
economia en animales de experimentacion; nada esta descripto de lo que
ocurre o como influye esta dieta a nivel de los maxilares ni del alveolo post
extraccion de ratas.
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lIl. HIPOTESIS

En las ratas alimentadas con una dieta rica en sacarosa la reparacion
del alvéolo post extraccidn es mas lenta y el hueso que se forma es de menor

calidad que en el mismo proceso en ratas alimentadas con una dieta
balanceada estandar.
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IV. OBJETIVOS

IV. 1. Objetivo general:

Estudiar y cuantificar los efectos producidos por una dieta rica en
sacarosa sobre el tejido 6seo, durante la cicatrizacion alveolar post extraccion.

IV. 2. Objetivos especificos:

¢ Realizar el estudio histomorfométrico de las lagunas osteociticas del tejido
0seo.

e Medir cantidad y calidad de hueso neoformado.
e Porcentaje de hueso en reabsorcion y en neoformacion.

e Comparar tiempos de cicatrizacion con la dieta rica en sacarosa.
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V. MATERIALES Y METODOS

El presente estudio fue de tipo experimental, prospectivo y longitudinal.
Con una variable independiente, la dieta rica en sacarosa y las variables
dependientes de la anterior son la cantidad y calidad del hueso formado y el
tiempo que tarde en formarse.

La metodologia atraumatica usada en este estudio para la extraccion de
molares” y los métodos histomorfométricos  fueron  realizados
semiautomaticamente, con exactitud, sobre la base de procedimientos
estereoldgicos standards descriptos por Weibel*** que permiten evaluar en
nameros la cicatrizacion alveolar.

V. 1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron 42 ratas Wistar, de ambos sexos, las cuales fueron
mantenidas en el Instituto de Biologia Celular de la Universidad Nacional de
Cérdoba, en un ambiente con una temperatura de 22-24°C y luz natural
indirecta. Se mantuvieron en condiciones de sanidad adecuadas, mediante la
limpieza y desinfeccion de jaulas, albergues, comederos y bebederos (Figura
V.1).

Figura V.1. Ratas Wistar en bioterio.

Los animales recibieron la misma alimentacion estandar desde el
nacimiento y durante el periodo de lactancia'** hasta el destete, luego fueron
divididos en dos grupos, control y experimental, de 21 ratas cada uno y
recibieron distintas dietas hasta el sacrificio de los animales, los controles
comieron balanceado estandar y los experimentales una dieta modificada de
Stephan Harris™*® con alto contenido de sacarosa. Cada uno de estos dos
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grupos estuvo compuesto por cuatro subgrupos, de acuerdo a los tiempos de
sacrificio: 14, 28, 60 y 120 dias; mas un animal 0 hs. Control y otro
Experimental. Dichos subgrupos estuvieron formados por cinco (5) ratas cada
uno (tres hembras y dos machos).

V. 2. DIETAS

El grupo experimental recibié a partir de la tercera semana de vida (21
dias, momento del destete), una dieta con alto contenido de azucar (43% de
sacarosa), dieta modificada de Stephan Harris*'®. La preparacion del alimento
se llevd a cabo semanalmente debido a que no contenia conservantes; se
controlaron estrictamente los ingredientes y sus cantidades. El grupo control
recibié una dieta balanceada estandar (Gepsa Feeds, Grupo Pilar, Bs. As.,
Argentina). Tanto el alimento como el agua de bebida fueron administrados ad

libitum?*°.

V. 2. a) Composicion de las dietas

Dieta modificada de Stephan Harris - Grupo experimental (Tabla V.1)

Tabla V.1. Composicion de la dieta del grupo experimental

Ingredientes Cantidad (peso %)
Sacarosa 43
Harina de trigo 22
Leche descremada en polvo 32
Polvo de higado 2
Aceite vegetal 1
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Dieta standard - Grupo control (Tabla V.2)

La dieta del grupo control estuvo compuesta por los siguientes
ingredientes: harina de pescado, harina de sangre, harina de carne, harina de
visceras de aves, sebo, harina de maiz, soja, trigo, soja poroto tostado, trigo
afrechillo, gluten meal, cloruro de sodio, conchilla, bentonita, fosfato de calcio,
hueso ceniza, selenio de sodio, iodato de calcio, 6xido de cobre, 6xido de cinc,
oxido de manganeso, sulfato ferroso, vitaminas A, D3, E y C, menadiona,
tiamina, riboflavina, piridoxina, acido pantoténico, biotina, niacina, acido félico,
cianocobalamina, colina, metionina, antioxidante.

Tabla V.2. Composicion de la dieta del grupo control

Componentes %
Proteina minimo 24
Extracto etéreo minimo 6
Fosfato minimo 0.9
Humedad maximo 13
Fibra maximo 7
Calcio minimo 1
Calcio maximo 1.2
Minerales totales maximo 8
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Valor nutricional de las dietas (Tabla V.3)

Comparaciéon de los valores nutricionales de las dietas de los grupos
experimental y control.

Tabla V.3

Componentes
Unidades/ Kg

Energia, kJ
Proteinas, g
Grasas, g
Ac. Linoleico, g
Calcio, g
Fosforo, g
Cloruro de Na, g
Magnesio, g
Potasio, g
Hierro, g
Copper, g
Retinol, mg
dl-ce-acetato
tocoferol, mg
Hidroclorato de
Tiamina, mg
Riboflavina, mg
Hidroclorato de
Piridoxina, mg
Vitamina B12,

Hg
Pantotato de
Calcio, mg

Flaor libre, ppm

Dieta modificada de
Stephan Harris
(Dieta rica en

sacarosa)
15560
143
21.6
0.8
5.9
3.9
3.8
0.47

18
5.3
0.85

7.6

2.5
7.1

1.8

7.6

17.2

0.00

Ewos R3 diet
(Dieta standard)

12600
240
50
15
10-12
5-9

190
30
0.36

63

3.3

12

20

10

0.05

DDR
(Dosis Diaria

Recomendada)

18420
133
55
2.4
5.6
4.4
6
0.4
20
38.9
5.6
0.67

35

15
2.8

7.8

5.6

8.9

0.00

("DDR: dosis diaria recomendada. Congreso Nacional de Investigacion. Finlandia — 1972).
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V. 3. PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS

Todos los animales fueron identificados de acuerdo a su grupo y el dia
que se comenzO a administrar la dieta con alto contenido en sacarosa,
recibieron una inyeccién intraperitoneal con 30/40 mg/kg. de tetraciclina
(Terramicina, 100 mg/ml de Hidroclorato de Oxitetraciclina, laboratorio Pfizer)
para marcar el inicio de la mineralizacion 6sea durante el tiempo de consumo
de la dieta. Las ratas fueron pesadas una vez por semana durante todo el
procedimiento para evaluar y comparar el crecimiento.

Cuando los animales pesaron alrededor de 90g fueron anestesiados con
una inyeccion intraperitoneal de 8 mg/100g de clorhidrato de ketamina
(Ketalar®, Parke Davis, Morris Plains, NJ) y 1,28 mg/100g de xylazina
(Rompun®, Bayer, Leverkusen, Alemania) y luego se desinfectdé la zona a
tratar con una solucién de 0,12 % de digluconato de clorhexidina*® (Figura
V.2).

Se procedid a realizar la extraccion de los primeros molares inferiores,
derecho e izquierdo. Se utiliz6 un explorador dental, como un elevador de
exodoncia, previo decolado de los tejidos blandos, y una pinza mosquito para
finalizar la extraccion™*®** (Figura V.2).

Dos dias antes del sacrificio se les inyectd, intraperitonealmente, 30/40
mg/kg. de tetraciclina (Terramicina, 100 mg/ml de Hidroclorato de
Oxitetraciclina, laboratorio Pfizer) para marcar la mineralizacion al finalizar la
experimentacion.

Las ratas fueron sacrificadas a las 0 hs., 14, 28, 60 y 120 dias; para esto
fueron nuevamente anestesiadas con clorhidrato de ketamina y xylacina,
perfundidas con el liquido fijador, por medio de una bomba perfusora, a través
de la cual se paso, primero solucion fisioldgica y luego formol buffer al 10 %.

Se extrajo el maxilar inferior completo, se lo cortdé en sentido sagital en
la parltécla2 media y los fragmentos se conservaron en formol a 4° C durante 24
horas .

A: Rata anestesiada para la extraccion.
B: Procedimiento quirurgico

e -

Figura V.2. Animales de experimentacic')n.
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V. 4. ANALISIS DEL MATERIAL DE ESTUDIO

V. 4. a) Microscopia optica

La mitad derecha fue decalcificada con EDTA a pH neutro durante +/-
30 dias y este proceso se controld radiograficamente. Las muestras se
incluyeron en parafina y se realizaron cortes de 5 a 7 yum de espesor,
modificando el modelo experimental original de Guglielmotti y col.®’ que
muestra el corte a la altura de la raiz mesial del molar extraido. En nuestro
modelo el plano de corte atraviesa la zona de dos de las raices del alveolo
perteneciente al primer molar, en sentido buco-lingual, para poder apreciar
mayor superficie de tejido neoformado. Se realizaron coloraciones de rutina
(Hematoxilina/Eosina) y tricromico de Masson, para su observacion en
microscopia 6ptica convencional (Olympus BX 50F4) a 4,20 y 40X, de acuerdo
a los parametros a medir.

Histomorfometria

Para la valoracion histomorfométrica se digitalizaron las imagenes
microscopicas a 40X y se tomaron, como minimo 50 lagunas verdaderas, de
modo aleatorio siguiendo un patrén en zigzag*'’. El procedimiento a seguir se

llevé a cabo de la siguiente manera™*®:

e Captura de imagenes mediante una camara digital conectada a un
microscopio Optico a 40X.

e Almacenamiento digital de las imagenes obtenidas.

e Seleccidon semi-automatica de las lagunas osteociticas verdaderas desde
las imagenes almacenadas, eliminando manualmente las prolongaciones
de las lagunas que las interconectan entre si (Figura V.3)*%.

e Utilizacion de un programa analizador de imagenes (Image Pro Plus, Media
Cybernetics) para medir las lagunas seleccionadas (Figura V.4).

Los parametros a medir automaticamente, fueron los siguientes:
e Area de la laguna completa (sin proyecciones canaliculares), que se
obtiene directamente del analizador de imagenes.
e Perimetro lacunar.
e Cantidad de lagunas vacias.

—
v
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FiguraV.3. A—Lagunavacia B - Falsalaguna
C - Laguna verdadera™®

Maria A. Bar6 46




Cicatrizacion alveolar en ratas con dieta rica en Sacarosa

Figura V.4: A: Microfotografia que muestra lagunas osteociticas para medir (40X). B:
El mismo preparado con las lagunas seleccionadas en forma semiautomatica para
medirlas.

Superficies 6seas

Para la medicion de los porcentajes de hueso en reposo,
neoformacion y resorcién se tomé la zona alveolar correspondiente a la
bisectriz del angulo formado por la pared cortical externag/ una linea horizontal
que pasa por el techo del conducto dentario inferior**®**. Se digitalizaron las
imagenes y manualmente se marcaron las zonas, tomando los siguientes

parametros histolégicos™® (Figura V.5):

o Area en reposo: superficie 6sea lisa, con osteoblastos inactivos de aspecto
atrofico, adosados a la pared ésea.

« Area en neoformacion: superficie de tejido 6seo que presenta un borde de
material osteoide, con osteoblastos hipertréficos adosados a ella.

e Area en resorcion: superficie 6sea erosiva, con lagunas de Howship, con o
sin osteoclastos, considerando a éstos como células multinucleadas que
presentan un citoplasma basdéfilo o ligeramente acidofilo.
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Trabécula 6sea en reposo. Se
observan osteoblastos aplanados
(flecha) adosados a la pared Gsea.

Superficie 6sea en neofromacién. Se
aprecia una banda de tejido osteoide
y adosados a ésta, osteoblastos
hipertréficos (flecha) que indican una
activa formacion.

Superficie 6sea en resorcion. Se
notan las zonas 6seas erosivas
(flechas), en sacabocados, llamadas
lagunas de Howship.

Figura V.5. Caracteristicas celulares de zonas en reposo, neoformacioén y resorcion
(hematoxilina — eosina 40X).

Se utilizaron cortes sin colorear para la visualizacion de la marca de
tetraciclinas en un microscopio de fluorescencia (Olympus BX50) y confocal
(Olympus Fluoview 300) para observar la mineralizacion durante el periodo de
trabajo. Debido a la continua remodelacion del tejido éseo, la fluorescencia se
distribuyé en todo el preparado sin mostrar con exactitud el periodo de
mineralizacion, por este motivo no pudieron ser utilizados para este estudio.
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V. 4. b) Microscopia Electronica de Barrido y EDX

Las muestras fueron preparadas teniendo en cuenta que los materiales
biol6gicos contienen cantidades significativas de agua y baja o nula
conductividad eléctrica. El agua de la superficie se evapora, lo cual provoca
qgue la muestra colapse y se distorsione, la baja conductividad puede dar como
resultado que se cargue eléctricamente, interfiriendo con el haz de electrones y
la emisién de los electrones secundarios de dicha muestra®?%2:122,

Las mitades izquierdas mandibulares se conservaron en timol,
posteriormente se lavaron y fueron sometidas a 2 ciclos en una lavadora
ultrasénica con agua destilada (Biosonic-UC100) luego se secaron en una
campana de alto vacio por un periodo de 7 dias (Famaf, U.N.C.). A
continuacion de estos procedimientos se realizaron:

1) Impregnacion con carbono con una metalizadora SPI (Labmem,
U.N.S.L.), para el andlisis cualitativo de la fase mineral, a través de
una sonda electronica (EDX probe, Edax, USA) incorporada al
microscopio electrénico. El carbono aparece en el inicio del espectro
arrojado por la sonda, sin interponerse con los demas componentes
minerales existentes en la muestra.

2) Colocacion de particulas de oro (con la misma metalizadora), metal
conductor necesario para lograr excelente calidad y alta definicion en la
visualizacion de los preparados a la Microscopia Electronica de Barrido
(LEO 14SOVP SEM, Philips, Holanda), provisto de detector de
electrones secundarios y retrodifundidos'® (Figura V.6).

Se realizaron ultramicrofotografias a 100, 200, 400, 600 y 800
aumentos; y espectros minerales, para analisis descriptivo y de la calidad del
tejido 6seo neoformado en la zona de extraccidén y alrededor de la misma, de
casos controles y experimentales de 14, 28, 60 y 120 dias.
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Microscopio Electronico de Barrido Muestras metalizadas con oro

Figura V.6. Preparacion de las muestras para MEB.

V. 4. c) Estudios radioldgicos

Se realizaron radiografias de todas las mitades mandibulares con el
objeto de corroborar que las extracciones se realizaron en forma correcta y sin
fracturas de raices dentarias; ademas pueden ayudar a detectar posibles
cambios 6seos en el alvéolo. Sin embargo las mismas ofrecen limitaciones,
entre las que se incluyen errores de proyeccion; por este motivo fueron
descartadas para realizar mediciones y estudios estadisticos. Si fueron utiles
para corroborar que la descalcificacién de las muestras con EDTA previa a la
inclusion fue completa.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron contrastados estadisticamente mediante el Test
de Student para Areas medias de lagunas osteociticas, Prueba de Chi
Cuadrado para las Areas de remodelacién 6sea y Test de Mann Whitney
para la cantidad de lagunas vacias por mm?.

I=
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VI. RESULTADOS

Los resultados obtenidos muestran la evolucion de la cicatrizacién del
alveolo post-extraccién a los 14, 28, 60 y 120 dias, entre los grupos controles y
experimentales.

VI. 1. MICROSCOPIA OPTICA

VI. 1. a) Andlisis descriptivo

Las descripciones de lo observado histologicamente corresponden a
preparados de la zona de los alvéolos post extraccion a 4X y de las lagunas
osteociticas a 40X, de casos controles y experimentales en cada uno de los
tiempos estudiados.

Zona de alvéolos post-extraccion (Figura VI.1)

Los cortes panoramicos a 4X muestran la zona que involucra a dos de
los alvéolos dentarios correspondientes al primer molar inferior, en sentido
vestibulo-lingual; se puede observar la secuencia de neoformacion 6sea desde
los 14 dias a los 120 dias. Las diferencias morfolégicas y de distribucion
trabecular entre los grupos son visibles pero se muestran mas evidentes a los
28 y 60 dias.

El relleno 0seo esta compuesto por trabéculas de caracteristicas,
disposicion y distribucion normales en los controles, mostrando la formaciéon de
hueso laminar a los 120 dias.

En los casos de animales experimentales, el trabeculado 6seo que
ocupa el sitio de la extraccidén, se presenta menos denso que los controles a
los 14, 28 y 60 dias; luego a los 120 dias se observa una esclerosis 0sea.

Controles

e 14 dias: el trabeculado se observa ordenado, con disposicién normal y
espacios medulares, ocupando todo el sitio de la extraccion ya desde
este primer tiempo estudiado. Es notable la diferencia de altura entre la
tablas vestibular y lingual, siendo la primera de mayor altura que la
segunda.

e 28 dias: vemos como el tejido 6seo va madurando, pero mantiene una
estructura trabecular con espacios medulares, continta la diferencia de
altura de tablas, hay un ligero cambio en la coloracion de la parte mas
cervical de la tabla vestibular.

Maria A. Bar6 52




Cicatrizacion alveolar en ratas con dieta rica en Sacarosa

e 60 dias: el tejido 6seo que rellena la totalidad del alveolo, se muestra
mas laminar y hay disminucion del tamafio de los espacios medulares,
ya se nota con claridad como se van equilibrando las alturas de las
tablas vestibulares y linguales por la resorcion que se produce post
extraccion dentaria.

e 120 dias: se observa hueso con caracteristicas claras de aspecto
laminar o compacto y menores sitios que albergan médula 6sea, los
bordes de las paredes alveolares vestibulares y linguales se aprecian
redondeados y muy cercanos en altura uno de otro.

Experimentales

e 14 dias: se observa una disposicion trabecular mas desordenada y con
menor densidad mostrando una mayor cantidad de espacios medulares
gue en los controles del mismo tiempo.

e 28 dias: el alveolo aparece mas ocupado por tejido 6seo pero el tercio
apical no se ve completo, hay espacios medulares y diferencia de altura
entre tablas vestibular y lingual.

e 60 dias: el tejido 6seo toma una disposicién y morfologia mas ordenada
gue en los tiempos anteriores y con respecto a los controles, hay menor
cantidad de espacios medulares y lo bordes de las tablas se observan
redondeados.

e 120 dias: el hueso claramente se aprecia denso, con aspecto compacto
y muy pocos sitios medulares, equilibrAndose la altura de tablas
vestibular y lingual.
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Experimentales

Figura VI.1. Microfotografias de la seccién vestibulo-lingual de las mandibulas en un
plano que atraviesa la zona correspondiente a ambos alvéolos del primer molar
inferior derecho extraido (hematoxilina - eosina 4X). La tabla vestibular corresponde a
la mas alta y la méas baja es la lingual, en la parte inferior de todos los preparados se
observa el diente de crecimiento continuo y el nervio dentario inferior.

Lagunas osteociticas

Controles

e 14 dias de realizada la extraccion, se aprecian abundantes trabéculas
de neoformacion con superficies osteoblasticas, recubiertas de osteoide,
osteoblastos cuboidales y osteocitos en sus lagunas que tienen un
tamario medio de 54,0 pm-.

e 28 dias, el trabeculado éseo estd bien conformado, se observan
osteocitos en lagunas con sus tipicas prolongaciones canaliculares, y
algunas superficies quiescentes o en reposo. El tamafio del area media
lacunar es de 48,4 pm?.

e 60 dias post-extraccion, el tejido 6seo se presenta con lineas baséfilas
de aposicién, lagunas osteociticas elipticas de contornos bien nitidos de
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menor tamafio que en tiempo anterior, 43,3 um? de area media. Se
observan algunas zonas en resorcibn y otras en reposo con
osteoblastos aplanados adosados a las superficies trabeculares.

e 120 dias, vemos un intenso remodelado, algunas lineas basofilasy
lagunas osteociticas normales en forma y tamafio, alcanzando 48,0 um?
de area medida.

En la Figura VI.2. se observan los detalles de los preparados
histolégicos de los casos controles en los tiempos mencionados.

Experimentales

e 14 dias después de la extraccién, la microfotografia exhibe lagunas
osteociticas de forma y tamafio de area media similar a los controles,
53,3 um® Se observan algunas lineas basdfilas de aposicién y una
distribucién celular uniforme.

e 28 dias de experimentacion, hay abundantes lineas basobfilas, intenso
remodelado 0seo y lagunas osteociticas de tamafio mayor de area
media que los controles en el mismo tiempo, 52,6 um?, con evidentes
prolongaciones canaliculares.

e 60 dias post extraccion, se aprecian mas lineas de aposicién ésea,
intensamente basdbfilas, lagunas osteociticas mas grandes que controles
del mismo tiempo, midiendo 46,6 um?, nitidas y algunas de aspecto
irregular. Algunas zonas en resorcion que alternan con zonas en reposo.

e 120 dias, las lagunas osteociticas se ven redondeadas y ligeramente
mas grandes de areas que los controles, 46,7 pm®. Hay disminucién de
las zonas basofilas de aposicion ésea con respecto a los 60 dias y
menor actividad de remodelado 6seo.

En la Figura VI.3. se observan los detalles de los preparados
histolégicos de los casos experimentales en los tiempos mencionados.
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Controles

14 dias: Se observa trabécula 6sea con
intensa neoformacion rodeada por
fibrocitos, células preosteoblasticas y
osteoblastos hipertréficos adosados que
secretan matriz osteoide y los osteocitos
dentro de suslagunas.

28 dias: Las trabéculas 6seas presentan
caracteristicas y disposicion ordenada
con superficies quiescentes que
muestran células de superficie. En el
interior de la trabéculas
osteocitos con lagunas de limites netos
con prolongaciones canaliculares
tipicas.

60 dias: El tejido 6seo muestra trabéculas
con numerosas lineas de inversion
basdfilas, con lagunas elipticas bien

definidas El borde superior de la trabécula

muestra resorcion, a la derecha zona en
reposo con osteocitos aplanados y
médula 6sea fibrosa con trayectos
vasculares.

120 dias: Tejido 6seo laminar, compacto
con signos de remodelacion, algunas
lineas basofilas y bordes en reposo. Las
lagunas se presentan acintadas con
limites nitidos. En la parte superior se
observa un tunel con superficie en
reabsorcién, con sacabocados, que
indica la continua remodelacion.

Figura VI.2. Histologia de las muestras controles, en todos los tiempos estudiados
(hematoxilina - eosina 40X).
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14 dias: La imagen microscopica muestra
trabéculas neoformadas mas finas, con
bordes en activa formacién, que
presentan lagunas osteociticas de formay
tamafio semejantes alos controles.

28 dias: Las trabéculas muestran lineas
basofilas evidentes y canales de Havers
junto auna osteona primaria en el lado
izquierdo. Varias lineas inversas
muestran intenso remodelado 6seo, con
lagunas osteociticas mas redondeadas e
irregulares con prolongaciones.

60 dias: Se observa continuo remodelado
O6seo, con numerosas lineas de aposicion,
basdfilas, canal de Havers en el extremo
superior derecho con areaen resorcion.
Lagunas osteociticas de mayor volumen
en general, algunas con bordes
irregulares que sugieren cambios
displasicos en el tejido 6seo formado.

120 dias: Lagunas osteociticas elipticas
cercanas a las superficies en reposo.
Otras lagunas de conformacion mas

redondeada, en las trabéculas de hueso
compacto. Menos lineas de inversién y
menor actividad remodeladora 6sea.

Figura VI.3. Histologia de las muestras experimentales, en todos los tiempos
estudiados (hematoxilina — eosina 40X).
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VI. 1. b) Anédlisis histomorfométrico.

La medicién histomorfométrica de las lagunas osteociticas nos permitio
valorar la calidad del tejido 6seo neoformado. En los diferentes tiempos
estudiados se vieron diferencias morfolégicas entre los grupos, siendo las
experimentales mas irregulares, redondeadas en su forma y de mayor tamafio
que los controles. Las mayores diferencias de areas de lagunas osteociticas
medidas se encontraron a los 28 dias (Figura VI1.4) y 60 dias (Figura VI.5). En
los tiempos de 14 y 120 dias las diferencias entre ambos grupos fueron
bastantes menos notorias.

Control 28 dias Experimental 28 dias

Las lagunas osteociticas muestran una

Las lagunas presentan una forma

forma eliptica, contornos nitidos y bien
definidos, de tamafio normal y con
osteocitos en su interior.

regular y contornos precisos, pero de
tamafio visiblemente mayor que en los
controles. Se observan a la mayoria
ocupada por osteocitos y algunas estan
vacias.

Figura VI. 4. Lagunas medidas en forma semiautomatica a los 28 dias de los dos

grupos. Se observan lineas basofilas de aposicion y zonas de notable actividad celular

evidenciando la dindmica 6sea en controles y experimentales.
(Hematoxilina — eosina 40X)
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Control 60 dias

En este tiempo las lagunas osteociticas
siguen manteniendo su morfologiay el
tamafio es menor que en los controles de
28 dias por el cambio en la maduracién del
tejido 6seo que se aprecia notablemente
mas compacto.

Experimental 60 dias

S

El tamafio lacunar es claramente mayor
que los controles pero ademas los
contornos son poco definidos y la

morfologia se tornairregular, perdiendo

las caracteristicas normales de forma. El
tejido se presenta con un aspecto
desorganizado.

Figura VI. 5. Lagunas medidas en forma semiautomatica a los 60 dias de ambos
grupos. Se aprecian las diferencias del tamafio lacunar, de la morfologia y disposicion
del tejido 6seo mostrando un aspecto diferente, desordenado y con lineas de inversion

en los experimentales. (Hematoxilina — eosina 40X).
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ANALISIS ESTADISTICO

Se tomaron los valores de las areas medias de las lagunas osteociticas
como variable principal de controles y experimentales en los tiempos
planteados. Los datos obtenidos de las mediciones se analizaron mediante el
Test de Student, tomando como significativo el valor de p<0,05. (Tabla VI.1)

Los valores mostraron que el tamafio de las lagunas osteociticas a los
14 dias fue, minimamente, mayor en los controles que en los experimentales,
pero esta diferencia hallada no fue significativa.

Las mayores discrepancias se observaron a los 28 y 60 dias,
encontrandose significativamente incrementados (*) los tamafios de las
lagunas osteociticas en los casos experimentales con respecto a los controles.
Teniendo en cuenta que los valores en ambos grupos, a medida que
avanzamos en el tiempo, disminuyen en el tamafio del &rea lacunar debido a
que el tejido 6seo se va tornando mas compacto. A los 120 dias se muestran
valores de areas entre controles y experimentales sin diferencias significativas,
con un leve incremento de tamafio en ambos grupos pero valores muy
cercanos entre si.

Tabla VI.1.
Tiempo 14 dias 28 dias 60 dias 120 dias
Control Experimental Control Experimental Control Experimental ~Control Experimental
Area 54,0 53,3 48,4 52,6 43,3 46,6 46,0 46,7
medzia
(um®)
Error 1,1 1,2 14 1,2 0,9 1,0 11 1,0
estandar
Méaximo 134,4 148,5 2243 142,9 103,4 140,7 128,8 117,3
Minimo 16,6 18,7 13,3 16,6 13,2 14,0 11,5 9,5
Laguna 353 329 337 327 329 314 338 328
medidas
()
Valor p= 0,56 0,02 * 0,01 * 0,62
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La distribucion de los datos obtenidos se muestra en un diagrama de
cajas, en el cual se aprecian los maximos y minimos, junto con los valores
extremos encontrados en las mediciones (Figura VI.6). Nétese que el maximo
valor extremo encontrado fue a los 28 dias del grupo control, pero como se
puede observar en el detalle de todas las mediciones expresadas en los
Anexos de este trabajo, corresponde a uno (1) solo de los casos estudiados.

: B control
200,00 A .
Il Experimental
— [}
N
£ 150,00 .
B ) ¢
© i s : ¥ f
B 10000 a ‘ : ' é | i
g T T i : ’
cU T
g
< 50,00
000=] =353 n=329 n=337  n=327 n=329  n=314 n=338  n=328
14 dias 28 dias * 60 dias * 120 dias
Figura VLI.6. Distribucion de valores de areas medias de lagunas osteociticas.
(*: p<0,05)

La curva evolutiva del tamafio lacunar nos muestra como a los 14 dias
el tamafo de lagunas no son significativamente diferentes y los controles son
de mayor tamafo que los experimentales. La mayor variabilidad encontrada a
los 28 dias guarda relacion inversa con la maduracion tisular, es decir, a mayor
osificacion se ve menor tamafio de &reas de lagunas osteociticas; esto se
aprecia con una inversion de la curva entre los grupos para evidenciar las
diferencias significativas encontradas a los 28 y 60 dias siendo mayores las
experimentales; pero la variacion con respecto al tiempo expresa disminucion
del tamafio del &rea lacunar en estos dos momentos. A los 120 dias el tamafio
de los controles aumenta con respecto a los experimentales que no sufren,
practicamente, cambios en este tiempo (Figura VI.7).
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Curvas evolutivas del tamafio lacunar (area de lagunas osteoctticas)
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Figura VI. 7. Variacion del area de lagunas osteociticas en funcién del tiempo.

VI. 1. ¢) Andlisis de superficies 0seas

Fueron observadas y medidas las superficies 6seas de remodelacion de
casos controles y experimentales, en todos los tiempos expuestos. Se
analizaron los porcentajes de areas en reposo, neoformacién y resorcion 6sea
a 20X; realizando una marcacion con colores negro, verde Yy rojo,
respectivamente (Figura VI.8)

Maria A. Bard 62




Cicatrizacion alveolar en ratas con dieta rica en Sacarosa

AR %

<z T
B L

N
".\%‘L
A

/

Control 14 dias Experimental 14 dias

Figura VI.8. Microfotografia que muestra areas en reposo en negro, neoformaciéon en
verde y resorcion en rojo. Se observa medula 6sea mas fibrosa en los controles y
mixta, con areas hematopoyéticas en los experimentales (hematoxilina — eosina 20X).
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos de casos controles y experimentales de todos los
tiempos fueron expresados en porcentajes y mostraron una distribucion y
progresion normales entre ambos grupos.

Se realiz6 un indice de correlacion de datos, entre los porcentajes de
areas de remodelacion 6sea y los tiempos medidos; en el cual los valores
cercanos a 1 (uno) indican una fuerte correlacion directa (positiva) o inversa
(negativa) (Tabla VI.2). Los datos obtenidos tienen relacidon con lo expresado
en la curva de progresion de superficies de remodelado (Figura VI1.9.).

Los valores fueron contrastados con la Prueba de Chi Cuadrado pero
las diferencias entre las superficies de remodelacibn désea no fueron
estadisticamente significativas.

Tabla VI.2.
. . Dias
Correlaciones entre porcentajes y g .,
tiempos de trabajo 14 28 60 120 Indice de Correlaciéon
Reposo 44% 53% 56% 60%
0,948
Control Resorcion 27% 23% 31% 26%
-0,003
Neoformacion 29% 24% 13% 14%
-0,841
Reposo 36% 43% 50% 56%
0,937
Experimental |{z{EE6)gelely! 27% 31% 28% 28%
-0,532
Neoformacion 37% 26% 22% 16%
-0,899
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Progresion de las superficies 6seas
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---®--- Experimental Reposo ©-- - Experimental Resorcion ---@--- Experimental Neoformacion

Figura VI. 9. Progresion de las superficies de remodelado en funcion del tiempo.

Lo que muestra el indice de correlacién (Tabla VI.2.) y lo expresado en
las curvas de progresion de superficies de remodelado 6seo (Figura VI.9.)
indican que las superficies de reposo son mayores en los controles que en
experimentales pero en ambos grupos a medida que avanzamos en el tiempo
dichas superficies tienden a ir en aumento.

Las areas en resorcién a los 14 dias expresan igual porcentaje, para
luego aumentar a los 28 dias en los experimentales, esto se invierte a los 60
dias y el grupo control presenta mayor porcentaje, el cual a los 120 dias
disminuye y los experimentales muestran mayor resorcion pero con valores
muy cercanos entre ambos grupos.

Las zonas en neoformaciéon muestran una relacion inversa con
respecto al tiempo, es decir a mayor cantidad de dias medidos hay menor
neoformacién 6sea, en los dos grupos estudiados; pero se observa que la
misma es mayor en los experimentales con respecto a los controles.

VI. 1. d) Andlisis de cantidad de osteocitos y lagunas vacias por mm?

Se midieron la cantidad de lagunas vacias en relacion a la cantidad de
osteocitos por mm? en casos controles y experimentales, encontrandose
lagunas vacias en todos los tiempos estudiados pero en mayor cantidad a los
14 dias de experimentales con respecto a los controles (Figura VI1.10.).
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Figura VI.10. La microfotografia muestra lagunas osteociticas de casos
experimentales, notandose la presencia de lagunas vacias (flechas) (hematoxilina —
eosina 40X).

ANALISIS ESTADISTICO

Los valores encontrados fueron contrastados con el test no
paramétrico de Mann Whitney, encontrandose diferencias significativas (*)
en el nimero de lagunas vacias a los 14 dias. Si bien los demas valores
mostraron diferencias en sus cantidades, no fueron significativas en los demas
tiempos medidos (Tabla V1.3.). La cantidad de osteocitos por mm? fue mayor
en el grupo control que en los experimentales en todos los tiempos estudiados.

Tabla VI.3.
Cantidad de Osteocitos por mm* Test de Mann Whitney
Lagunas vacias por mm?
Tiempos Valor medio Contraste Valor medio Significacién
estudiados estadistico estadistica
Control Experimental Control Experimental
14 dias 1643 1591 14 dias 65 113 0,04 *p<0,05
28 dias 1651 1395 28 dias 88 107 0,08 No sig.
60 dias 1392 1390 60 dias 122 101 0,20 No sig.
120 dias 1395 1391 120 dias 72 80 0,82 No sig.
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La distribucién de los datos de la cantidad de lagunas vacias por mm?y
los valores extremos encontrados se expreso en un diagrama de cajas (Figura
VI.11). Se puede observar que la mayor cantidad de lagunas vacias y el valor
mas extremo encontrados, se presentaron a los 14 dias (*) en el grupo
experimental. Los demas tiempos analizados mostraron diferencias entre los
grupos pero mantuvieron una distribucion uniforme de los valores hallados.

600 =

B control

Bl Experimental

mm?2

400==

Y

_vacias

lagunas

60 120
*

Dias
Figura VI.11. Distribucion de la cantidad de lagunas vacias por mm* encontradas en
todos los tiempos medidos. (*: p <0,05)

VI. 2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

VI. 2. a) Andlisis descriptivo

Las imagenes muestran la comparacion descriptiva de casos controles y
experimentales en todos los tiempos estudiados. Se observa una cronologia de
maduracidén ésea en los controles hasta mostrar un hueso de caracteristicas
laminares a los 120 dias.

En todas los ultramicrofotografias pueden observarse las

interconexiones entre los osteocitos a través de sus conductillos calcoforos
(Figuras VI.12, 13, 14 y 15).
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Controles

e 14 dias: la estructura 6sea se observa con caracteristicas normales en
su morfologia, estan presentes las lagunas osteociticas y sus conductillos
calcoforos que albergan las prolongaciones de los osteocitos que los
interconectan entre si.

e 28 dias: el tejido 6seo muestra claramente su trabeculado con una
distribucién uniforme, se observa con detalles la red que forma el sistema
canaliculo-lacunar y las prolongaciones celulares, asi como también los
conductos de Havers presentes en la superficie 0sea.

e 60 dias: la estructura 6sea ha cambiado en este tiempo y toma una
disposicion mas compacta con respecto a los tiempos anteriores, en la
superficie externa de las muestras se aprecia la distribucién uniforme de
lagunas osteociticas.

e 120 dias: el hueso adopta una forma madura, compacta y laminar, con
una estructura que se observa de aspecto cristalino, con muy pocos
espacios medulares en el tejido.

Experimentales

e 14 dias: vemos una estructura 6sea menos densa que en los casos
controles, pero con una disposicion y distribucion trabecular normal, se
observan lagunas osteociticas y sus proyecciones canaliculares.

e 28 dias: se aprecian en detalle los tamafios lacunares, notoriamente,
mas grandes que los controles y con una morfologia redondeada. El tejido
0seo muestra, en algunas areas, estructuras de aspecto fibrilar.

e 60 dias: en la zona del alveolo, todavia puede apreciarse la estructura
fibrilar, antes descripta, con un aspecto fasciculado, colagénico, de
apariencia desordenada, con algunas estructuras globulares, que al analisis
cualitativo con EDX demostraron no estar calcificadas por completo.

e 120 dias: el tejido se ve organizado, completamente, tomando una
apariencia similar a los controles en cuanto a su estructura compacta, pero
se aprecia con menor densidad.
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EHT=2000kV  WD= 18mm Photo No. = 3545

EHT=2000kV ~ WD= 25mm Photo No. = 5589

Control - 14 dias: nétese las lagunas
osteociticas con forma elipticay sus
proyecciones canaliculares que las
interconectan.

Experimental - 14 dias: se apreciaun
conducto de Havers y mayores espacios en el
tejido, menor densidad del trabeculado. Hay
lagunas osteociticas con sus conductillos
calcoforos.

Figura VI.12. Ultramicrofotografias que muestran el contraste de la estructura 6sea de
grupos control y experimental.

Signal A= SE1
Photo No. = 6832

EHT=1500kvV WD= 20mm

2um*

EHT=2000kV ~ WD= 25mm Photo No. = 5559

Control - 28 dias: Se observan en detalle las
conexiones entre los osteocitos como
delgados filamentos y pueden verse unos
glébulos rojos en la muestra.

Experimental - 28 dias: lagunas osteociticas
de formaredondeaday de distribucién
uniforme, inmersas en un tejido 6seo que
muestra zonas de aspecto fibrilar.

Figura VI.13. Ultramicrofotografias a mayor magnificacion que muestran detalles
celulares y de morfologia lacunar en grupos control y experimental.
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2um*
EHT=2000kV ~ WD= 25mm Photo No. = 5551

EHT=2000kV ~ WD= 16mm Photo No. = 3557

Control — 60 dias: se observa hueso de aspecto
compacto con espacios medulares y una red
canaliculo-lacunar de interconexion.

Experimental - 60 dias: el tejido ha tomado
una disposicion fibrilar de aspecto
desordenado y caracteristicas colagénicas,
con formaciones globulares.

Figura VI.14. Ultramicrofotografia que revela la estructura 6sea madura del control y
la forma fasciculada que adopta el experimental.

10pm*

EHT=2000kV  WD= 17mm Photo No. = 3550

10um*
H EHT =20.00 kv

WD= 25mm Photo No. = 5578

Control — 120 dias: el tejido 6éseo se nota con
una clara disposicion compacta, laminar y
madura, con zonas que asemejan a una
estructura cristalinay muy pocos espacios
medulares en la muestra.

Experimental - 120 dias: se observan
caracteristicas de normalidad en el tejido,
algunas zonas compactas y otras
esponjosas, con espacios medulares y una
distribucién ordenada pero menos densa que
los controles.

Figura VI.15. Distribucion y estructura normal del tejido 6seo en el control y
caracteristicas similares de normalidad en el experimental pero con una densidad
menor.
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VI. 2. b) Analisis cualitativo con EDAX

En el espectro descriptivo y cualitativo de los componentes de la
muestra analizada, arrojado por esta sonda, las diferencias encontradas entre
los picos de Calcio y Fosforo, son evidentes y notorias entre controles y
experimentales en todos los tiempos estudiados mostrando la menor cantidad
de estos elementos en el tejido 6seo de los casos experimentales.

Este andlisis refleja calidad del hueso en cuanto a sus componentes
minerales, no cuantifica a cada uno de ellos, pero la altura del pico expresado
en el espectro muestra mayor o menor presencia de los mismos.

El Carbono aparece al inicio debido a que es el material con el que se
cubren las muestras para este estudio y el Oxigeno presente en los tejidos, es
el segundo pico que se observa en los diagramas (Figuras VI. 16, 17, 18 y 19).

Label A:
Label A:

Ca

0
Mg P ‘ Ca
b - M

0.60 1.20 180 240 i.00 3.60 420 0.60 120 180 240 300 3.60 420 4

CONTROL - 14 DIAS EXPERIMENTAL - 14 DIAS

Figura VI.16. Se notan claramente las diferencias de Calcio y Fésforo entre controles

y experimentales, también se observa una pequefia cantidad de magnesio (Mg) en
los controles y en los experimentales el mayor pico lo muestra el azufre (S).
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Label A Label A:

CaKa

OKa
CaKh SKa Cakb
, ItKa » Cj‘lfa

b A el o 0.70 140 210 2.80 .50 an 190 5.60
0.60 120 1.80 2.40 3.00 3.60 420 480

CONTROL - 28 DIAS EXPERIMENTAL - 28 DIAS

Figura VI.17. Se observan picos importantes de Calcio y de Fésforo en los controles y
muy pequefios en los experimentales, evidenciando una calcificacion deficiente en
este grupo; sigue presente una minima cantidad de azufre en este ultimo grupo.

Label A:

CaKa

CKa
]

Lty

PKa
0

Ka
0

MgKa
1.20

CaKb
&0 1.8l 240 3.00 3.60 420 4380 5.4

130 230 330 430 530 630 730 830 9.3

CONTROL - 60 DIAS EXPERIMENTAL - 60 DIAS

Figura VI.18. Presencia notoria de Calcio y Fésforo en los controles con una minina
cantidad de magnesio (Mg); en los experimentales se aprecian picos de estos
elementos y de azufre (S) de mayor tamaro que a los 28 dias.
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Label A:
Ca

OKa

CONTROL - 120 DIAS EXPERIMENTAL - 120 DIAS

Figura VI1.19. En los controles el pico de Calcio es el de mayor tamafio seguido por el
Fosforo, en los experimentales los niveles de ambos elementos son mayores que a
los 14, 28 y 60 dias del mismo grupo, disminuyendo en este tiempo, el nivel de azufre

(S).

Estas observaciones nos aportan datos para complementar los
resultados encontrados anteriormente tanto en microscopia optica como en la
electrénica. Sin desestimar las limitaciones de la técnica que no nos permite
cuantificar los minerales encontrados, solo interpretar su presencia en mayor o
menor cantidad de acuerdo a la altura expresada por el pico arrojado en el
espectro de la sonda EDAX.
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VIl. DISCUSION

Diferentes estudios a lo largo de la historia describen los efectos nocivos
producidos por el exceso en el consumo de sacarosa u otros carbohidratos, en
el organismo™®, en distintos tejidos®*® y especificamente en la salud
bucal'®**. Efectos que podrian deberse a mecanismos nutricionales o0
metabalicos.

El presente trabajo muestra, por primera vez, los hallazgos ocurridos en
el alveolo post extracciéon con una dieta que contiene un 43% de sacarosa,
evidenciando los efectos negativos producidos sobre la calidad del hueso
neoformado; usando técnicas histomorfométricas con microscopia Optica y
también mediante analisis descriptivos y cualitativos con microscopia
electronica de barrido. En concordancia con lo manifestado por la bibliografia
consultada en relacion a esta dieta y el tejido 6seo, que se detalla a
continuacion.

Tjaderhane et al. (1994 y 2000)%% explican que todos los tejidos
mineralizados se ven afectados por el consumo de sacarosa,; el esmalte en la
progresion acelerada de caries, la dentina mostrando menor formacion y
menor contenido mineral, debido a la afeccion del metabolismo de los
odontoblastos, que altera al complejo dentino-pulpar. Valikangas et al.
(2001)™’ corrobora lo anterior mediante un estudio in vitro que muestra como
los altos niveles de glucosa producen una menor regulacion del colageno tipo |
en odontoblastos jovenes, diferenciados y maduros de humanos. Existe una
relacion directa entre odontoblastos y osteoblastos, debido a que ambas son
células diferenciadas, de origen mesenquimal y en fase terminal responsables
de la secrecion de colageno tipo | (Linde and Goldberg, 1993)*.

Backman (1999)** en su comparacién de acidosis metabdlica y dieta con
alto contenido en sacarosa, en proceso de formacién dentinaria en ratas,
ratificd la disminucién en los contenidos de calcio y minerales totales de la
dentina. Esto mismo observaron Huumonen et al. (1997)***y Kortelainen and
Larmas (1990)*% en su trabajo sobre caries y aposicién de dentina primaria en
terceros molares en formacion, con la misma alimentacion.

Pekkala y col. (2002)*?" confirmaron la reduccién en la dentinogénesis,
pero independientemente de las concentraciones de insulina y de la pérdida
mineral en orina que produce la ingestion exagerada de azlcar. Esto se
relaciona con el mecanismo propuesto para explicar como se producen los
efectos deletéreos de esta dieta sobre el tejido éseo, tema controversial y con
pocas certezas hasta el momento. Se ha visto en trabajos de Grimditch et al.
(1988)'%, Hara et al. (1992)'* y Lockwood (1992)**° que una dieta rica en
sacarosa y en lipidos, segin Van Schothorst (2009)*" produce
hiperinsulinemia, resistencia a la insulina y aumento en los niveles de glucosa
en el plasma. Sumado a esto, Holl y Allen (1987)**° publicaron que el consumo
de sacarosa incrementa la excrecion urinaria de calcio, sodio y zinc; con
inhibicién renal de la reabsorcion de calcio. Ademéas Schothorst et al. (2009)*°°
expresaron que una dieta con bajo contenido de sacarosa disminuye el indice
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glucémico y retarda la resistencia a la insulina, ratificando lo expuesto por los
autores nombrados anteriormente.

La hiperinsulinemia es un marcador de la resistencia a la insulina,
mecanismo que esta relacionado directamente con la patogénesis de la
diabetes tipo II, la cual esta asociada a osteopenia, perdida de la masa y
densidad 6sea en humanos adultos®’. Segun Li K (1990)? los altos niveles de
glucosa en sangre encontrados con dietas de alto contenido en sacarosa son
similares a los encontrados en la diabetes. Ogata et al. (2000)**°, Thomas et al.
(1996, 1997)'%11%2 y Rosen et al. (1998)'°® explican que tanto insulina como
Factor de Crecimiento Insulinico —I (IGF-I) inducen a una respuesta metabdlica
y de crecimiento que juegan un papel importante en la regulacion anabdlica del
metabolismo 6seo.

Esta demostrado que la sacarosa provoca alteraciones en el
metabolismo mineral, basicamente, en el del calcio, por esto, su influencia en
dentina y hueso, que poseen similar composicion y mecanismo de formacién
(Linde, 1989)'*. Li K et al. (1990)°, Saffar et al. (1981)'®°, Salem et al.
(1992)'* Tessier and Saffar (1992)*** y Wohl et al. (1998)** expusieron las
alteraciones producidas en la morfologia del hueso cortical, efectos
osteoporoticos, cambios en las propiedades mecanicas, osteopenia Yy
disturbios en la composicién mineral del hueso, respectivamente; por menor
contenido de calcio y disminucion en la absorcion de este elemento,
reduciendo las propiedades naturales del tejido 6seo.

Heaney et al. (1989)*° publicdé en su estudio, sobre efectos de la
comida y la absorcién de calcio, que en el modelo de experimentacién en
animales, la absorcion del mismo fue mayor que en el modelo de humanos, y
esto lo atribuyé a que el balanceado recibido por sus animales no contenia
sacarosa, componente comun en la dieta de humanos.

Tjaderhane y Larmas (1998)° vieron una significativa disminucién de
resistencia a la fractura en tibias de ratas, y lo atribuyeron a concentraciones,
significativamente menores, de calcio y fosforo; medidos en el mismo estudio y
notaron que los efectos fueron mayores en hembras que en machos.
Huumonen y Larmas (1997)*?° observaron una reduccién significativa de los
niveles minerales totales de la dentina durante su formacién, pero
especificamente de las cantidades de calcio y fésforo, en un estudio
microanalitico de ratas alimentadas con altos contenidos de sacarosa.

Acordando con los autores anteriormente nombrados, nosotros
observamos en Microscopia Electronica con EDS, la disminucion en los
contenidos de calcio y fésforo de los casos experimentales, mostrando la
deficiencia de estos minerales en todos los tiempos medidos, sin llegar a
alcanzar los niveles de los casos controles, ni a los 120 dias de nuestro
estudio. Pero no encontramos diferencias entre los sexos, en la microscopia
éptica ni electrénica, al igual que Nusair y Goussous (2006)*, que

cuantificaron la cicatrizacion alveolar en ratas en ambos sexos.

La cicatrizacién alveolar provee un modelo sustentable para el estudio
de la formacion 6sea en ratas, y puede considerarse un indicador sensible de
la formacion ésea en condiciones normales, como se muestra en trabajos de
Guglielmotti y Cabrini (1985)%, Hsieh (1994)*° y Devlin (2000)***; o bien del
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dafio 6seo bajo diferentes condiciones experimentales como lo expresado en
estudios de Guglielmotti et al. (1986,1987)*%¥*%° sobre radiaciones y formacién
6sea, Ubios et al (1991)* y la influencia de la calcitonina en la reparacion
alveolar y Gorustovich (2004, 2008)*?'*3sobre histomorfometria 6sea alveolar
con dieta deficiente en boro.

Algunos andlisis histologicos sugieren que la cicatrizacion alveolar en
ratas termina al final de la tercera semana (Santos, 1990)*°, anélisis
cuantitativos sefialan un incremento significativo de nuevo hueso a la sexta
semana (Lamano Carvalho, 1997)°, o a la octava (Elsubeihi, 2004)**". Calixto
et al. (2007)**® sefiala que a los 21 dfas el alveolo esta ocupado casi todo con
una delgada red de trabeculado 0seo, al igual que a los 63 dias post
extraccion, pero con hueso maduro. Sin embargo, Guglielmotti y Cabrini
(1985)**° reportaron los hallazgos histolégicos de maxima formacién de hueso
reticular y maximo volumen alveolar a los 14 dias post extraccion, formacion de
hueso joven a los 30 dias y un relleno alveolar de hueso laminar maduro a los
60 dias; cuantificando la respuesta alveolar con un analizador de imagenes.
Ninguno de estos trabajos muestra un seguimiento de mas de 90 dias en
relacion a la formacién y maduracién del tejido 6seo.

No hay tampoco estudios publicados que muestren lo que ocurre en los
maxilares y particularmente en la cicatrizacion del alveolo dentario con una
dieta rica en sacarosa. En nuestro trabajo observamos que el alveolo post
extraccion se presenta, a los 14 dias, con un trabeculado 6seo que lo ocupa
casi por completo, en controles y experimentales, siendo en estos Uultimos,
notablemente menos denso. En los tiempos medidos posteriores (28, 60 y 120
dias), el tejido fue madurando hasta mostrar un hueso laminar y bien
conformado a los 120 dias; no asi, en los experimentales que siguio
observandose con una densidad menor hasta los 60 dias y a los 120 dias el
tejido mostré una esclerosis.

El tamafio de las lagunas osteociticas puede incrementarse por
diversos factores, Ferreyra y col. (2000)*® mostraron el agrandamiento
perilacunar del osteocito asociado a la aplicacion de fuerzas ortodéncicas.
Bozal et al (2001 y 2002)*3° publicaron la respuesta del osteocito a la
influencia de estimulos mecanicos y factores inflamatorios, que determinan un
agrandamiento de su laguna, por resorcidén osteocitica; pero sin cambios en el
volumen celular. Fue Baud (1962)*° el primero que describié, por microscopia
electronica, rugosidades en las paredes de las lagunas osteociticas, sugiriendo
gue el osteocito podria remover la matriz perilacunar. Luego Belanger
(1969)™*, tras una revision de la literatura, publicoé que el osteocito podia
reabsorber su laguna y se refirié a este proceso como osteolisis osteocitica. En
nuestro estudio, en el grupo experimental, las lagunas mostraron formas y
figuras irregulares ademas de alteraciones en su tamafio.

Krishnan y Davidovitch (2006)**? acordando con los anteriores autores,
describieron en su estudio, sobre la capacidad del osteocito de cambiar su
microentorno en respuesta a la carga mecanica. De esta manera el cambio en
el tamafio de las lagunas osteociticas esta en relacion con la rigidez de la
matriz 6sea, en condiciones normales dentro de un rango fisiolégico de tamafio
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y densidad para el control mecéanico de las fuerzas ejercidas sobre el tejido
6seo (Yeni et al. 2001)*®.

Se ha descripto en estados patoldgicos, como la induccidon de diabetes
en ratas por Villarinos y col. (2006)**°, que muestran como respuesta del
osteocito una alteracion en la forma pero no del tamafio, acompafado de una
significativa reduccién en la densidad lacunar. También Tazawa (2004)"**
utiliza el término osteolisis osteocitica, en la descripcidon de su trabajo, sobre
aumento de tamafo de lagunas en ratas que fueron tratadas con hormona
paratiroidea en forma continua.

Recientemente Quing y Bonewald (2009)*> publicaron que el osteocito

tiene acceso a un area sumamente grande de su laguna y el retiro de solo
unos Angstrém (A) de mineral por osteocito, tendria efectos significativos sobre
la circulacion y los niveles idnicos sistémicos. Tetia y Zalloneb (2008)*° en su
revision de la literatura sobre osteolisis ostecitica, infieren que podria

relacionarse con la homeostasis mineral del hueso.

En concordancia con lo expuesto, nuestro estudio mostré diferencias
significativas en la histomorfometria de lagunas osteociticas, evidenciando un
mayor tamafio de area media las del grupo experimental con respecto a los
controles, a los 28 y 60 dias. Esto podria relacionarse con la regulacion de la
remodelacion Gsea, con cambios en el microentorno osteocitico en respuesta a
una dieta que altera el metabolismo mineral y la forma de adaptacion
osteocitica para mantener el control de la homeostasis del tejido 6seo.

Por el contrario Sissons et al. (1990)*** expone un modelo experimental
en ratas con dieta deficiente en calcio y sus resultados en microscopia Optica y
electrénica de barrido muestran una resorcion 6sea como resultado de una
dieta baja en calcio que no va acompafiada de resorcion osteocitica.

Finalmente este estudio aporta datos descriptivos, cuantitativos y
cualitativos importantes, sobre lo que ocurre a nivel 6seo en el maxilar inferior
y especificamente en el alveolo post extraccion de ratas. Serdn necesarios
estudios posteriores para analizar y entender cuales son los mecanismos
moleculares y celulares que ocurren en esta localizacién anatomica.
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CONCLUSIONES:

El presente trabajo realizado en ratas Wistar, es el primero en
describir la afectacion de la cicatrizacion en el alveolo posterior a la extraccion
de primeros molares del maxilar inferior, por una dieta rica en sacarosa y los
hallazgos encontrados sugieren:

o Que induce modificaciones negativas que se ven reflejadas en la
microestructura del tejido 6seo alveolar, observadas con microscopia Optica.

o Una alteracion de la mineralizacién y un déficit en la calidad del tejido
0seo neoformado en esta localizacion anatomica.

o Una disminucion de las cantidades de calcio y fésforo del hueso
formado en el alveolo, en los estudios realizados con sonda EDAX

o Histomorfométricamente las lagunas osteociticas son de mayor tamafio
gue los controles a los 28 y 60 dias, por probable mecanismo de resorcion
osteocitica.

. Una reduccion del tamafio lacunar a los 120 dias post extraccion sin
evidenciarse diferencias con los controles en el mismo tiempo.

o No se observaron discrepancias entre los porcentajes de las superficies
O0seas en reposo, neoformacion y resorcibn en ninguno de los tiempos
estudiados.

o Si bien las descripciones y observaciones con Microscopia Electronica
de Barrido y EDAX son estrictamente cualitativas, coinciden con lo inferido
anteriormente y abren nuevos horizontes para la realizacion de estudios
posteriores que se apliquen a otras muestras biolégicas.
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X. 1. GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ALP: Alkaline Phosphatase. Fosfatasa Alcalina.

BMP: Bone Morphogenetic Proteins. Proteina Osea Morfogenética.

BSP: Bone Sialoprotein. Sialoproteina Osea.

BSU: Bone Structural Unit. Unidad estructural Osea.

DMP-1: Dentin Matrix Protein-1. Proteina Matriz Dentinaria.

EGF: Epidermal Growth Factor. Factor de Crecimiento Epidérmico.

FGF-23: Fibroblast Growth Factor. Factor de Crecimiento Fibroblastico.
f-SCM: Macrophage Colony-Stimulating Factor. Factor Estimulante de Colonia
de Macrofagos

GFs: Growth Factors. Factores de Crecimiento.

FNN: Fibronectin. Fibronectina.

IGF: Insulin Like Growth Factor. Factor de Crecimiento Similar a a la Insulina.
LCS: Sistema Lacuno-Canalicular

MMP: Metalloproteinases. Metaloproteinasas.

MSCs: Mesenchymal Stem Cells. Células Mesenquimaticas Indiferenciadas.
OCIF: Osteoclastogenesis Inhibitory Factor. Factor Inhibidor de
Osteoclastogénesis.

OCN: Osteocalcin. Osteocalcina.

ONN:Osteonectin. Osteonectina.

OP-1: Osteogenic Protein. Proteina Osteogénica.

OPG: Osteoprogesterin.Osteopregesterina.

OPN: Osteopontin. Osteopontina.

PDGF: Platelet Derived Growth Factor. Factor de Crecimiento Derivado de
Plaquetas .

PGE2: Prostaglandin E2. Prostaglandina E2.

PTH: Hormona Paratiroidea.

TGF-B: Transforming Growth Factor. Factor de Crecimiento Transformante 3.
TIMPs: Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases. Inhibidores Tisulares de
Metaloproteinasas de Matriz.

TRAP: Tartrate Resistant Acid Phosphatase. Fosfatasa acida tartrato
resistente.

URO: Unidad de Remodelado Oseo.

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor. Factor de Crecimiento Vascular
Endotelial.

VNN: Vitronectin. Vitronectina.
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X. 2. DETALLE DE MEDICIONES DE TODOS LOS CASOS

Resumenes de casos Area Osteocitos
Subgrupo Caso Imagen N Media Desv'iacién Error estandar Maximo Minimo
estandar
14 dias Control | 301 1 6 49,81 11,95 4,88 63,24 29,39
2 22 59,36 14,19 3,03 91,58 31,88
3 21 62,59 14,48 3,16 89,97 34,85
4 14 80,00 21,29 5,69 134,43 48,00
5 12 77,63 13,98 4,04 95,47 39,79
6 17 73,60 21,58 5,23 115,34 33,67
7 9 52,60 14,69 4,90 67,82 31,31
Total 101 66,29 19,00 1,89 134,43 29,39
302 0 6 74,89 19,22 7,85 103,11 56,21
1 2 64,35 10,28 7,27 71,62 57,08
2 4 61,81 15,15 7,57 83,59 49,09
3 5 44,26 1,48 0,66 46,64 42,97
4 9 57,64 9,16 3,05 72,19 48,83
5 6 58,99 19,75 8,06 87,22 25,20
6 8 46,69 20,60 7,28 89,75 21,09
7 7 40,02 14,29 5,40 58,43 24,24
8 6 34,38 10,08 4,11 49,22 22,36
9 8 32,10 14,25 5,04 57,43 16,90
Total 61 49,77 19,18 2,46 103,11 16,90
303 1 14 31,07 9,59 2,56 44,76 16,60
2 11 41,89 17,50 5,28 78,31 21,05
3 14 60,28 20,14 5,38 90,10 31,62
4 12 67,54 21,37 6,17 111,54 44,11
5 12 48,65 14,63 4,22 78,83 21,97
Total 63 49,74 21,19 2,67 111,54 16,60
304 2 8 52,63 10,95 3,87 65,90 38,78
3 8 48,10 16,40 5,80 74,03 25,99
4 12 55,87 17,89 5,17 79,79 25,72
5 7 60,15 19,35 7,31 84,77 33,58
6 10 61,47 21,37 6,76 111,37 38,52
7 7 47,17 17,37 6,56 80,97 25,37
8 10 33,72 7,74 2,45 44,11 21,09
Total 62 51,28 18,15 2,30 111,37 21,09
305 1 10 38,66 12,04 3,81 56,25 23,63
2 10 43,85 7,99 2,53 54,94 27,65
3 8 41,01 8,41 2,97 56,43 31,79
4 8 46,20 14,37 5,08 71,67 33,67
5 6 56,28 19,39 7,92 77,91 30,75
6 9 43,64 11,01 3,67 67,69 34,59
7 8 50,31 18,89 6,68 75,03 20,22
8 8 52,45 12,86 4,55 72,98 36,77
Total 67 45,90 13,64 1,67 77,91 20,22
Total 0 6 74,89 19,22 7,85 103,11 56,21
1 32 39,03 14,13 2,50 71,62 16,60
2 55 52,24 15,37 2,07 91,58 21,05
3 56 55,22 17,04 2,28 90,10 25,99
4 55 63,44 21,07 2,84 134,43 25,72
5 43 61,12 19,45 2,97 95,47 21,97
6 a4 59,82 22,87 3,45 115,34 21,09
7 31 47,94 16,27 2,92 80,97 20,22
8 24 40,13 13,23 2,70 72,98 21,09
9 8 32,10 14,25 5,04 57,43 16,90
Total 354 54,01 19,97 1,06 134,43 16,60
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Subgrupo Caso Imagen N Media Desvllacmn Error estandar Maximo Minimo
estandar
28 dias Control | 306 1 12 44,42 16,01 4,62 71,58 19,48
2 8 39,38 11,92 4,21 58,78 23,45
3 12 46,72 14,77 4,26 64,90 22,67
4 13 50,85 20,02 5,55 92,32 19,00
5 14 56,66 10,67 2,85 72,15 42,32
6 6 47,81 12,33 5,03 62,63 31,01
7 5 55,82 13,34 5,97 70,44 36,34
8 5 45,52 10,22 4,57 56,34 34,85
Total 75 48,75 14,98 1,73 92,32 19,00
307 1 11 48,57 18,29 5,52 75,69 18,87
2 4 47,93 18,36 9,18 65,51 24,81
3 5 57,40 22,03 9,85 76,73 21,66
4 5 179,05 54,06 24,18 224,33 91,36
5 6 60,62 20,85 8,51 97,13 39,17
7 7 49,89 13,06 4,94 70,36 36,69
8 5 60,54 28,55 12,77 93,02 26,25
9 5 56,42 19,18 8,58 85,47 32,71
10 9 60,01 21,03 7,01 101,41 30,05
Total 57 65,72 42,53 5,63 224,33 18,87
309 0 8 44,68 9,61 3,40 65,95 35,46
1 12 55,09 8,94 2,58 68,61 40,88
2 9 53,93 12,28 4,09 71,23 38,87
3 13 31,23 9,72 2,70 49,39 17,56
4 8 32,27 7,90 2,79 45,46 23,89
5 8 25,57 6,89 2,43 36,77 17,86
6 11 26,36 6,51 1,96 38,08 18,08
7 12 25,79 8,85 2,55 39,52 13,28
Total 81 36,69 14,71 1,63 71,23 13,28
309b 1 8 72,96 17,93 6,34 97,91 45,42
2 10 62,99 21,72 6,87 113,59 36,42
3 10 62,54 13,07 4,13 79,27 38,48
4 7 58,80 25,42 9,61 99,23 23,85
5 7 54,67 18,30 6,92 76,12 23,02
6 12 57,10 22,33 6,45 92,19 32,01
7 13 56,28 17,24 4,78 86,04 30,44
Total 67 60,45 19,44 2,37 113,59 23,02
310 0 7 46,14 5,60 2,12 55,68 41,27
1 11 35,32 11,59 3,49 51,62 16,07
2 13 33,57 12,01 3,33 53,06 16,99
3 6 32,82 7,23 2,95 44,02 25,46
4 10 27,11 9,27 2,93 43,72 13,54
5 10 26,13 7,24 2,29 39,00 16,03
40 10 38,13 13,33 4,21 56,38 19,52
50 6 66,67 21,04 8,59 94,20 42,36
Total 73 36,42 15,31 1,79 94,20 13,54
Total 0 15 45,36 7,76 2,00 65,95 35,46
1 54 50,01 18,39 2,50 97,91 16,07
2 a4 46,78 18,67 2,81 113,59 16,99
3 46 45,13 17,96 2,65 79,27 17,56
4 43 58,08 51,26 7,82 224,33 13,54
5 45 44,57 19,70 2,94 97,13 16,03
6 29 43,52 20,90 3,88 92,19 18,08
7 37 45,12 19,00 3,12 86,04 13,28
8 10 53,03 21,71 6,87 93,02 26,25
9 5 56,42 19,18 8,58 85,47 32,71
10 9 60,01 21,03 7,01 101,41 30,05
40 10 38,13 13,33 4,21 56,38 19,52
50 6 66,67 21,04 8,59 94,20 42,36
Total 353 48,39 25,31 1,35 224,33 13,28
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Subgrupo Caso Imagen N Media Desv'iacién Error estandar Maximo Minimo
estandar
60 dias Control | 311 0 10 29,20 5,48 1,73 34,89 16,86
1 10 31,87 12,32 3,90 54,46 14,72
2 8 51,18 12,40 4,38 65,99 32,23
3 10 40,08 13,26 4,19 64,20 19,52
4 18 46,28 12,47 2,94 67,08 13,19
5 21 52,48 13,96 3,05 77,26 31,05
6 5 45,65 11,41 5,10 55,25 26,90
7 10 29,23 6,85 2,17 38,48 14,63
Total 92 42,14 14,64 1,53 77,26 13,19
313 1 7 38,66 5,63 2,13 46,86 31,27
2 4 32,38 5,44 2,72 38,87 27,82
3 16 31,58 9,70 2,42 48,87 19,26
4 18 34,56 13,32 3,14 61,80 17,86
5 8 39,90 7,72 2,73 51,45 31,53
6 14 30,12 8,59 2,30 47,21 19,09
7 7 28,67 6,58 2,49 35,59 18,04
100 8 41,74 16,10 5,69 66,51 21,49
101 14 61,97 19,12 5,11 101,19 35,03
Total 96 38,23 15,75 1,61 101,19 17,86
313i 5 8 46,82 15,69 5,55 71,45 25,68
6 10 51,16 11,02 3,49 69,88 35,46
8 9 47,64 25,65 8,55 103,42 25,29
9 11 41,34 13,05 3,94 71,54 20,70
50 11 48,22 17,28 5,21 87,78 27,03
101 10 36,45 9,82 3,11 46,16 15,33
Total 59 45,16 16,13 2,10 103,42 15,33
314 1 15 60,19 17,11 4,42 86,08 35,07
2 5 49,61 17,03 7,62 69,83 32,80
3 13 53,56 13,55 3,76 67,04 28,56
4 17 40,47 6,21 1,51 50,18 28,91
5 7 40,02 10,20 3,85 56,12 30,09
8 10 36,23 12,48 3,95 57,95 16,16
12 5 54,15 16,99 7,60 82,94 40,44
15 10 59,19 21,58 6,83 84,25 27,91
Total 82 49,27 16,55 1,83 86,08 16,16
Total 0 10 29,20 5,48 1,73 34,89 16,86
1 32 46,63 18,87 3,34 86,08 14,72
2 17 46,30 14,46 3,51 69,83 27,82
3 39 41,09 15,11 2,42 67,04 19,26
4 53 40,43 12,02 1,65 67,08 13,19
5 44 47,18 13,67 2,06 77,26 25,68
6 29 40,05 13,82 2,57 69,88 19,09
7 17 29,00 6,54 1,59 38,48 14,63
8 19 41,63 20,12 4,62 103,42 16,16
9 11 41,34 13,05 3,94 71,54 20,70
12 5 54,15 16,99 7,60 82,94 40,44
15 10 59,19 21,58 6,83 84,25 27,91
50 11 48,22 17,28 5,21 87,78 27,03
100 8 41,74 16,10 5,69 66,51 21,49
101 24 51,34 20,24 4,13 101,19 15,33
Total 329 43,32 16,20 0,89 103,42 13,19
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Subgrupo Caso Imagen N Media Des\tlaclon Error estandar Maximo Minimo
estandar
120 dias Control | 316 2 7 54,80 11,95 4,52 75,42 35,07
3 9 83,71 23,83 7,94 128,79 55,90
4 4 68,02 19,26 9,63 86,30 47,78
5 10 60,65 20,05 6,34 87,87 37,86
6 10 70,19 21,65 6,85 91,89 31,10
7 9 83,60 19,30 6,43 113,29 58,00
13 12 39,72 15,34 4,43 77,87 18,34
Total 61 64,70 24,18 3,10 128,79 18,34
317b 1 8 37,05 13,45 4,76 59,57 16,46
2 10 33,92 12,39 3,92 49,70 11,49
3 8 32,57 10,76 3,80 55,42 19,74
4 16 28,06 8,15 2,04 40,44 15,81
5 8 48,82 12,10 4,28 65,68 32,10
Total 50 34,71 12,67 1,79 65,68 11,49
318 1 3 46,18 14,78 8,53 63,15 36,16
2 10 39,33 13,69 4,33 69,53 21,84
3 12 29,43 8,54 2,46 49,13 18,82
4 10 37,22 7,06 2,23 46,86 26,90
5 10 38,63 9,05 2,86 52,19 24,89
7 11 30,06 10,08 3,04 52,89 15,07
9 13 39,84 16,09 4,46 65,16 13,28
Total 69 36,12 12,03 1,45 69,53 13,28
319 1 9 59,74 13,74 4,58 79,00 38,65
2 5 81,12 8,49 3,80 95,69 74,07
3 10 44,50 11,16 3,53 67,69 33,41
4 8 55,07 12,75 4,51 70,71 31,53
5 10 59,40 16,71 5,28 82,24 28,21
6 7 65,54 18,04 6,82 97,57 49,79
7 6 49,24 12,62 5,15 63,81 31,53
8 12 45,85 11,88 3,43 69,61 26,82
Total 67 55,63 16,39 2,00 97,57 26,82
320 1 19 45,52 14,16 3,25 77,83 19,74
2 15 34,72 8,69 2,24 55,42 19,30
3 17 41,80 11,33 2,75 70,49 21,36
4 14 44,23 9,95 2,66 68,96 31,79
5 10 31,26 9,61 3,04 45,33 16,95
6 6 47,22 15,69 6,41 65,42 29,35
9 10 32,68 10,74 3,40 48,91 16,95
Total 91 39,98 12,48 1,31 77,83 16,95
Total 1 39 47,12 15,49 2,48 79,00 16,46
2 47 43,46 18,35 2,68 95,69 11,49
3 56 45,05 22,21 2,97 128,79 18,82
4 52 41,41 15,62 2,17 86,30 15,81
5 48 47,71 18,05 2,60 87,87 16,95
6 23 62,78 20,73 4,32 97,57 29,35
7 26 53,02 27,64 5,42 113,29 15,07
8 12 45,85 11,88 3,43 69,61 26,82
9 23 36,72 14,20 2,96 65,16 13,28
13 12 39,72 15,34 4,43 77,87 18,34
Total 338 45,98 19,53 1,06 128,79 11,49
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Subgrupo Caso Imagen N Media Desv’laclon Error estandar Maximo Minimo
estandar
14 dias
Experimental 401 1 8 62,00 6,27 2,22 71,23 53,89
2 7 57,78 15,79 5,97 84,16 31,97
3 8 70,05 39,47 13,96 148,49 22,23
4 11 60,23 16,73 5,04 84,68 35,59
5 11 74,74 21,06 6,35 104,38 34,63
6 10 69,83 22,72 7,19 113,03 44,42
7 10 65,69 10,75 3,40 89,66 47,30
Total 65 66,16 20,80 2,58 148,49 22,23
402 0 5 45,05 14,45 6,46 65,07 29,00
1 4 40,97 15,23 7,61 63,11 30,00
2 5 27,89 5,40 2,41 36,77 23,50
3 5 38,36 7,89 3,53 50,18 28,61
5 9 58,97 23,13 7,71 96,69 21,71
6 5 59,93 15,66 7,00 68,92 32,14
7 10 55,51 16,52 5,22 83,28 30,61
8 8 49,00 12,63 4,47 71,75 33,72
10 3 35,65 8,61 4,97 45,51 29,65
11 9 48,25 12,94 4,31 80,10 34,15
Total 63 48,24 16,93 2,13 96,69 21,71
403 1 15 37,26 15,46 3,99 62,37 18,69
2 9 31,01 7,05 2,35 43,15 22,27
3 12 34,43 9,03 2,61 50,66 20,96
4 15 43,03 17,98 4,64 96,65 27,56
5 7 47,88 17,85 6,74 67,52 20,00
6 19 33,45 8,27 1,90 52,67 19,78
Total 77 37,24 13,73 1,56 96,65 18,69
404 1 5 86,52 15,40 6,89 104,86 72,76
2 10 59,12 10,19 3,22 73,68 40,92
3 5 51,67 12,64 5,65 68,83 37,65
4 4 59,32 12,53 6,27 72,32 45,07
5 10 44,90 17,20 5,44 82,67 20,83
6 5 45,87 24,60 11,00 77,13 22,80
7 9 57,17 15,16 5,05 73,68 29,13
8 8 42,41 14,61 5,16 69,40 20,09
Total 56 54,49 18,78 2,51 104,86 20,09
405 1 15 64,66 23,88 6,16 105,75 30,00
2 10 71,94 24,46 7,73 117,13 43,72
3 12 56,82 16,41 4,74 93,50 36,99
4 11 61,03 19,53 5,89 93,59 30,40
5 5 64,05 24,05 10,76 96,52 34,28
6 7 55,05 7,54 2,85 62,15 41,62
7 12 53,84 24,19 6,98 108,79 28,34
8 7 69,12 16,03 6,06 85,51 38,91
Total 79 61,75 20,79 2,34 117,13 28,34
Total 0 5 45,05 14,45 6,46 65,07 29,00
1 47 55,77 23,54 3,43 105,75 18,69
2 41 52,04 22,31 3,48 117,13 22,27
3 42 50,13 23,70 3,66 148,49 20,96
4 41 54,06 19,04 2,97 96,65 27,56
5 42 58,51 22,79 3,52 104,38 20,00
6 46 48,87 20,79 3,07 113,03 19,78
7 41 57,87 17,77 2,78 108,79 28,34
8 23 52,83 17,83 3,72 85,51 20,09
10 3 35,65 8,61 4,97 45,51 29,65
11 9 48,25 12,94 4,31 80,10 34,15
Total 340 53,34 21,09 1,14 148,49 18,69
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Subgrupo Caso Imagen N Media Des\t|ac|on Error estandar Maximo Minimo
estandar
28 dias
Experimental 406 1 11 45,24 16,69 5,03 77,96 25,20
2 14 47,95 7,55 2,02 64,51 39,22
3 12 51,97 15,76 4,55 70,75 25,29
4 9 48,82 14,91 4,97 80,10 37,12
5 11 78,44 18,70 5,64 107,57 40,14
7 11 64,43 17,93 5,41 94,29 46,29
Total 68 55,93 18,89 2,29 107,57 25,20
407 4 10 41,69 16,83 5,32 78,04 18,82
5 11 67,16 33,02 9,95 136,57 27,78
6 14 38,23 7,52 2,01 53,81 26,03
7 10 61,19 23,44 7,41 97,74 29,70
8 10 36,63 6,15 1,94 45,73 26,73
Total 55 48,53 22,88 3,08 136,57 18,82
408 1 10 46,52 13,64 4,31 72,58 29,74
2 8 54,52 13,98 4,94 83,59 36,20
3 14 33,58 6,39 1,71 44,98 23,85
4 9 47,85 17,16 5,72 74,42 22,19
5 4 54,93 6,33 3,17 60,79 46,34
6 10 33,80 10,79 3,41 60,53 22,05
7 7 51,06 12,97 4,90 69,88 37,56
8 8 51,49 10,36 3,66 67,17 35,20
Total 70 44,70 14,11 1,69 83,59 22,05
409 1 13 37,94 12,70 3,52 58,87 16,86
2 18 42,26 14,47 3,41 79,70 18,82
3 9 43,26 12,95 4,32 61,05 23,23
5 5 76,67 18,29 8,18 91,54 53,37
6 6 98,56 25,80 10,53 142,85 68,39
7 6 50,04 17,33 7,08 81,62 33,93
8 14 68,35 19,95 5,33 106,30 33,58
Total 71 54,58 24,64 2,92 142,85 16,86
410 1 7 58,96 19,29 7,29 94,42 39,79
2 6 71,44 16,34 6,67 99,71 55,73
3 59,26 21,62 7,64 93,29 33,45
4 15 53,81 12,38 3,20 74,16 35,51
5 11 68,51 32,47 9,79 120,67 16,55
6 6 55,95 14,85 6,06 72,10 34,02
7 10 51,19 19,82 6,27 96,78 27,60
Total 63 59,11 20,93 2,64 120,67 16,55
Total 1 41 45,58 16,32 2,55 94,42 16,86
2 46 49,93 15,68 2,31 99,71 18,82
3 43 45,51 16,85 2,57 93,29 23,23
4 43 48,70 15,21 2,32 80,10 18,82
5 42 70,44 26,33 4,06 136,57 16,55
6 36 50,01 26,80 4,47 142,85 22,05
7 a4 56,60 19,20 2,89 97,74 27,60
8 32 54,22 19,85 3,51 106,30 26,73
Total 327 52,60 21,06 1,16 142,85 16,55
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Subgrupo Caso Imagen N Media Desviacion Error estandar Maximo Minimo
estandar
60 dias
Experimental | 413 1 23 44,94 15,18 3,16 68,22 14,02
2 10 61,36 22,45 7,10 114,69 42,06
3 26 49,14 16,03 3,14 85,90 26,42
4 13 56,77 20,08 5,57 104,64 33,63
5 8 60,68 28,22 9,98 120,41 28,96
6 9 47,20 22,98 7,66 89,84 24,19
7 12 44,47 15,96 4,61 86,65 28,04
8 5 46,82 19,48 8,71 73,50 28,04
9 14 55,81 29,40 7,86 140,67 25,51
10 18 42,33 16,48 3,89 74,16 22,49
11 17 40,87 9,79 2,37 59,05 28,04
Total 155 48,90 19,58 1,57 140,67 14,02
414 1 10 59,39 18,85 5,96 106,61 38,69
2 10 55,31 16,62 5,25 75,29 24,72
3 11 50,18 14,53 4,38 78,52 24,46
4 10 43,49 18,44 5,83 83,37 17,56
5 8 48,24 15,69 5,55 66,65 20,83
6 8 38,01 13,74 4,86 65,77 24,19
7 6 44,48 13,89 5,67 59,40 28,78
Total 63 49,06 16,92 2,13 106,61 17,56
415 1 44 38,80 13,08 1,97 65,07 18,52
2 10 39,35 11,56 3,65 53,76 19,96
4 20 40,46 11,63 2,60 68,87 27,38
5 12 54,18 11,67 3,37 75,20 39,92
6 10 41,72 18,67 5,90 71,06 14,19
Total 96 41,43 13,80 1,41 75,20 14,19
Total 1 77 43,31 15,88 1,81 106,61 14,02
2 30 52,00 19,31 3,52 114,69 19,96
3 37 49,45 15,40 2,53 85,90 24,46
4 43 46,10 17,36 2,65 104,64 17,56
5 28 54,34 18,67 3,53 120,41 20,83
6 27 42,45 18,65 3,59 89,84 14,19
7 18 44,47 14,89 3,51 86,65 28,04
8 5 46,82 19,48 8,71 73,50 28,04
9 14 55,81 29,40 7,86 140,67 25,51
10 18 42,33 16,48 3,89 74,16 22,49
11 17 40,87 9,79 2,37 59,05 28,04
Total 314 46,65 17,75 1,00 140,67 14,02
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Cicatrizacion alveolar en ratas con dieta rica en Sacarosa

Subgrupo Caso Imagen N Media Desviacion Error estandar Maximo Minimo
estandar
120 dias
Experimental 416 1 7 45,45 14,08 5,32 63,06 27,65
2 8 45,31 8,94 3,16 58,96 36,03
3 10 61,39 21,48 6,79 96,78 34,50
4 9 62,93 15,30 5,10 80,53 33,89
5 11 49,73 13,63 4,11 79,92 30,61
6 12 68,81 21,79 6,29 101,45 36,69
8 9 72,20 24,29 8,10 117,26 38,08
9 10 54,31 16,65 5,26 79,97 33,58
Total 76 58,24 19,63 2,25 117,26 27,65
419 1 10 45,51 12,88 4,07 69,05 29,92
2 17 34,60 8,38 2,03 53,24 23,41
3 6 36,60 9,21 3,76 46,99 24,54
4 6 33,45 7,65 3,12 45,90 24,28
5 14 46,69 17,74 4,74 87,04 25,68
6 7 49,37 12,02 4,54 70,40 35,68
7 9 49,67 11,82 3,94 65,95 31,36
8 10 40,44 15,20 4,81 65,64 23,41
Total 79 41,95 13,59 1,53 87,04 23,41
419b 2 11 29,75 12,91 3,89 53,06 9,48
3 9 31,94 9,11 3,04 46,03 20,35
4 10 30,89 5,82 1,84 40,00 19,30
5 7 44,05 19,04 7,20 73,20 22,14
100 10 48,51 17,89 5,66 73,76 22,84
101 8 59,89 14,22 5,03 81,19 39,09
Total 55 39,93 17,04 2,30 81,19 9,48
420a 1 20 48,62 14,42 3,23 78,26 19,04
2 15 37,16 11,23 2,90 55,68 19,74
3 19 27,83 8,74 2,01 48,70 18,08
Total 54 38,12 14,62 1,99 78,26 18,08
420b 0 9 45,11 12,12 4,04 63,85 28,61
1 10 44,43 15,06 4,76 65,29 23,45
2 7 50,14 13,61 5,14 70,14 33,58
3 7 45,94 20,43 7,72 83,15 21,05
4 5 47,86 13,42 6,00 65,82 32,01
5 8 63,47 9,95 3,52 76,95 46,82
6 9 49,06 17,53 5,84 77,17 26,16
7 9 67,42 12,29 4,10 86,82 51,58
Total 64 51,85 16,21 2,03 86,82 21,05
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