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RESUMEN

La hipoxia hipobarica (HX) puede definirse como un descenso de la presion
barométrica con la consecuente disminucion de la presion parcial de oxigeno en la
atmosfera. La exposicion a HX constituye un estimulo estresante para el organismo, por lo
tanto, este debe desarrollar respuestas que le permitan hacer frente a las exigencias del
ambiente, las cuales difieren entre las poblaciones que habitan permanentemente en zonas
de gran altitud (hipoxia crénica continua, HCC) y aquellos individuos que trabajan en HX y
retornan a zonas de baja altitud para descansar (hipoxia crénica intermitente, HCI). A pesar
del hecho de que las respuestas fisiolégicas que se desencadenan frente a la HX han sido
ampliamente discutidas, las repercusiones de los bajos niveles de oxigeno a nivel de los
tejidos orales aln no estan claras. La literatura cuenta con estudios que analizan los tejidos
periodontales y las glandulas salivales tanto en animales como en humanos expuestos a
HX, pero en todos ellos las condiciones de exposicidon no son en las que habitualmente se
desarrolla la vida. Por esta razén, este trabajo de tesis se centra en la evaluacion del estado
periodontal y glandular en ratas expuestas a 4200 metros de altura simulada, siendo nuestra
hipdtesis que la exposicion a dicha altura causa una merma en la funcion biolégica de los
tejidos orales. Dichos tejidos serian capaces de aclimatarse pero esta respuesta podria
variar dependiendo de si la exposicién a HX es continua o intermitente.

En nuestros modelos experimentales, se utilizaron ratas Wistar hembras (en
crecimiento o adultas), las cuales se expusieron a HX durante 90 dias con el fin de evaluar
las propiedades biomecanicas mandibulares, la morfometria del hueso alveolar, la
concentracion de diversos biomarcadores del tejido gingival y de glandulas submaxilares
(GSM), la histoarquitectura de GSM y la secreciéon salival. Ademas, hemos realizado
experiencias en animales con induccién experimental de enfermedad periodontal (PE), con
el fin de analizar el efecto de la HX en un hueso alveolar afectado por periodontitis.

Los resultados del presente trabajo indican que la HX afecta negativamente las
propiedades biomecanicas mandibulares en ratas en crecimiento, hecho probablemente
vinculado a la disminucién de la masa 6sea de los animales y a la incapacidad de la
mandibula de adaptar su geometria durante la exposiciéon a HX. El hueso alveolar también
sufrié alteraciones, observandose reabsorcion cortical lingual e interradicular, sin evidencia
de desarrollo de una respuesta inflamatoria a nivel periodontal. La mencionada pérdida 6sea
podria ser considerada como un intento de aclimatacibn para aumentar la masa roja
circulante, proceso fundamentalmente a cargo de la médula 6sea de los huesos largos. El
incremento de la actividad de la 6xido nitrico sintasa inducible observado en el tejido gingival

y en la GSM, da cuenta de la necesidad del organismo de aumentar el aporte de O, en



ambos sitios, lo que refuerza el concepto de intento de aclimatacion a nivel periodontal y
glandular.

En ratas adultas, la exposicion a HX no indujo cambios biomecéanicos mandibulares,
probablemente debido a que estos animales ya han completado su formaciéon 6sea. Es
evidente que la exposicion intermitente resultd mas perjudicial en términos de aclimatacion
que la continua. Esto se vio reflejado en la menor secrecion salival y en la mayor pérdida
Osea interradicular en HCI, asi como también en el aumento de la resorcion 6sea general.
Los fendbmenos homeostaticos desencadenados en respuesta a HX involucrarian la
activacion del factor inducible por hipoxia-1a y mecanismos adaptativos a nivel bioenergético
mitocondrial, que parecen no ser del todo eficaces en HCI. Estos resultados conjuntamente
con el andlisis microscopico de las GSM sugieren una diferencia fenotipica durante la
aclimatacion en HCI y HCC, que involucraria cambios a nivel bioquimico, ultraestructural y
molecular.

Cuando se evalu6 el efecto de la HX sobre ratas adultas sometidas a PE, nuestros
resultados sugieren que la exposicion a HX agrava las manifestaciones patolégicas orales
de la periodontitis, tanto a nivel 6seo como glandular. Las vias de sefializacién que se
activan a nivel celular durante la exposicion a HCl y HCC podrian incrementar las sefiales
de la cascada inflamatoria inducida por periodontitis, aumentando su efecto deletéreo sobre
el periodonto y las GSM.

En conclusion, la exposicion a HX induce cambios en la fisiologia del tejido
periodontal y glandular de ratas en crecimiento y adultas, de forma diferencial cuando se las
expone en forma continua como intermitente. Este trabajo de tesis constituye un
antecedente valioso a la hora de evaluar la salud periodontal de individuos que habitan o
trabajan en condiciones de HX y ayuda a una mejor comprension de los procesos que
regulan la homeostasis oral durante la aclimatacion a la HX, pudiendo contribuir al desarrollo
de estrategias para prevenir la hiposecrecion salival y sus consecuencias en poblaciones

expuestas a HX.
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1. Introduccidon

1.1 Anatomia bucal de la rata

Las ratas y los ratones se encuentran agrupados dentro del orden Rodentia,
suborden Myomorpha y familia Muridae. El género de la rata es Rattus, en tanto que la
rata de laboratorio deriva del modelo salvaje Rattus norvegicus y pertenece a la
variedad albina. La maduracion Osea de su esqueleto ocurre lentamente y la

osificacién se completa al alcanzar el primer afio de vida aproximadamente.

La rata posee una unica denticion distribuida en dos hemimaxilares superiores
y dos inferiores. La férmula dentaria se compone de 3 molares y un incisivo en cada
hemimaxilar, no existiendo caninos ni premolares (Figura 1.1). Los incisivos se
especializan en roer y crecen durante toda la vida del animal. Los molares sirven

principalmente para la molienda y trituracién del alimento (Moore DM, 2000).

Figura 1.1. Vista de la cara lingual de la hemimandibula de rata. Tomado de De Rezende
Barbosa GL y cols., 2016

En este trabajo de tesis se desarrollaron determinaciones tomando como
referencia el primer molar inferior de la rata. El primer molar es el mas grande de los 3
molares y consta de una corona y cuatro raices, una mesial, una distal y dos medias o
centrales, muy delgadas, que se disponen una hacia vestibular y otra hacia lingual. Al
igual que las piezas dentarias humanas, el primer molar presenta una porcién central,
la pulpa dental, rodeada en su totalidad por dentina que esté recubierta por esmalte en

Su porcién coronaria y por cemento en la zona radicular (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Esquema de una pieza dentaria. Tomada de: todosobredientes.wordpress.com

1.2 Generalidades del tejido 6seo

El tejido 6seo es un tipo especializado de tejido conectivo que esta constituido
por células y una matriz extracelular mineralizada compuesta principalmente por
hidroxiapatita. El proceso de mineralizacion le otorga una caracteristica distintiva sobre
el resto de los tejidos conectivos y le permite cumplir sus funciones de sostén y
proteccién. EI componente inorganico le brinda rigidez y resistencia a las fuerzas
compresivas. Por otro lado, la matriz extracelular constituida principalmente por
colageno tipo |, otorga al hueso su capacidad elastica y de resistencia a la traccion
(Boskey AL y cols., 1999).

En el tejido 6seo se encuentran principalmente 4 tipos celulares: osteoblastos,
osteocitos, células de revestimiento y osteoclastos. Los osteoblastos son los
encargados de sintetizar el componente organico de la matriz 6sea, como el colageno
de tipo I, proteoglicanos, proteinas de adhesién celular, osteocalcina, factores de
crecimiento y ademas controlan el depdsito de sales minerales. Estas células pueden
permanecer en las superficies 6seas 0 quedar rodeadas por la matriz que sintetizan.
Cuando permanecen en la superficie, finalizan la sintesis de la matriz, se aplanan y se
convierten en células de revestimiento o “lining cells”. Estas células, a partir de la
produccion de factores locales como interleuquina (IL) 6 y 11, desarrollan un
importante papel en el control del remodelado 6seo (Manolagas SC vy cols., 1995;
Elias JA y cols., 1995). Los osetoblastos que quedan en el espesor de la matriz
adquieren aspecto estrellado y pasan a llamarse osteocitos, los que se hallan en

contacto entre si y con las células de la superficie, células de revestimiento,
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osteoblastos y células de la médula 6sea mediante prolongaciones citoplasmaticas. La
cavidad que contiene al cuerpo del osteocito recibe la denominacion de laguna
osteocitica y los canaliculos por los que discurre su prolongacién citoplasmatica se
denominan conductos calcoforos (Alberts B y cols., 1994). Los osteocitos son
esenciales para que el tejido 6seo mantenga sus propiedades biomecanicas, ya que
participan en el proceso de homeostasis del calcio y del fésforo y detectan el estrés
mecanico y la presencia de microlesiones en la matriz (Mullender M y cols., 2004).
Ademas, los osteocitos transmiten sefiales a las células de revestimiento que
utilizarian la informacién recibida para modular localmente el remodelado (Aubin JE y
cols., 1993). Los osteoclastos son las células éseas de mayor tamafio y derivan de las
células madre hematopoyéticas. Son células multinucleadas, ricas en anhidrasa
carbonica y fosfatasa alcalina resistente al tartrato, encargadas de la reabsorcion
mineral y degradacién del coldgeno. Estas actividades pueden llevarse a cabo gracias
a la presencia de una bomba proténica ATP dependiente en su membrana que
impulsa H* hacia el hueso estableciendo un pH de 4-5, lo que crea un ambiente
propicio para la reabsorcién de minerales y para la actividad de la metaloproteinasa 9
(MMP-9), encargada de la degradacion colagena. La actividad resortiva de los
osteoclastos parece ser activada por IL-6 y 11, pudiendo ser éstas a su vez
estimuladas por IL-1 y el factor de necrosis tumoral (TNFa) en procesos inflamatorios.
Diariamente se renueva un 0,7% de hueso sano del organismo gracias a la actividad
conjunta de reabsorcion osteoclastica y neogénesis osteoblastica. Ambas células
conforman unidades funcionales de remodelado 6seo y permiten mantener la matriz
Osea adaptandola a los requerimientos mecanicos y funcionales. El remodelado 6seo
también sirve para cumplimentar el rol metabdlico del hueso como reservorio de calcio
y fosfato del organismo y asi mantener los niveles séricos adecuados de dichos
minerales (Roberts WE y cols., 1987).

El hueso se comporta como un 6rgano metabdlicamente muy activo cuya
unidad estructural es la laminilla ésea, de unos 3-5 pum de espesor. Si las fibras
coladgenas se disponen paralelamente entre si, forman el hueso esponjoso o
trabecular, cuyo elemento basico es la osteona trabecular. Cuando las laminillas se
ubican de forma concéntrica, formando estructuras cilindricas, conforman las osteonas
corticales y los sistemas de Havers, presentes en el hueso cortical o compacto. La
lamina Osea esta presente soélo en el hueso maduro, el cual recibe el nombre de hueso

laminar.



Introduccion

1.2.1 Hueso alveolar

El hueso alveolar es la zona de los huesos maxilares que contiene y reviste los
alvéolos de los dientes. En la rata, conforma lo que se denomina apdfisis
alveolodentaria, que contiene tabiques intra e interradiculares. Las paredes de los
alvéolos estan revestidas por hueso cortical, mientras que el area entre los mismos se
halla ocupada por hueso esponjoso, cuyo espesor varia de acuerdo a la exigencia
funcional de cada ubicacion y permite la vascularizacion de las -corticales
(Cardadropoli G y cols., 2003). En un corte transversal, el alveolo presenta forma
triangular, donde el vértice corresponde a la cresta alveolar y la base a la zona de
conexion con el hueso que forma el resto de la mandibula. Las corticales alveolares
suelen ser delgadas en el sector lingual de los molares inferiores.

El tejido 6seo alveolar se origina, al igual que el ligamento periodontal (LP) y el
cemento radicular, en el saco dentario. Los 3 se comportan como una unidad
funcional que mantiene su estructura y funcién siempre que permanezcan inalteradas
cada una de sus partes (Araujo MG & Lindhe J, 2005). Ademas, conjuntamente forman
el aparato de insercion del diente, teniendo como funcion absorber y distribuir las
fuerzas generadas por los contactos dentarios y la masticacion. El hueso alveolar que
circunda las superficies radiculares da insercién a las fibras de Sharpey, que se
extienden entre el LP y el cemento (Lindhe J, 2009). El hueso alveolar adquiere su
forma definitiva una vez que ha terminado el proceso de erupcion dentaria y
conformacion del apice radicular de la pieza respectiva. Debido a su ubicacion
anatomica y a que es el encargado de alojar a las piezas dentarias, el hueso alveolar,
principalmente su cortical periodontal, responde de diferente forma a los cambios
metabodlicos respecto a otros huesos del organismo. Varios factores locales vy
sistémicos influyen para que los procesos de remodelacion ésea mantengan un
equilibrio en la estabilidad de la altura de la cresta alveolar y en la integridad de las
corticales Gseas. En el caso de la rata, se ha observado que existe una relacién entre
la edad y la pérdida 6sea alveolar independientemente de la condicién periodontal,
atribuyéndole esta pérdida al desbalance de los mecanismos de
resorcién/neoformaciéon (Misawa Y y cols., 2007). La remodelacion continua del hueso
alveolar es consecuencia de su gran actividad metabdlica. Las fuerzas que generan
presion provocan resorcion 0sea alveolar y las que generan tension estimulan su
formacién. Los pequefios movimientos de los dientes son las principales causas del
remodelado 6seo en este tipo de hueso, ademas de las fuerzas de la masticacion que
recaen sobre la pieza dentaria y son absorbidas por el LP. Cuando el individuo se

encuentra en una situacion estable, la masa de hueso se mantiene gracias al
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remodelado 6seo que influye sobre dénde, y en qué medida, aumentan las células
O0seas. Cuando hay trauma oclusal, las fuerzas generadas pueden causar inflamacion
de los tejidos de soporte, con destruccion dentaria y periodontal, como asi también
una respuesta adaptativa a nivel interradicular (Lindhe J, 2009).

A nivel molecular, tanto estudios in vitro como in vivo han comprobado la
importancia de la participacion de las prostaglandinas (PGs) y el 6xido nitrico (ON)
como mediadores en los cambios 0seos en respuesta a la adaptacion mecanica.
Ambos compuestos se liberan en el LP cuando se activa el sistema osteocitico-lacunar
(Burger EH & Klein-Nulend J, 1999). Ademas existe liberacion de otras citoquinas y
mediadores como respuesta a las fuerzas aplicadas en forma continua que estimulan

la remodelacion 6sea.

1.2.2 Biomecanica mandibular

Durante el acto masticatorio se somete a la mandibula a fuerzas producidas
por los muasculos masticatorios y por las fuerzas de reaccion de las articulaciones
témporomandibulares y los dientes. Como resultado de dichas fuerzas, en la
mandibula se originan tensiones y deformaciones, cuya intensidad depende de la
naturaleza de la carga externa y de las propiedades materiales y geométricas
mandibulares (van Eijden T, 2000).

La deformaciéon producida en el hueso en funcién de la carga puede ser
estudiada por una curva que relaciona ambos factores. La curva carga/deformacion
muestra un comportamiento elastico lineal a partir del cual, si la carga aplicada es
suficientemente intensa, se alcanza un punto de cesion donde las deformaciones
producidas son irreversibles (deformacion plastica). Este comportamiento determina la
produccién de microfracturas que si se acumulan pueden debilitar al material 6seo y
producir una fractura. La pendiente de la curva en la regién elastica se denomina
rigidez 6sea y es inversa a la flexibilidad del hueso. Es la capacidad del tejido 6seo a
resistir la deformacioén en la direccién de la carga aplicada (Bozzini C y cols., 2009)

La propiedad de los huesos de actuar como palancas rigidas resistentes a la
fractura se adquiere combinando dos clases diferentes de resistencia: la rigidez
(resistencia a la deformacion) y la tenacidad (resistencia a la formacién y progreso de
microfracturas). Ambas dependen de la rigidez intrinseca del material mineralizado y
de la calidad arquitecténica del disefio trabecular y cortical. De lo antedicho se deduce
que los componentes O6seos que determinan las propiedades biomecanicas en el

hueso son tanto el colageno de la matriz y el grado de mineralizacién del mismo, como
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su cantidad y distribucion en el espacio. Los huesos no controlan su masa para
optimizar su rigidez sino que controlan su arquitectura. Si bien la masa Osea se
encuentra en relacion directa con la carga que recibe el hueso, para determinar las
propiedades mecanicas es mas importante la distribucion geométrica tridimensional
del mismo que la masa en si (Ferretti JL y cols., 2001).

La mandibula humana puede considerarse una estructura biomecanica éptima,
tomando como referencia la ubicaciébn de la articulacion témporomandibular, su
relacion con las piezas dentarias y el punto de insercion de los musculos
masticadores (Boretti G y cols., 1995). En la rata, cada hemimandibula presenta
distintas unidades funcionales, tales como los alvéolos de los incisivos de crecimiento
continuo y el proceso alveolar de los molares por un lado, y el angulo goniaco, el
céndilo y la apofisis coronoides por otro, siendo éstas Ultimas lugares de insercion de
los musculos masticadores. A nivel histolégico, la estructura del hueso trabecular
mandibular estd preparada de forma O6ptima para ofrecer el maximo nivel de
resistencia a las fuerzas tensionales y la presién con la minima cantidad de masa 6sea
(Huiskes R y cols., 2000). La mandibula es mas rigida en direccién longitudinal que
transversal, debido a que el colageno, la hidroxiapatita y las osteonas estan orientadas
en dicha direccion. El eje longitudinal, mayor a nivel de la sinfisis, puede compensar
las cargas torsionales en comparacion con el cuerpo en la region molar. Ademas, la
sinfisis es la zona mandibular de mayor densidad mineral, de ahi que su resistencia
sea mayor (Kingsmill VJ & Boyde A, 1998). Es importante tener en cuenta que las
fuerzas a las que estd sometida la mandibula cambian continuamente, dado que las
mismas provienen de los diversos muasculos masticadores, piezas dentarias y
articulaciones y su punto de aplicacion e intensidad dependen del dinamismo de cada
situaciéon (masticacion, deglucion, etc.).

Con respecto al hueso alveolar, el remodelado se activa a través de fuerzas
flexurales que la masticacién imprime al LP y que genera un aumento de espesor
cortical. Las fuerzas masticatorias por accion muscular no solo afectan la posicion
dentaria y la forma de la arcada, sino también la estructura de la mandibula. La
presencia de estos estimulos mecanicos es necesaria para el normal desarrollo y
mantenimiento del volumen éseo y de la estructura del hueso. Debido a la inclinacién
lingualizada de los molares en la rata, las fuerzas masticatorias repercuten sobre el

apice de las piezas y la tabla lingual més que en la vestibular.
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1.3 Periodonto

La palabra periodonto etimolégicamente significa peri= alrededor y odonto=
diente, es decir que el periodonto se encuentra formado por aquellas estructuras
anatomicas que rodean y soportan a la pieza dentaria. El periodonto se divide en dos:
periodonto de insercion, compuesto por el cemento radicular, el hueso alveolar y el LP;
y el periodonto de proteccion, conformado por la encia libre, la encia insertada o
adherida y el epitelio de unién. El primero es el encargado de mantener el diente en su
alvéolo, brindandole ademas su posicion en el arco dentario, mientras que el segundo
sirve para proteger al periodonto de insercion.

Las estructuras que forman el periodonto de insercién poseen la particularidad
de estar intimamente relacionadas no soélo desde su origen embriolégico y su
disposicién anatomica, sino también desde un punto de vista funcional. La
remodelacién del hueso alveolar, el acomodamiento de las fibras del LP y la aposicion
del cemento se encuentran permanentemente en actividad debido a la necesidad de

intrusién, extrusioén y acomodamiento de la pieza dentaria a lo largo de su vida.

1.3.1 Periodonto de insercion

Las caracteristicas del hueso alveolar fueron previamente descriptas en el
punto 1.2.1 de este capitulo.

El cemento es un tejido que recubre a la pieza dentaria en su porcion radicular.
Forma parte del sistema de insercion en la pared dental de las fibras del LP para
sujetar la pieza al hueso alveolar. Si bien no tiene la capacidad de remodelarse como
el hueso, el cemento puede generarse por aposicion secundaria, siendo los sitios mas
activos el apice y la zona de la furcacién radicular, relacionados con procesos de
compensacion por desgaste oclusal.

El LP estd conformado por fibras colagenas que se insertan por un lado en el
cemento y por otro, en el hueso alveolar. El elemento esencial del LP son las fibras
denominadas fibras de Sharpey, pero ademas contiene células como los fibroblastos,
osetoblastos, cementoblastos, células epiteliales y terminaciones nerviosas. Se
encuentran ademas, células asociadas a la respuesta inmunolégica del huésped,
como macréfagos, mastocitos y células pluripotenciales cercanas a los vasos
sanguineos. Las presencia de una estructura colagena entre el hueso y el diente
brinda resistencia y flexibilidad a su unién, al mismo tiempo que permite que las

fuerzas generadas durante los eventos masticatorios y los contactos dentarios se
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distribuyan y sean absorbidos por las apofisis alveolares de los maxilares. Por otro
lado, estas fuerzas originan sefiales y mecanismos compensatorios que permiten
adaptarse a los requerimientos mecénicos, tanto funcionales como parafuncionales,
gracias a la mediacion de mecanorreceptores y nociceptores ubicados en el LP
(Biancu Sy cols., 1995).

1.3.2 Periodonto de proteccion

Con respecto al periodonto de proteccion, éste estd compuesto por la encia,
que es la parte de la mucosa masticatoria que cubre las apéfisis alveolares de los
maxilares y rodea la zona cervical de las piezas dentarias. La encia se compone de
tejido epitelial y un tejido conectivo subyacente, denominado lamina propia, separados
entre si por la lamina basal. Con la erupcion dentaria, la encia adquiere su aspecto
definitivo insertandose hasta el limite amelocementario.

Anatémicamente, la encia se clasifica en encia libre o marginal (en contacto
con la pieza dentaria) y encia insertada o adherida (en contacto con el hueso alveolar).
La encia libre presenta dos vertientes, una interna o dental que mira hacia la pieza
dentaria, y otra externa o bucal, que se dispone hacia el vestibulo bucal. El epitelio de
ambas vertientes es muy similar, conteniendo ambos estrato celular basal, espinoso y
granuloso. Sélo el epitelio de la vertiente externa es queratinizado, por lo que también
se encuentra presente el estrato cérneo (Gomez de Ferraris ME y Campos Mufioz A,
2010). La vertiente dental de la encia libre deja un espacio entre la misma y el diente
llamado surco gingival, que establece el limite entre la encia marginal y los tejidos
duros dentarios. En la profundidad del surco se encuentra una union intima entre
células epiteliales con los tejidos duros dentarios gracias a la insercion del epitelio de
unién. Este espacio gingival posee una profundidad variable de 0,7-1,5 mm
dependiendo el sector del que se trate y de su estado de salud o enfermedad (Lindhe
J, 2009). El epitelio de union posee una forma triangular con base coronal y vértice
apical y se comporta como una barrera que impide el paso de noxas hacia el
periodonto de insercion. Esta compuesto por epitelio escamoso estratificado no
queratinizado que se une al diente por una lamina basal interna y al tejido conectivo
por una lamina basal externa. Por debajo del epitelio gingival se encuentra el tejido
conectivo compuesto por fibras gingivales que se insertan en el periostio, diente vecino
y en la misma encia, existiendo ademas un grupo en forma de anillo alrededor de la

pieza dentaria
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A la unién dentogingival constituida por el epitelio de unién y el tejido conectivo
gue da insercién a la encia mediante sus fibras se la denomina espacio biolégico
(Delgado Pichel Ay cols., 2011). Este confiere el verdadero sitio de sellado alrededor
de la pieza dentaria y adquiere fundamental importancia en toda actividad clinica que
se relacione anatomica y funcionalmente con él, pudiendo verse afectado como
consecuencia de una agresion mecanica o procesos inflamatorios. En la figura 1.3 se

resumen los componentes del periodonto de insercion y proteccion.
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Figura 1.3. Esquema que muestra la relacién del periodonto de insercion y del periodonto de

proteccion con la pieza dentaria.

1.3.3 Enfermedad periodontal

La periodontitis (P) es una enfermedad infecciosa, generalmente crénica, que
produce la pérdida progresiva de LP y de hueso alveolar de soporte adyacente, siendo
la principal causa de pérdida de piezas dentarias entre los adultos (Pihlstrom BL y
cols., 2005). Se la considera una patologia multifactorial dado que su patogénesis
puede incluir numerosas entidades biolégicas tales como microorganismos orales,
factores inmunoldgicos y genéticos, efectos fisicos como la oclusién dental,
medicamentos, factores medioambientales y enfermedades sistémicas, como la

diabetes y las enfermedades cardiovasculares (Suzuki Ay cols., 2015).
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Estudios epidemioldgicos han establecido que la periodontitis cronica se origina
a partir de una gingivitis inducida por placa bacteriana. De esta manera, mientras la
gingivitis es una lesion reversible que causa una inflamacion de las encias y puede
tratarse con relativa facilidad, la P o enfermedad periodontal cronica causa lesiones
como la pérdida de insercidn y hueso que son irreversibles en los seres humanos. Las
lesiones gingivales pueden permanecer estables durante afios o incluso es posible
gque nunca se conviertan en lesiones periodontales. En este sentido, se ha demostrado
gue la gingivitis se manifiesta después de sélo dias o0 semanas de acumulacion de
placa bacteriana (L6e H y cols., 1965) en tanto que la P requiere tiempos mas
prolongados de exposicién a la placa (Lindhe J y cols., 1975). Adema4s, se considera
que el grado de respuesta y la susceptibilidad del huésped desempefian un papel
decisivo para que suceda la transformacion de gingivitis a P (Salvi GE & Lang NP,
2005). Desde el punto de vista clinico, las manifestaciones de la P incluyen
alteraciones del color, la textura y el volumen de la encia libre, formaciéon y mayor
profundidad de bolsas periodontales donde antes existia el surco gingival, sangrado
durante el sondaje periodontal, pérdida del nivel de insercién, retraccién del margen
gingival, pérdida de hueso alveolar, aumento de la movilidad dentaria, migracion y

finalmente exfoliacion dental (Lindhe J y cols., 2009)(figura 1.4).
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Figural. 4. Esquema que representa un diente con el tejido periodontal en salud

(izquierda) y otro diente con enfermedad periodontal (derecha). Tomado de rdentalcentro.com

Secuencialmente, la inflamacién del periodonto se inicia por acumulacién de

placa bacteriana en la encia libre con signos de inflamacién, tales como
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enrojecimiento, cambios en el contorno y consistencia de la encia libre y sangrado.
Histopatolégicamente, se observa proliferacion de las células del epitelio de union y
de vasos sanguineos cercanos al mismo, comienzo de la destruccion de fibras
colagenas gingivales e infiltrado progresivo de células inflamatorias con predominio de
polimorfonucleares neutrofilos (PMN), macrofagos y linfocitos. Si no se realiza el
barrido de la biopelicula, comienza a depositarse biofilm subgingival que contiene
microorganismos anaerobios Gram (-), entre los que se incluyen patégenos
oportunistas de la cavidad bucal tales como Porphyromonas. El crecimiento y
colonizacion de la placa subgingival generan dafios en el huésped a través de la
liberacion de diversos productos. Algunos de estos son enzimas que degradan los
componentes del tejido conectivo. Proteasas producidas por la Porphyromona
gingivalis y sustancias leucotoxicas producidas por el Aggregatibacter
actinomycetemcomitans han sido vinculadas con la agresion tisular evidenciada en el
desarrollo de la P (Grenier D y cols., 2015; Haubek D & Johansson A, 2014).

Ademas, el componente celular de la respuesta inmune innata tiene un papel
preponderante en la reabsorcién 6sea observada en la P. Los macrofagos producen
diversas citoquinas que estimulan el deterioro del tejido conectivo e inducen la
subsecuente resorcién ésea. Los neutréfilos también participan produciendo especies
reactivas del oxigeno (ROS) y citoquinas involucradas en la fase destructiva vy
resortiva. EIl burst respiratorio de las células mencionadas anteriormente tiene como
objetivo eliminar microorganismos, aunque también destruye el tejido conectivo por
liberacion de colagenasas y elastasas (Medianos PN y cols., 2005). La IL- 1B, IL-6 y
TNFa son algunas de las muchas moléculas secretadas, cuya concentracion aumenta
en el fluido crevicular y en los tejidos lesionados, y a su vez inducen la expresion de
otros mediadores que amplifican la respuesta inflamatoria, tales como PGs y ON.
Dada la importancia de los mediadores inflamatorios producidos por las células del
huésped en el desarrollo de la P, se efectuara a continuacion un breve resumen de los

principales biomarcadores discutidos en el presente trabajo de tesis:

El ON es un gas a temperatura ambiente de baja solubilidad en agua. Es una
molécula altamente inestable y se lo considera un radical libre, ya que en presencia de
O, se oxida rapidamente convirtiéndose en dioxido de nitrégeno. Es sintetizado por
distintos tipos celulares como células epiteliales, nerviosas, endoteliales e
inflamatorias y actia como mensajero intracelular e intercelular paracrino con una vida
media de pocos segundos. En el endotelio es responsable de causar vasodilatacion,
mientras que en los sitios de infeccidn, los macréfagos lo sintetizan para destruir a los

microorganismos que fueron fagocitados. La sintesis de ON se realiza por accién de la
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enzima oOxido nitrico sintasa (NOS), que cataliza la conversién de L-arginina en L-
citrulina y ON en cantidades equimolares. En los mamiferos se han identificado 3
isoformas de NOS: la neuronal (nNOS) y la enotelial (eNOS), que son constitutivas y
dependientes de calcio y producen concentraciones fisiolégicas de ON capaz de
actuar como sefalizador molecular, y la inducible (iNOS), independiente de calcio,
presente en macréfagos, neutréfilos, masculo liso y endotelio e inducible por estimulos
tales como interferon gamma, TNFa y lipopolisacaridos (LPS) (Ferrer Viant D y cols.,
1998). La induccién de iINOS genera grandes cantidades de ON por periodos
prolongados de tiempo, pudiendo ser inhibida por glucocorticoides y ciclooxigenasa-2
(COX-2). Existe evidencia que tanto la actividad de iINOS como la concentracion de
ON se ven incrementadas en tejidos periodontales inflamados (Lappin D y cols., 2000).
Con respecto a las PGs, éstas son sustancias de caracter lipidico
pertenecientes a la familia de los eicosanoides. Se sintetizan a partir del &cido
araquidonico libre producido a partir de los fosfolipidos de membrana mediante el
complejo enzimatico de la PG sintetasa, que incluye a la COX (Miyamoto T y cols.,
1976). Las PGs se encuentran en casi todos los tejidos y liquidos corporales y estan
involucradas en numerosos procesos fisiologicos, entre ellas, la regulacion de la
presion arterial, la tonicidad de la musculatura lisa, la agregacion plaquetaria, la
quimiotaxis celular, la ovulacion, la implantacion embrionaria y diversos mecanismos
de secrecion. Existen varios tipos de PGs: PGA, PGI, PGE, PGG y PGF, que poseen
distintas funciones y sus receptores se acoplan generalmente a vias de la adenilato
ciclasa y AMPc como segundo mensajero. La PGE, es sintetizada mediante dos
isoformas de la COX, la COX-1 que es constitutiva de todos los tejidos y regula
mecanismos como la homeostasis vascular, la proteccién de la mucosa gastrica y el
mantenimiento de la integridad renal; y la COX-2, inducida principalmente por
mediadores inflamatorios (TNFa, interferén, factores de crecimiento, etc.) en diversas
células (monocitos, macrofagos, células endoteliales, osteoblastos entre otras). La
PGE, produce vasodilatacién y aumento de la permeabilidad vascular, participa en la
resorcion 6sea, en la sefalizacion del dolor y en la induccion de produccién de
citoquinas. En la cavidad bucal se ha demostrado un aumento de la concentracién de
PGE,; en individuos con P ademas de una relacion directa con la expresion del ligando
de receptor activador de factor nuclear k3 (RANKL), factor necesario y regulador de la
osteoclastogénesis (Tsutsumi R y cols., 2009).
En la figura 1.5 se puede observar la expresion simultanea de varios
marcadores inflamatorios en los tejidos periodontales cuya accién coordinada resulta

esencial para el desarrollo y la progresion de la P.
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Figura 1.5. Principales mediadores inflamatorios involucrados en los cambios patolégicos
observados en la enfermedad periodontal. MAMP: patrones moleculares asociados a

patégenos, MAC: macréfago, OC: osteoclasto, OB: osteoblasto, MMP: metaloproteinasas

Ademés de la inmunidad innata, los microorganismos orales estimulan la
respuesta inmune adaptativa, la cual se activa cuando los mecanismos de la primera
linea de defensa no logran erradicar a los mismos. Se ha demostrado la presencia de
linfocitos T (LT) y B (LB) en los tejidos periodontales. Los LT estan implicados en la
resorcién 6sea como activadores de RANKL, mientras que los LB se diferencian a
células plasmaéticas productoras de anticuerpos.

En resumen, cuando se inicia un proceso inflamatorio, el objetivo es lograr la
homeostasis a través de la rapida eliminacion del agresor. De esta manera, la
produccién de moléculas proinflamatorias y proteoliticas y de ROS sirve para cumplir
con este objetivo, mientras en una segunda etapa, la activacibn de moléculas
antiinflamatorias funcionara como un mecanismo protector y reparador del tejido. La P
es una enfermedad crénica que se caracteriza por una insuficiencia de las vias de
resolucién de la inflamacion con incapacidad para lograr la homeostasis tisular (Van
Dyke TE, 2008).
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En el campo experimental, los cultivos celulares pueden ser Gtiles para replicar
algunos aspectos del proceso de la P a nivel celular, sin embargo, para el andlisis del
desarrollo de posibles tratamientos de la misma, es importante el uso de animales de
laboratorio. La rata es el roedor mas utilizado para establecer modelos experimentales
de P dado su facil manejo y la similitud anatomica periodontal de la regién molar con el
humano (Listgarten MA, 1975; Yamasaki A y cols., 1979). Los modelos que se utilizan
para la induccion de la periodontitis experimental (PE) se basan en la inoculacion de
LPS bacterianos o en la colocacién de un hilo de seda sobre el cuello de los primeros
o segundos molares como modelo de retencién mecénica de placa bacteriana. En este
altimo, la primera evidencia de alteracion periodontal en la rata es la aparicion de
gingivitis marginal con edema. Luego se forman bolsas periodontales que se llenan de
pelo y restos de comida. En grados severos, las lesiones afectan los espacios
interdentales e interradiculares con resorcién del hueso alveolar y el establecimiento
de lesién de furcacion (Page RC & Schroeder H, 1982).

1.4 Glandulas salivales

1.4.1 Anatomia e histologia de las glandulas salivales

Las glandulas salivales son glandulas de secrecion exocrina, encargadas de la
produccién de saliva. Tanto humanos como roedores poseen glandulas salivales
menores y mayores, estas Ultimas de mayor tamafio y produccion salival. Las
glandulas salivales mayores se denominan parétida, submaxilar (GSM) y sublingual, y
producen el 20, 70 y 5% de la saliva de la cavidad oral, respectivamente. Dentro de las
glandulas salivales menores encontramos, de acuerdo a su localizacion, las labiales,
bucales, molares y palatinas que, en conjunto, aportan entre el 5 y 10% de la saliva
total. En la rata, la glandula parétida se ubica detras de la rama ascendente
mandibular y el oido externo, bordeando caudalmente a la GSM, la cual comparte
capsula con la sublingual en la zona anterior del cuello (figura 1.6). La glandula
sublingual ocupa el cuarto lateral externo del complejo submaxilar-sublingual, pero es

facilmente distinguible por su diferente coloracion (Amano O y cols., 2012).
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Figura 1.6. Localizacion anatomica de las glandulas salivales en la rata. A. Vista lateral. B.

Vista luego de la diseccion. P: par6tida, SL: sublingual, SM: submaxilar. Amano O y cols., 2012.

La unidad funcional minima del parénquima glandular se denomina sialona y
esta constituida por un adenémero, un conducto estriado y la primera porcion del
conducto excretor. Un adendmero estd compuesto por un acino y un conducto
intercalar. Los acinos se subdividen en secciones mas pequefas, llamadas l6bulos,
separados entre si por tejido conectivo. Se consideran la unidad secretora de la
glandula y estan formados por un grupo de células epiteliales especializadas que
producen y secretan la saliva primaria hacia un espacio comun, la luz del acino. Las
células acinares pueden ser de dos tipos: mucosas 0 serosas, por lo que los acinos se
clasifican en mucosos, serosos 0 mixtos. Estudios histolégicos y bioquimicos han
demostrado que la composicion morfolégica y quimica de ambos tipos celulares es
diferente (Tandler B & Phillips CJ, 1993). En el caso de las células mucosas, éstas
presentan nucleos aplanados cerca de la zona basal y reticulo endoplasmético
escaso. Las células serosas presentan un nuacleo redondeado, reticulo
endoplasmatico evidente en la zona basal y granulos de secrecién apical. Con
respecto a los granulos secretorios, los mucosos contienen grandes cantidades de
mucina y glicoconjugados, mientras que los serosos contienen menores cantidades de
los mencionados productos y mayores cantidades de agua e iones, ademas de alfa
amilasa, enzima importante en la digestion de los hidratos de carbono. La glandula
parétida tiene principalmente acinos serosos, la sublingual mucosos y la GSM de
ambos tipos, por lo que se la considera una glandula de secrecion mixta en humanos.
En roedores, la GSM presenta mayormente acinos serosos (Martinez-Madrigal F &
Micheau C, 1989). Ademas de las células epiteliales acinares, las glandulas salivales
poseen otros dos tipos celulares: ductales y mioepiteliales. Las células mioepiteliales

rodean a las acinares y proveen soporte y fuerza propulsiva al acino durante el
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proceso de secrecidén. Tanto en humanos como en roedores, el sistema de conductos
se compone de conductos intercalares, estriados y excretores intra-acinares, que
derivan en el conducto excretor principal (figura 1.7), el cual es Vvisible
macroscopicamente y se denomina Stenon para la glandula parétida, Wharton para la
GSM y Rivinus y Bartholin para la sublingual. Los conductos intercalares reciben la
saliva primaria que fluye secuencialmente hacia los estriados, que se especializan en
los procesos de reabsorcion y secrecion de electrolitos, modificando la composicion
de la saliva primaria y transforméandola en saliva secundaria (Jenkins GN, 1978) En la
GSM de roedores macho, entre el conducto intercalar y estriado se ubica el conducto
contorneado granular, cuya pared esta compuesta por epitelio simple. Estas células
contienen granulos secretorios en su citoplasma, y vierten péptidos biolégicamente
activos en la saliva tales como factores de crecimiento y hormonas (Gresik EW y cols.,
1996).

Acino mucoso

Célula mioepitelial

Semiluna
serosa

Lumen

Figura 1.7. Representacién esquematica de la sialona.

1.4.2 Saliva y secrecion salival

La saliva es una mezcla de todas las secreciones de cada una de las glandulas
salivales, constituyendo lo que se denomina saliva total o mixta. Es un liquido incoloro,
cuya viscosidad puede ser viscosa o fluida y cuyas funciones son esenciales para
mantener la el equilibrio del ecosistema oral. Esta compuesta en un 99% de agua y

tiene un pH que oscila entre 6,8 y 7,2. El restante 1% esta conformado por sustancias
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organicas e inorganicas, entre las que se destacan glicoproteinas como amilasa salival
o ptialina, mucinas, lisozima A, factores de crecimiento, inmunoglobulina A secretoria,
Na®, K*, fosfatos y bicarbonatos (Gémez de Ferraris ME & Campos Mufioz A, 2010).
Ademas de los mencionados componentes, es posible encontrar células epiteliales
descamadas, leucocitos, fluido crevicular y restos de alimentos.

Los acinos son las estructuras en las que se realiza la incorporacion de agua y
se sintetizan y secretan la mayoria de los componentes de la saliva. La saliva primaria,
en su paso hacia la cavidad bucal, sufre la reabsorcion activa de CI"y Na' y la
secrecion de bicarbonato (HCO3) y K* (Melvin JE y cols., 2005) (figura 1.8). En
condiciones basales de secrecion, la saliva definitiva es hipoosmaética con respecto a
la acinar, que es isosmatica con respecto al plasma. Cuando el volumen de secrecién
aumenta como consecuencia de estimulos, la mayor velocidad de pasaje reduce la
posibilidad de reabsorcién ibnica en los conductos y tanto la osmolaridad final como la

composicion se asemejan a la de la saliva primaria.

Conductos

HCO,

Saliva ; | 4 NaCl

primaria b o
Kf
HCO,

Figura 1.8. Formacién de la saliva primaria y secundaria.

Las funciones de la saliva dependen de la variada composicién de la misma y

pueden clasificarse como se describe a continuacion:

1) Digestion: las células serosas y seromucosas de las GSM y par6tida
secretan amilasa salival, necesaria para iniciar la digestion de hidratos de carbono, y
las glandulas menores linguales de Von Ebner secretan la lipasa lingual, esencial para

la digestion de las grasas principalmente en lactantes.
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2) Mantenimiento de la integridad de la mucosa: ademas del agua y las
mucinas, colaboran en esta funcién diversos factores de crecimiento, especialmente el
factor de crecimiento epidérmico (EGF) secretado por las glandulas mayores
(Gutiérrez Nova Py cols., 2008).

3) Capacidad buffer y mineralizacion: el sistema bicarbonato/acido carbénico
constituye el principal sistema amortiguador salival responsable del mantenimiento del
pH salival.

4) Accion antibacteriana: gracias a la accion de barrido y a la presencia de
sustancias como la lisozima A, la IgA secretoria, las peroxidasas y la lactoferrina o
muramidasa (Plagmann HC y cols., 1973).

5) Gusto: el agua posibilita la disolucién de sustancias para diferenciar los

sabores por parte de los receptores gustativos.

6) Fonacién: por la accion lubricante del agua.

7) Absorcion de sustancias: ciertas sustancias pueden ser absorbidas por via

sublingual gracias a la presencia de agua en la saliva

1.4.3 Rol de la GSM como moduladora neuroinmunoenddcrina

Existe evidencia experimental que atribuye a la GSM no sélo un rol exocrino
sino también una funcién enddcrina, ya que sintetiza y secreta al torrente sanguineo
diversos péptidos y factores de crecimiento, tales como: factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento neuronal (NGF), factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y calicreinas (Tsukinoki K & Saruta J, 2012, Young WG
y cols., 2004). Ademas de las mencionadas sustancias, se ha reportado que las GSM
producen hormonas como la insulina, glucagon, leptina y ghrelina (Egéa JC y cols.,
2000, Pérez-Castillo A & Blazquez E, 1980). También se la vincula experimentalmente
con la funcién reproductiva en animales de laboratorio, ya que su ablaciéon se ha
relacionado con la disminucion de los niveles de hormona luteinizante en plasma,
cambios en las células de Leydig testiculares y aborto espontaneo (Boyer R y cols.,
1990).

En relacién con su participacién en la funcion inmunoldgica, estudios indican
que la GSM de roedores puede estimular la proliferacion de linfocitos, alterando el

peso del timo, bazo y ganglios linfaticos (Sabadini E & Berzi I, 1995; Zelles T y cols.,
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1995, Yao C y cols., 2005). Ademas, mediante sus productos de secrecion regula la
respuesta inmunoinflamatoria y participa en la reparacion de las heridas, ya que se ha
observado la liberacion en el sitio de lesion de EGF luego de cirugias intraorales
(Oxford GE y cols., 1999). También debe mencionarse que mediante transporte
axonico retrégrado, el NGF viaja desde la GSM al ganglio cervical superior donde
participa en la sintesis de noradrenalina, neurotransmisor que regulara a su vez a
otros érganos a nivel sistémico.

En resumen, existe abundante evidencia que indica que la GSM es una
glandula mixta con funciones exocrinas y endocrinas, similar a lo que sucede en los
extremos inferiores del sistema digestivo (estbmago, duodeno, higado y pancreas). Su
concepcién como regulador neuroinmunoendocrino ha cambiado su vision como una
estructura anexa al sistema digestivo y refuerza el concepto de que la misma no sélo
actla a nivel local en la cavidad bucal, sino que también es una fuente de factores

gue actlan a nivel sistémico.

1.4.4 Regulacién de la secrecion salival

El volumen diario de secrecién salival en el humano oscila entre los 600 y 1500
ml. En reposo y ante la ausencia de estimulos, el volumen producido ronda entre 0,25
y 0,35 ml/minuto, mientras que frente a estimulacion este volumen puede alcanzar los
7 mi/minuto (Syrjala AM y cols., 2011). Asi mismo, existe un ritmo circadiano de
salivacién, con flujo maximo en las comidas y niveles basales durante el suefio.

La secrecién salival es predominantemente una respuesta nerviosa refleja que
se inicia a partir de estimulos. Estos pueden ser muy variados y se pueden clasificar
en mecanicos (masticaciéon, alimentos o instrumentos odontol6gicos), fisicos (calor,
frio, sequedad bucal), quimicos (olfato, sensacion gustativa, acidos, azlcares,
sustancias amargas), extrabucales (distencién del estbmago, nauseas, acidosis, etc.) y
psiquicos (reflejos condicionados). Los diferentes estimulos pueden promover la
secrecion salival actuando sobre receptores gustativos de la lengua, exteroceptores de
la mucosa bucal, epiglotis y faringe y propioceptores del periodonto, articulaciones
temporomandibulares y masculos mandibulares.

Las glandulas salivales estan inervadas por el sistema nervioso auténomo
(SNA) y a diferencia de otras glandulas exocrinas, tanto la estimulacion simpatica
noradrenérgica como parasimpatica colinérgica induce respuesta secretoria y cuando
se interrumpe, cesa casi completamente la secrecion. La saliva secretada frente a

estimulos simpaticos es viscosa, con escasa cantidad de electrolitos y agua, mientras
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que la saliva parasimpatica es abundante, rica en electrolitos como K y HCO; y de
secrecion sostenida. Ademas de los neurotransmisores principales de las vias
simpéticas y parasimpaticas, han sido descriptos otros agonistas con accion
secretagoga como el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la sustancia P y el
neuropeptido Y (Lomniczi Ay cols., 1998). Sus efectos no parecen ser independientes,
sino que poseerian acciones cruzadas con las vias mencionadas anteriormente. A
nivel experimental, la pilocarpina y la metacolina son las sustancias mas utilizadas
para inducir salivacion estimulando los receptores muscarinicos glandulares (Urita Y y
cols., 2009).

1.4.5 Rol de las acuaporinas en la secrecion salival

Las acuaporinas (AQP) son una familia de proteinas transmembrana que
funcionan como canales permeables al agua, ademas de ser permeables a otros
pequefios solutos, como cationes, glicerol y ciertos gases (Verkman AS, 2005). Hasta
el momento, se han identificado 11 tipos de AQP, denominandose AQP-0 hasta AQP-
10. Las mismas se clasifican segun su permeabilidad en AQP clasicas (permeables a
agua y gases), acuaglicerolporinas (permeable a agua, glicerol y otros solutos) y AQP
no clasicas (permeabilidad incierta al agua y al glicerol). Son permeables al agua en el
orden de 3.10° moléculas de agua por segundo. Las diferentes AQP se expresan
selectivamente en la membrana celular de casi todos los tejidos, como por ejemplo el
cristalino, tabulos renales y el asa de Henle, cerebro, glandulas de secrecion exocrina,
bronquios y lecho endotelial pulmonar, piel, etc. (Takata K y cols., 2004). Estas
moléculas pueden ser reguladas por diversos factores intracelulares, entre los cuales

son fundamentales el pH y la fosforilacion mediada por proteina kinasa A.

En el caso particular de las glandulas salivales, se ha demostrado la expresion
de AQP-1, AQP-3 y AQP-5 durante el desarrollo pre y post-natal en GSM de ratas.
Entre las mencionadas AQP, la AQP-5 es considerada como la que cumple un rol
fundamental en la secrecion salival (Hosoi K, 2016). Ha sido localizada en la
membrana apical de los acinos serosos y en los conductos intercalares, siendo su
localizacién en los acinos mucosos controversial (Delporte C y cols., 2016) (Figura
1.9).
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Figura 1.9. Distribucién de AQP-5 en las glandulas salivales. La expresion se clasifica en
negativa (-) y positiva (+). Cl: conducto intercalar, CE: conducto estriado. Modificado de
Matsuzaki et al., 2012

La AQP-5 es responsable de controlar el pasaje de agua que ocurre durante el
primer paso de la secrecion salival. Durante el mismo, las células acinares secretan
NaCl, responsable de generar un gradiente osmotico transepitelial que induce el
pasaje de agua a través de la AQP-5 y también de forma paracelular, creando la saliva
primaria. Adicionalmente, esta molécula podria actuar como un osmorreceptor que
controla la tonicidad del fluido transportado (Hill AE & Shachar-Hill B, 2006).

La expresién alterada de la AQP-5 ha sido identificada en GSM de pacientes
con xerostomia, por lo que ha sido considerada como una posible causa de
hipofuncion salival en la enfermedad de Sjogren, durante la terapia radiante y en la

senescencia.

1.4.6 Hipofuncién salival

Se define como hiposalivacion, hipofunciéon o hiposialia a la disminucién del
flujo salival producido por las glandulas salivales mayores y menores. El término
hiposalivacién puede ser diferenciado del de xerostomia, que es la sensacion subjetiva
de boca seca. Se considera hiposalivacion a la situacion en la que el flujo salival no
estimulado es igual o menor a 0,1 ml/min y el estimulado es igual o menor a 0,5-0,7
ml/min en humanos (Dodds MW Yy cols., 2005).Los factores capaces de afectar la
secrecion salival son muy variados y pueden ser clasificados en sistémicos y locales.
Dentro de los primeros se pueden mencionar: la edad, enfermedades autoinmunes
como el sindrome de Sjogren, la artritis reumatoidea, el HIV, el uso de medicamentos
anticolinérgicos como antidepresivos ftriciclicos, tranquilizantes y antiparkinsonianos y

la radioterapia de cabeza y cuello. Entre los factores locales se encuentran infecciones
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bacterianas o virales, obstrucciones por sialolitos, tumores benignos o carcinomas
(Yayla EM y cols., 2015, Schully C, 2003).

El incremento de la expectativa de vida y el aumento del consumo de farmacos
han llevado a una mayor incidencia de hipofuncion saliva, con las consecuentes
afecciones en la cavidad oral: aumento de la incidencia de caries, gingivitis,
candidiasis, desecamiento de labios, erosién y ulceracibn de mucosas, disgeusia,
disfagia, halitosis, imposibilidad para usar protesis removible, sensacion de ardor bucal
y cambios en la calidad de la voz (Pinna R y cols., 2015, Pringle Sy cols., 2013).

En el campo experimental, se ha relacionado la disminucion de la respuesta
secretora de las GSM en ratas con un incremento de marcadores inflamatorios tales
como ON y PGE; en dicho érgano. La hiposalivacion pudo prevenirse tratando a los
animales con inhibidores de la sintesis de prostaglandinas (Lomniczi A y cols., 2001),
sugiriendo una vinculacién entre los procesos inflamatorios glandulares y la secrecion

salival.

1.5 Hipoxia ambiental

La hipoxia hipobérica (HX) puede definirse como un descenso de la presion
barométrica con la consecuente disminucion de la presion parcial de O, (pO,) en la
atmosfera (Muthuraju S & Pati S, 2014). En la tabla 1 puede observarse el descenso
de la presién atmosférica a medida que se asciende sobre el nivel del mar. A modo de
ejemplo, podemos decir que a nivel del mar, la presién atmosférica es de 760 Torr. A
los 1.000 m, vya es de 674 Torr y a los 4.000 m, de 462 Torr. Dado que la
concentracion de oxigeno sigue siendo aproximadamente igual, la presién parcial de
este gas desciende considerablemente, y por lo tanto, la presién parcial en el aire
alveolar también lo hace. En consecuencia, la saturacion de la hemoglobina
sanguinea, el contenido de oxigeno y su transporte también se ven afectados,
comprometiendo el suministro de O, a los tejidos, situacion que fisiol6gicamente se
conoce como hipoxia hipéxica. La HX no determina que existan menos eritrocitos para
transportar el O, desde los pulmones a los tejidos, sino que el O, que debe
transportarse es insuficiente en el aire inspirado. En caso de exposiciones durante
cortos periodos de tiempo (horas o dias) a alturas superiores a 2400 msnm, comienza
a desarrollarse en el organismo una respuesta aguda que depende de 4 factores: a)
altura alcanzada, b) velocidad de ascenso, c) susceptibilidad individual y d)

requerimientos fisicos y ambientales durante el ascenso (Farias JG y cols., 2013).
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Altitud (m) bar Torr PiO, PaO,

0 1013 760 159,61 99,73

500 954 716 150,36 90,49

2500 746 560 117,61 57,73

4000 616 462 97,02 37,15

5000 540 405 85,05 25,18
7000 382 287 60,27 0,4

Tabla 1. Descenso de la presion barométrica conforme se asciende. Los calculos han
sido efectuados en condiciones ideales suponiendo un mantenimiento de la densidad del aire
hasta las alturas reflejadas, y calculando la presién parcial del oxigeno alveolar mediante la
ecuacion del gas alveolar. La hiperventilacion modifica los parametros de la ecuacion y es uno
de los mecanismos con los que cuenta el organismo para lograr la aclimatacion. PiO,: presion

parcial de oxigeno inspirado; PaO,: presion parcial de oxigeno en la sangre arterial.

Existen en la actualidad mas de 140 millones de personas que habitan en
condiciones de HX, representando un 2% de la poblacion mundial. Las principales
poblaciones que residen a gran altitud lo hacen principalmente en 3 zonas geograficas:
el norte de Africa (Etiopia), la region del Himalaya en Asia y la region andina de
América del Sur (Arestegui AH y cols., 2011). Se considera que las mencionadas
poblaciones, las cuales habitan durante varias generaciones en zonas de gran altitud,
viven en condiciones de hipoxia crénica continua (HCC; Farias JG y cols., 2013). Sin
embargo, durante los Ultimos afos, el desarrollo de la mineria y otras actividades
laborales en zonas de gran altura han determinado que exista otro tipo de exposicién a
HX. Es el caso de individuos que ascienden a grandes altitudes para ejercer sus
actividades laborales y descienden nuevamente a zonas a nivel del mar por distintos
periodos de tiempo para descansar, 0 que en términos biomédicos se conoce como
hipoxia crénica intermitente (HCI, Siques P y cols., 2014). A diferencia de la HCC, los
mecanismos fisiolégicos de adaptacion a la HClI no estan aun bien caracterizados
(Lépez Vy cols., 2009).

1.5.1 El desafio fisiol6gico de la altura

La exposicion HX constituye un estimulo estresante para el organismo, por lo

tanto, este debe desarrollar respuestas que le permitan hacer frente a las exigencias
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del ambiente. Existen dos tipos de respuesta que puede desarrollar un individuo

sometido a HX:

1) la adaptacion, que se da a nivel genético y ha ocurrido principalmente en
aves y mamiferos. En el ser humano sélo se ha evidenciado en el caso de los sherpas
tibetanos, cuyos antepasados se radicaron en territorio nepali hace unos 25.000 afios.
La adaptacion persiste aunque el individuo cambie a un ambiente de menor altitud
(Kayser B & Marconi C, 1994).

2) La aclimatacion, que involucra una serie de mecanismos adaptativos a nivel
fenotipico, se da en humanos y animales que viven en zonas a nhivel del mar y luego
ascienden a la altura (Storz JF y cols., 2010.) Durante la misma, los sistemas
quimiorreceptores  conjuntamente con el musculo liso vascular actdan
coordinadamente para modular rapidamente la ventilacion pulmonar y la circulacion
sanguinea con el objetivo de optimizar la llegada de O; a los tejidos (Michiels C, 2004).
El desarrollo de la aclimataciébn en el organismo lleva un tiempo, tiene limites y

desaparece cuando el individuo desciende a menor altitud.

Exceptuando a los sherpas tibetanos, el resto de los seres humanos expuestos
a HX desarrolla una serie de modificaciones a nivel cardiovascular, respiratorio,
hematoldgico, metabdlico y neurolégico para hacer frente a la exposicion a HX. En
una primera instancia de ascenso, el sistema cardiovascular responde aumentando el
débito cardiaco y la frecuencia cardiaca. A largo plazo, se produce una remodelacion
cardiaca, que lleva a un débito y frecuencia cardiaca con valores menores
comparados con los de individuos que habitan en normoxia (NX) y a una menor
presion arterial (Klausen K y cols., 1966). A nivel respiratorio, la respuesta mas
inmediata es una hiperventilacion con alcalosis respiratoria, ocasionada por el
descenso de la pO,. Una vez iniciado, este "impulso hipéxico" aumenta durante las
primeras semanas, y puede ser evidente todavia incluso un afio después de una

permanencia prolongada en la altitud elevada. Dentro de las maodificaciones

hematolégicas, podemos destacar el aumento de la secrecion de eritropoyetina al
cabo de pocas horas del ascenso (Abbredcht PH, 1972) y el del hematocrito y
hemoglobina al cabo de 5-7 dias.

Estos eventos de aclimatacion cambian entre los individuos expuestos a HCC o
HCI, principalmente debido a las diferentes vias de sefalizacion que se activan como
respuesta a los bajos niveles de O, (Siques y cols., 2014). Hay autores que

establecen que la exposicion intermitente a HX puede considerarse un estimulo
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patolégico que no evocaria una respuesta de aclimataciéon, sino una respuesta
maladaptativa por exceso de estrés oxidativo celular (Prabhakar NR y Semenza GL,
2012).

A nivel celular se desarrolla una serie de eventos moleculares que intentan
proteger a la célula durante el estimulo hipdéxico. En este contexto, son los factores
inducibles por hipoxia (HIF) quienes coordinan las respuestas celulares a la HX
(Semenza GL y cols., 2012). HIF-1 es un heterodimero compuesto por HIF-1a y HIF-
1B que se transloca al nucleo y que, asociado a otras proteinas, inicia la transcripcién
de un gran numero de genes en respuesta a la HX (Semenza GL, 2004). HIF-1a se
expresa constitutivamente en la célula pero en condiciones de normoxia es
rapidamente hidroxilado en los residuos de prolina por prolyl-hidroxilasas, marcandolo
para su degradacién por el sistema ubiquitina-proteosoma. Cuando la concentracion
de O, disminuye, HIF-1a no es degradado, permitiendo la formacién del heterodimero
Yy Su union a los elementos de respuesta a hipoxia en los promotores de numerosos
genes, lo que activa una respuesta sistémica que coordina la glucdlisis, eritropoyesis,
angiogénesis y apoptosis (Figura 1.10). Es por lo antedicho que el HIF-1a cumple un
rol critico como sensor celular de O, y regulador de la respuesta adaptativa celular a la
HX (Nallamshetty Sy cols., 2013).

Ausencia O, Presencia O,

Hidroxiprolina
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WAYAYA\
genes inducibles por HX
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Destruccion HIF-1a

Figura 1.10. HIF durante hipoxia y normoxia. Modificado de flipper.diff.org
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Existe ademas una regulacion Oj-independiente del HIF. En cultivos de células
humanas de cancer de prostata, se ha observado una activaciéon de HIF-1a en
respuesta a distintas proteinas de varias cascadas de sefializacion intracelular, tales
como la proteina kinasa B, MAP kinasas y la fosfatidil-inositol-3 kinasa. Ademas se ha
establecido que las PGs, el ON y otros pequefios metabolitos como el lactato
aumentan la expresion de HIF-1 a en situaciones no hipdxicas, actuando a través de

diferentes vias intracelulares (Prabhakar NR y Semenza GL, 2012).

1.5.2 Hipoxia y estrés oxidativo

Se definen como ROS a especies quimicas derivadas del O, que pueden ser
radicales libres, tales como el anién superéxido (O,) o el radical hidroxilo (HO®) o
moléculas que pueden actuar como oxidantes, como por ejemplo el perdoxido de
hidrogeno (H,O,). Concentraciones moderadas de las mencionadas especies son
beneficiosas para la célula ya que participan en la sefializaciébn celular contra
infecciones, en el control del tono vascular, la ventilacion y la producciéon de
eritropoyetina. En cambio, la produccién excesiva de ROS induce efectos deletéreos

mediante la generacion de estrés oxidativo (Farias JG y cols., 2013).

Se ha demostrado que la exposicion a HX aumenta el estrés oxidativo celular
con el consecuente dafio a lipidos, proteinas y ADN (Baily DM & Davies B, 2001;
Magalhaes J y cols., 2005). El grado de estrés oxidativo parece estar correlacionado
con la altitud alcanzada y con la produccion de ROS (Dosek A y cols., 2007). En
condiciones de HX, la menor disponibilidad de O, para ser reducido a H,O durante la
respiracion celular produce la acumulacion de electrones que producen una mayor
formacion de O,, H,O, y OH (Maiti P y cols., 2006) en los complejos | y Ill de la
cadena respiratoria mitocondrial. Ademas de la produccién de ROS bajo condiciones
de HX, también se ha reportado la alteracibn de los sistemas antioxidantes,
evidenciando menor actividad de enzimas tales como superdxido dismutasa (SOD),

glutation reductasa y glutation peroxidasa.

1.6 Mitocondrias y su rol como sensores de O,

Las mitocondrias son organelas que se encuentran en la mayoria de las células

eucariotas. Son consideradas la “central energética celular”, ya que producen el
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adenosin- trifosfato (ATP), fuente de energia quimica celular. Ademas de la
mencionada funcién energética, las mitocondrias estan involucradas en la sefializacion
celular, en el control de mecanismos de diferenciacion y muerte, en la regulacién del
ciclo celular y el crecimiento (Mc Bride HM y cols., 2006). Las mitocondrias se
componen de una membrana externa que rodea completamente una membrana
interna, quedando confinado en el centro un espacio intermembrana (figura 1.11). La
membrana externa posee poros que permiten el pasaje de iones y moléculas. En
contraste, la membrana interna es mucho mas impermeable y contiene proteinas
involucradas en el transporte de electrones y en la sintesis de ATP. Al final de la
cadena de electrones, el O, actiia como aceptor final de los mismos, formando agua y
produciendo ATP.

Espacio intermembrana

Crestas
Ribosoma

Grénulos

Membrana interna
Membrana externa

Figura 1.11. Estructura basica de una mitocondria. http://bnj.gcrn.org.uk/

La cadena de transporte de electrones esta compuesta por proteinas que
funcionan como dadores y aceptores de electrones. Cada electron pasa a un aceptor
mas electronegativo, siendo el O, el Uultimo de ellos (figura 1.12). El pasaje de
electrones libera energia que es utilizada para crear un gradiente de protones (H*) a
través de la membrana mitocondrial debido al bombeo activo de los mismos a la
matriz. Esta energia potencial almacenada en el gradiente electroquimico de H* es la

que es utilizada para sintetizar ATP a partir de ADP (Lehninger AL y cols., 2004).
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Figura 1.12. La cadena respiratoria y la fosforilacion oxidativa www.bioinfo.org

La cadena respiratoria esta formada por 5 complejos:

a) complejo | o NADH deshidrogenasa que utiliza el NADH como sustrato,

b) complejo Il o succinato deshidrogenasa, quien no origina bombeo de
protones y como resultado contribuye con menos energia al proceso general,

c) complejo 1ll o citocromo b-cl,

d) complejo IV o citocromo oxidasa, en donde 4 electrones son removidos del

citocromo c y transferidos al O, formando 2 moléculas de H,0,

e) complejo V o ATP sintasa.

De acuerdo a la teoria quimiosmética de Peter Mitchell (1961), el transporte de
electrones y la fosforilacion oxidativa son procesos acoplados, ya que la mitocondria
utiliza la energia del potencial electroquimico producido por el bombeo de H* hacia el
espacio intermembrana para producir ATP. Dado que la mitocondria representa el
paso celular final de interaccién con el O, ambiental, estas organelas funcionan como

sensores del mismo (Czerniczyniec Ay cols., 2015).

Ha sido demostrado que la respiracion celular produce H,O, (Chance B y cols.,
1979), molécula que surge de la dismutacion del O,’, una especie altamente reactiva
gue contribuye al estrés oxidativo. Los complejos | y Il son los dos sitios de la cadena
respiratoria con mayor produccion de O, (Seo BB y cols., 2006). En condiciones de
HX, las mitocondrias liberan H,O, que inhibe la actividad de la prolil-hidroxilasa, con la

consecuente activacion de HIF-1a (Chandel NS y cols., 1998).
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1.6.1 Utilizacion de oxigeno mitocondrial durante la exposicién a HX

La utilizacion tisular de O, por las mitocondrias se ve alterada de diversas
maneras durante la aclimatacion a HX. La reduccién del tamafio celular y el menor
namero de mitocondrias llevan a una reduccion de la capacidad metabdlica de los
tejidos (Hoppeler H & Vogt M, 2001). La menor capacidad mitocondrial induce un
cambio en la forma de obtencion de energia celular, favoreciendo la oxidacién de
hidratos de carbono para reducir el requerimiento de O, en un 12-14%. En ciertos
casos, la exposicion a HX puede mejorar la eficiencia de la utilizaciéon de O, (por
ejemplo, ADP/O, consumido), pero generalmente la funcibn mitocondrial en
condiciones de HX se mantiene o disminuye (Essop MF, 2007).

En el campo experimental, se ha analizado el proceso de aclimatacion a HX en
mitocondrias de diferentes 6rganos. Se han encontrado mayores niveles de ON en
mitocondrias de cardiomiocitos de roedores expuestos a HX con respecto a roedores
normaxicos, sugiriendo que dicha molécula contribuiria al proceso de adaptaciéon
celular (Zaobornyj T y cols., 2009). Ademas, existen estudios que indican que
animales expuestos a un mayor periodo de exposicion a HX (7 meses vs. 1 mes)
desarrollarian mejores parametros bioenergéticos mitocondriales comparados con
animales norméxicos, lo cual sugiere que la aclimatacién a HX es tiempo-dependiente
(Czerniczyniec A y cols., 2015). En humanos expuestos a 4590 m de altura, se ha
evidenciado un aumento en la actividad del complejo IV y una mayor masa
mitocondrial (Merz TM y cols., 2015).

En el campo de la biologia bucal la informacién acerca de la funcién
mitocondrial en condiciones de HX es escasa, en especial en lo concerniente a las
mitocondrias glandulares, por lo que no queda claro si un mecanismo de aclimatacion

bioenergética se lleva a cabo cuando existen bajos niveles de O, ambiental.

1.7 Antecedentes tomados en cuenta para el desarrollo de este

trabajo de Tesis Doctoral

A pesar de que los efectos de la exposicion a HX en el organismo han sido
extensivamente estudiados y descriptos, el rol de la misma en el ecosistema oral no es

aun claro. Muchos autores han reportado los efectos de la HX en animales y humanos,
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pero existe en la literatura disparidad entre las condiciones experimentales, lo que
dificulta sacar conclusiones acerca de los efectos de los bajos niveles de O, sobre los
tejidos orales. Adicionalmente, la altitud a la que los animales de algunos de los
mencionados experimentos han sido expuestos excede la altura a la que normalmente
habitan las poblaciones humanas o animales.

Es el campo de la biologia periodontal el que mayores contribuciones ha
recibido con respecto a los efectos de la HX en los tejidos orales, probablemente
porque la P es una afeccion de alta incidencia en la cavidad bucal. En estudios en
ratas expuestas continuamente a una altura simulada de 4500 m y sometidas a PE,
Xiao X y cols., 2012 han reportado una mayor diversidad bacteriana en el fluido
crevicular, lo que derivé en un aumento de la movilidad dental y del indice gingival en
los animales hipoxicos al cabo de 8 semanas. Choi CH y cols. comunicaron en 2012
gue ciertos patdgenos periodontales, tales como la Porphyromona gingivalis, han
desarrollado mecanismos contra las ROS cuando se los somete a bajos niveles de O,.
Estas ROS son consideradas activadoras de metaloproteinasas (MMP), responsables
de la degradacion colagena periodontal y resorcion ésea, dos caracteristicas
indiscutibles de la enfermedad periodontal (Kim K y cols., 2013). Los autores estan de
acuerdo en que la HX pareceria ser responsable de la regulaciébn de varios
mediadores inflamatorios que cumplen un papel importante durante el desarrollo de la
P. En este contexto, Jian C y cols., 2014 encontraron un aumento de ON, TNFa y
PGE; en un cultivo de células del ligamento periodontal sometido a HX y estimulado
con LPS bacteriano. Resultados similares pero utilizando un modelo de ratas
expuestas a 5000 m de altura simulada fueron reportados por Zhang G y cols., 2013.
Ademaés, estudios previos de nuestro laboratorio han demostrado un aumento de
PGE, y mayor actividad de la iINOS en tejido gingival de ratas en crecimiento
expuestas a 506 mbar (aproximadamente 5500 m) de forma intermitente (Terrizzi AR y
cols., 2013). Estos mayores niveles de mediadores inflamatorios se correlacionaron en
el mismo modelo experimental con una mayor pérdida 6sea alveolar y aumento en la
altura del ligamento periodontal. Todos estos estudios sugieren una vinculacién entre
la exposicién a HX y la alteracién de la salud periodontal. Sin embargo, no existen en
la bibliografia trabajos que abarquen el estudio del tejido periodontal en las dos
modalidades de exposicion a HX (HCI y HCC) en altitudes en las que habitualmente

se desarrolla la vida en la altura.

Al contrario de lo que sucede con el campo periodontal, los estudios llevados a
cabo en glandulas salivales son escasos. Scott J y Gradwell E observaron en 1989
cambios hiperémicos en las GSM y parétidas de ratas expuestas a 5500 metros de

altitud sin alteraciones del parénquima de dichos 6rganos. En 1995, Elverdin JC y cols.
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reportaron una menor secrecion salival en ratas expuestas a HX. Sin embargo, dicho
estudio fue llevado a cabo con altitudes similares a 7000 metros, donde no se
encuentran asentamientos humanos permanentes. Estudios en humanos expuestos
durante 2 dias a 4350 m (hipoxia aguda) han reflejado un aumento del flujo salival y
una disminucién de la concentracion de potasio salival (Pilardeau P y cols., 1990).
Teniendo en cuenta lo antedicho, no existen estudios en la literatura que describan la
fisiologia de las GSM en condiciones de HX cronica compatibles con la vida humana.
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2. Hipo6tesis y objetivos

2.1 Hipotesis

La disminucion del O, ambiental durante la exposicion a la HX actda como un
estimulo estresante, originando alteraciones en el hueso mandibular, tejidos periodontales y
glandulas submaxilares que llevarian a una merma de su funcion biol6gica. Los tejidos
orales mencionados son capaces de aclimatarse durante la exposicion crénica a la HX,

pero esta respuesta puede variar dependiendo de si la exposicion es continua o intermitente.

2.2 Objetivo general:

Estudiar los efectos de la exposiciéon crénica a hipoxia ambiental sobre los tejidos
orales de ratas en crecimiento y adultas, utilizando dos modelos de exposicion cronica a HX,

uno continuo y otro intermitente.

2.3 Objetivos especificos:

1) Evaluar el efecto de la hipoxia ambiental crénica sobre los tejidos de soporte dentario en

animales en crecimiento

2) Estudiar el efecto de la HX sobre los tejidos de soporte dentario y las GSM de ratas

adultas

3) Analizar los efectos de la HX sobre los tejidos de soporte dentario en ratas adultas

sometidas a periodontitis experimental
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3. Materiales y métodos

3.1 Animales

Los experimentos fueron realizados en ratas Wistar hembras provenientes del
bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires. Los
pesos iniciales de los animales fueron de 50-56 g para las ratas en crecimiento post-destete
y 200-220 g para las ratas adultas de 2 meses de edad. Se mantuvieron en jaulas de acero
inoxidable, en ambiente con foto-periodos de luz-oscuridad de 12 hs y bajo temperatura y
humedad controladas (22-25°C y 56% respectivamente). Se alimentaron con dieta estandar
para roedores y agua ad libitum. Todos los procedimientos fueron realizados teniendo en
cuenta los principios del National Institute of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH, 8th Edition, National Academy Press, Washington DC, USA, 2011)
y aprobados por el CICUAL de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Buenos
Aires (N° 11/06/2012-23).

3.2. Determinacion de peso y talla

Los animales fueron pesados en una balanza electronica digital de laboratorio,
obteniéndose un registro expresado en gramos. Los pesajes se realizaron semanalmente en
el caso de los animales en crecimiento, y al inicio y fin del periodo experimental en las ratas

adultas.

Las GSM se pesaron en una balanza digital inmediatamente después de haber

extraido el 6rgano y de haber removido la glandula sublingual. El peso se registré en mg.

La longitud corporal de los animales post destete se efectu6 semanalmente. La
longitud se determin6 con una regla milimetrada midiéndose desde la punta de la nariz hasta
los ultimos pelos de la base de la cola, y desde alli hasta la punta de la cola. La longitud

corporal se expres6 en cm.
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3.3 Disefio experimental

Durante las diferentes experiencias de este trabajo de tesis, los animales se
dividieron en 3 grupos de n=15 cada uno segun: Grupo 1: Control (C); Grupo 2: Hipoxia
cronica intermitente (HCI) y grupo 3: Hipoxia crénica continua (HCC). Los animales fueron
expuestos a HX mantenidos en una cAmara de altura simulada de 4200 m sobre el nivel del
mar, a una presion de 600 mbar (Wright BM, 1964) segun:

e HCI: expuestas durante 18 hs/dia de lunes a viernes, permaneciendo en condiciones

de normoxia los fines de semana. (Conti Ml y cols., 2012).

e HCC: expuestas 23.5 horas/dia, siendo retiradas de la cémara solo para
administrarles alimento, agua, cambiar las jaulas y realizar las maniobras
experimentales. Los fines de semana permanecieron en HX. (Bozzini C y cols.,
2009).

En todas las experiencias realizadas con animales al destete, el periodo
experimental fue de 3 meses. En el caso de los animales adultos, para poner a punto el
modelo experimental, se realizaron experiencias con exposiciéon a HX durante 1 mes y 3
meses, con el fin de identificar el tiempo minimo de exposicién luego del cual se evidencian
cambios a nivel 6seo. Ademas, se quiso identificar si existen efectos deletéreos de la HX en
etapas tempranas de la exposicion, que luego de 3 meses podrian no evidenciarse debido a
procesos de aclimatacion.

Para los experimentos correspondientes al objetivo 3, se indujo periodontitis
experimental (PE) en los animales adultos con el objetivo de evaluar los efectos de la HX en
un modelo animal con induccién de P. Dado que la rata presenta muchas similitudes a nivel
periodontal con el humano, la induccion de EP en la misma permite utilizarla como modelo in
Vivo para sacar conclusiones acerca del desarrollo, progreso y posibles tratamientos de la P
(Hajishengallis G y cols., 2015). Para inducir la EP, 15 dias previos a la autopsia (dia 75) se
anestesi6 a los animales con 2% de cloruro de xilacina (5mg/kg; i.p.) y 5% de clorhidrato de
ketamina (50 mg/kg, i.p.) y se realiz6 una ligadura con hilo de algodén alrededor del cuello
de ambos primeros molares inferiores (Prestifilippo JP y cols., 2012). Si bien las
experiencias fueron realizadas utilizando 6 grupos experimentales (C, CPE, HCI, HCIPE,
HCC, HCCPE), no se mostraran en este trabajo los “controles puros” de los experimentos

dado que el objetivo fue evaluar el efecto de la HX en animales sometidos a PE y que el
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efecto de la induccion de P sobre los tejidos orales ya ha sido previamente descripto (Vacas
Ml y cols., 2008, Prestifilippo JP y cols., 2012 & 2016, Terrizzi AR y cols., 2013).

Al finalizar el periodo experimental (30 o 90 dias), se realizé la eutanasia de los
animales mediante decapitacibn con guillotina. Se extrajeron ambas hemimandibulas,
encias de alrededor del cuello de los primeros molares inferiores, sangre y ambas glandulas

submaxilares para realizar los procedimientos que a continuacion se detallan.

3.4 Determinaciones

3.4.1 Hematocrito

Al finalizar el periodo experimental, se extrajo sangre mediante puncion cardiaca

para realizar el hematocrito (%) por micrométodo (Conti Ml y cols., 2012)

3.4.2 Concentracion de CTX-I

Se determind la concentracion sérica de un marcador de resorciéon o6sea, el
telopéptido C-terminal de colageno tipo I, mediante un kit comercial de ELISA (Fine Test,
Wuhan Fine Biotech Co., Wuhan, China).

3.4.3 Estudios en mandibula

A. Propiedades Biomecéanicas

A.1 Propiedades estructurales

Tanto en los animales en crecimiento como en los adultos, se evalud la calidad
mecéanica de la mandibula integrada como 6rgano (propiedades estructurales Oseas)
mediante un test mecanico de flexion a 3 puntos con un equipo Instron 4442 (Instron Corp.,
Canton, MA, USA). Cada hemimandibula se coloc6é en posicion horizontal con la cara
interna (lingual) hacia arriba, sobre 2 soportes separados por una distancia constante de 11
mm. La carga se aplicO a nivel de la cresta alveolar distal al tercer molar para evitar la
influencia de las piezas dentarias (figura 3.1), con una fuerza constante de 50 N a una

velocidad de 5 mm/min hasta la fractura.
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A A
Figura 3.1. Representacién del test de flexién a tres puntos, donde se indica el punto de aplicacion de

la carga en la hemimandibula.

A partir del registro mecénico se obtuvieron curvas carga/deformacion, en las cuales
se visualizan los periodos elastico y plastico, separados por el punto de cesion, el cual
representa el final del periodo elastico y el comienzo de la deformacion permanente o
irreversible con formacién de microfracturas que llevan a la fractura de la pieza. A partir de la
mencionada curva, se valoraron las siguientes variables representativas de las propiedades

mecanicas mandibulares:

a. Resistencia 6sea a la fractura o carga de fractura (Wf; N) que estima la resistencia del

hueso a perder su integridad como érgano,

b. Resistencia maxima Osea o carga elastica limite (Wy; N), que determina la capacidad

maxima del hueso para resistir elasticamente una carga deformante en flexion,

c. Rigidez estructural o rigidez extrinseca (Wy/dy, N/mm), que refleja la resistencia efectiva
del hueso entero a ser deformado elasticamente por accion de cargas. Corresponde a la
pendiente Wy/dy de la relacion carga/deformacién hasta el punto de cesion, donde dy

representa la deformacion del hueso en el sector de comportamiento elastico

Todos los pardmetros mencionados anteriormente estan representados esquematicamente

en la figura 3.2.
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Figura 3.2. Esquema de la curva carga/deformacion (W/d) con los paradmetros evaluados

biomecanicamente. Carga de fractura (Wf), Carga elastica limite (Wy), Deformacion elastica (dy).

A.2 Propiedades geomeétricas

Luego de la fractura, se utiliz6 un estéreo microscopio (Stemi DV4, Gottingen,
Germany) y un calibre digital (Digimess, Geneva, Switzerland), para analizar las siguientes

variables relacionadas con la forma y el tamafio del hueso en la hemimandibula fracturada:

a. Seccion de area cortical (CSCA) y medular (CSMA), indicadoras de la forma y el tamafio

0seos y de la eficiencia de la remodelacion 6sea,

b. Momento de inercia (Iz), variable indicadora de la distribuciéon arquitecténica del material
en la seccion transversal. Describe cuan eficientemente esta distribuido el material en el
corte, ya que depende de la ubicacién periférica del material cortical. A mayor Iz, mas

alejada se encuentra la cortical de un determinado eje de referencia (Bozzini C y cols., 2013)

A.3 Propiedades materiales

A partir de las propiedades mecanicas y geométricas y utilizando formulas
matematicas especialmente adaptadas, pudieron obtenerse las siguientes propiedades

materiales (Ferretti JL y cols., 2001), que reflejan la calidad del material 6seo:

a. Médulo de elasticidad o médulo de Young (E, N/'mm?), medida de la rigidez intrinseca del

hueso
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b. Estrés o estrés elastico limite (N/mm?), estimador de sufrimiento mecénico hasta el punto

de cesion

B. Analisis morfométrico macroscépico del hueso alveolar

Una de las hemimandibulas extraidas se destin6 al andalisis macroscopico del hueso
alveolar mediante el método de la distancia. Para esto, luego de eliminado el tejido blando,
las piezas se calentaron en una solucion de agua corriente y agua oxigenada en relaciéon 9:1
durante una hora. Se dejaron secar, y posteriormente fueron tefiidas con azul de metileno
0,1% (Crawford J y cols., 1978). Con las piezas coloreadas fue posible observar y medir la
distancia en mm entre el limite amelocementario (LAC) y la cresta del hueso alveolar (CA),
utilizando un calibre digital (Degimess, Geneva, Switzerland) y un esteromicroscopio (Stemi
DV4 Stereomicroscope, Carl Zeiss, Germany). Para analizar la pérdida Osea alveolar
macroscopica, se realizaron 6 mediciones en cada una de las raices del primer molar inferior
(3 por la cara vestibular y 3 por la cara lingual). Las tres medidas se sumaron a modo de
obtener un solo valor numérico representativo de la pérdida 6sea de cada cara del primer

molar inferior (figura 3.3).

central

Figura 3.3. A. Representacion del primer molar inferior con los tres sitios donde se tomaron las
mediciones para estimar la pérdida 6sea alveolar macroscépica. B. Sector del primer molar inferior de

una hemimandibula teflida con azul de metileno. LAC: limite amelocementario, CA: cresta alveolar
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C. Analisis histomorfométrico del espacio interradicular

Las hemimandibulas no utilizadas para los estudios macroscoépicos también fueron
extraidas inmediatamente luego de la eutanasia y colocadas en formol 10% a temperatura
ambiente durante 48 hs para su fijacién. Luego, las piezas fueron sometidas al proceso de
descalcificacion, manteniéndose en EDTA 10% a pH 7.0 durante 45 dias. Transcurrido ese
tiempo, los huesos fueron deshidratados utilizando concentraciones crecientes de alcohol
etilico y clarificados con xilol. El sector correspondiente a los molares inferiores y el hueso
mandibular circundante fue incluido en parafina a una temperatura de 56-58 °C. Se
realizaron cortes de 5 um de espesor orientando los molares en sentido mesio-distal
utilizando un micrétomo de rotacion (Arcano, Argentina). Posteriormente, se los montd en
portaobjetos, y luego de rehidratar los tejidos con concentraciones decrecientes de alcohol
hasta llegar a agua destilada, se realizé la coloracion con hematoxilina de Carazzi y Eosina
(H&E). De cada uno de los cortes histologicos, se obtuvieron imagenes digitales con un
microscopio Olympus CX31 (Tokio, Japdén) con camara Infinity 1-2C (Canadd). Las
imagenes fueron analizadas morfométricamente utilizando el software Image ProPlus 6.0.

El sector interradicular fue delimitado en su extremo inferior trazando una tangente a
nivel de los 4pices de la raiz mesial y distal del primer molar inferior (Figura 3.4; A) y en su
extremo superior se tom6é como limite a la pieza dentaria, en la zona de la furcacion

radicular (Figura 3.4, B). Con estas imagenes se midieron 3 parAmetros estaticos:

o Pérdida é6sea interradicular (VO/VT,%), se analizé el volumen 6seo trabecular (VO)
en relaciéon al volumen 6éseo total, delimitado por el espacio definido anteriormente
(VT), que comprende ademas del tejido 6seo a la médula 6sea y al ligamento

periodontal.

e Volumen 6seo parcial (VO parcial/VT, %), volumen 6seo de la seccibn media

superior del hueso interradicular (sector A).

o Altura del ligamento periodontal (um), trazando 10 segmentos equidistantes entre
la cresta alveolar y el cemento radicular en la zona de divergencia de las raices. La
longitud de los segmentos fue medida y se calculé el promedio (Goya JA y col.,
2006). (figura 3.4, lineas a-d).
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Figura 3.4. Esquema del espacio interradicular del primer molar inferior. Se observa la linea
tangencial a las raices mesial y distal como limite inferior y la zona radicular como limite superior. La
linea roja divide a la zona interradicular en un sector superior, correspondiente a la zona oclusal
(sector A), y un limite inferior que corresponde a la zona apical. Las lineas a-d representan los
segmentos trazados para calcular la altura del ligamento periodontal. Tomado de Vacas Ml y cols.,
2008.

e Tejido blando periodontal: En algunas mandibulas se conservaron los tejidos
blandos peridentarios con el fin de analizar histolégicamente la encia, evaluando el
estado del epitelio, tejido conectivo y la presencia o ausencia de células

inflamatorias.

3.4.5 Secreciodn salival estimulada

Se realizé la valoracion de la secrecion salival total estimulada por pilocarpina, un
agonista colinérgico de receptores muscarinicos. Para ello, las ratas fueron anestesiadas
con 2% de clorhidrato de xilacina (5mg/kg; i.p.) y 5% de clorhidrato de ketamina (50 mg/kg,
i.p.). A continuacién, una dosis de pilocarpina (0,5 mg/kg de peso corporal) fue administrada
via intraperitoneal para inducir la salivacién, mientras que una torunda de algodén
previamente pesada (20 mg) se coloc6 debajo de la lengua para recolectar la saliva
secretada. El peso de saliva acumulada se determin6é como la diferencia de peso de la
torunda antes y después de la recoleccion. El procedimiento de recoleccion de saliva fue
realizado a intervalos de 30 minutos luego de la estimulacion con pilocarpina, obteniéndose

3 registros: 0-30, 30-60 y 60-90 minutos (Urita Y y cols., 2009). Los animales fueron
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mantenidos en decubito lateral desde la administracion de pilocarpina hasta finalizar el

ensayo.

3.4.6 Mediadores inflamatorios en enciay GSM

A. Contenido de PGE;

El tejido gingival fue homogenizado en 500 pl y la GSM en 1 ml de alcohol absoluto
en tubos Khan a 4°C vy, después de centrifugar a 10.000 rpm durante 10 min, el
sobrenadante fue secado en una Speedvac a temperatura ambiente, siendo el pellet
remanente guardado a -20°C hasta el andlisis por radioinmunoensayo (RIA). Los residuos
del tubo fueron luego resuspendidos con buffer fosfato-salino (PBS) 0,01 M pH 7,4 e
incubados con 100 pl de antisuero (antiPGE,) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 30
min a 4°C como se describi6 en Mohn C y cols., 2011. Luego se agreg6 100 pl de un
trazador *H-PGE, (New England Nuclear™ Life Science Product, Boston, MA, USA) que
contiene aproximadamente 10.000 cpm/100 pl y la incubaciéon se mantuvo por 60 minutos
mas a 4°C. Las formas libres y unidas fueron separadas con carbén dextran (1%:0,1%
respectivamente), dejandose reposar 10 minutos a 4°C y luego centrifugandose 15 minutos
a 3200 rpm a la misma temperatura. El sobrenadante fue vertido en viales con liquido
centellador y la reactividad fue medida en un contador de centelleo liquido. La curva patrén
fue lineal de 15-4000 pg de PGE, por tubo. La sensibilidad del ensayo fue de 12,5 pg por
tubo. Los resultados fueron expresados en pg de PGE, por mg de peso humedo de tejido,
dado que el protocolo de extraccion de PGE, en etanol interfiere con la determinacion de

proteinas.

B. Actividad de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)

La actividad de la iINOS en encia y GSM fue medida mediante una modificacion del
método de Bredt D y Snyder S, 1989. Luego de la extraccion, los tejidos fueron conservados
en tubos Eppendorf a -70°C hasta su determinacion (dentro de las 2 semanas
subsiguientes). La técnica comenzd con la homogenizacion de la encia en 500 pl y de una
GSM en 600 pl de Hepes 20 mM pH 7,4 en hielo, con EGTA 2mM y DL-ditiotreitol (DTT
1mM). Una vez logrado el homogenato, se agregé NADPH 120 puM y 200.000 dpm de **C-
arginina a cada tubo, incubandose durante 10 minutos a 37°C en un bafio Dubnoff (50 ciclos
por minuto, 95%0,/5%CO0O,). Luego, los tubos fueron centrifugados a 10000 rpm durante 10

minutos a 4°C. Los sobrenadantes fueron colocados en columnas de intercambio catiénico
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que contenian 1 ml de resina Dowex AG W-X8 Na* (BioRad Lab, UK) con el fin de retener la
arginina y eluir la citrulina, y lavados con 2,5 ml de agua destilada. Todo el fluido filtrado de
cada columna fue contado como actividad de '“C-citrulina en un contador de centelleo
liquido. Dado que la NOS convierte arginina en cantidades equimolares de ON Yy citrulina,
los datos se expresaron como pmol de ON producidos por mg de proteinas.

3.4.7 Caracterizacion mitocondrial y evaluacion del estado REDOX
en GSM

Aislamiento de mitocondrias

Inmediatamente luego de la eutanasia, se colocaron ambas GSM en buffer STE
(0,07 M sucrosa, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCL, pH 7.4) y se procedié a la homogenizacién
del tejido en una relacion 1 g tejido/ 9 ml STE. El primer centrifugado se realiz6 a 700 g
durante 10 minutos para descartar nicleos y detritos celulares. En este punto, se separaron
500 pl de homogenato y se almacenaron a -70°C para posteriores determinaciones. Luego
se realizaron dos centrifugaciones a 8000 g durante 10 minutos para precipitar las
mitocondrias (Valdez LB y cols., 2006). El pellet obtenido se resuspendioé en 200 pl de STE

para utilizarlo en los siguientes experimentos:

A. Consumo de oxigeno mitocondrial

Se determind polarograficamente con un oxigrafo con electrodo de tipo Clark
(Hansatech, Norfolk, Inglaterra), utilizando una camara de medida de 1,5 ml a 30°C (figura
3.5) La muestra mitocondrial (1 mg proteinas) se coloc6 en un buffer de respiracion
conteniendo 0.23 M manitol, 0.07 M sucrosa y 20 mM Tris (pH 7.4. Se utiliz6 6 mM de
malato/glutamato u 8 mM de succinato como sustrato para el complejo | y |l
respectivamente. El estado 3 se establecio por adicion de 200 mM de ADP. El consumo de
oxigeno se expresé en ng O/min mg proteina (Boveris Ay cols., 1999).
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Cathode O,+ 4H*+4e-—» 2H,0
Anode 4Ag + 4Cl —» 4AgCl + 4e
Overall: 4Ag + 4CI- + 4H* + O,— 4AgCl + 2H,0

Figura 3.5. Esquema del electrodo tipo Clark. Consiste en un electrodo de platino (a) y un electrodo
de referencia Ag/AgCl (b) cubierto por un film saturado en KCI (c) dentro de una membrana (d)

sostenida por un anillo de goma (e). Tomado de Diepart C y cols., 2010.

El consumo de oxigeno depende del estado metabdlico de las mitocondrias y del
tejido del cual son aisladas. En la tabla 3.1 pueden observarse las condiciones generales

que afectan la respiracion mitocondrial y el estado redox de sus componentes.

Estado O, ADP | Sustrato | Consumo O3 Factor limitante
1 disponible bajo bajo lento ADP
2 disponible alto muy bajo lento sustrato
3 disponible alto alto rapido cadena respiratoria
4 disponible bajo alto lento ADP
5 no disponible | alto alto 0 0O,

Tabla 3.1. Estados metabdlicos en la mitocondria. Tomado de Lenhinger AL, 1965

El consumo de oxigeno se midié en estado 4 (respiracion de reposo) y en estado 3
(respiracién activa o maxima) (Boveris A y cols., 1999). El control respiratorio (CR),
considerado el indicador mas sensible del acoplamiento durante la fosforilacién oxidativa,

fue calculado como la relacién entre estado 3/estado 4 (figura 3.6).
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Figura 3.6. Consumo de oxigeno en distintos estados metabdlicos. Boveris DL & Boveris A, 2007.

B. Actividad de los complejos mitocondriales

La actividad de los complejos I-Ill y lI-Ill se determind espectrofotométricamente a 30°C
con membranas mitocondriales resuspendidas en buffer fosfato 100 mM pH 7.4, luego de
haber sido homogenizadas mediante 3 pasajes por una aguja hipodérmica 29G. Para la
actividad de los complejos I-lll y lI-lll, se agregd 0.2 mM NADH o 5mM de succinato
respectivamente, 25 pM citocromo ¢** y 0.5 mM KCN. La actividad enzimética se evalué a 550
nm (¢= 19 mM-1.cm-1), siguiendo la reduccién de citocromo ¢** a citocromo c** como se

detalla a continuacion:

NADH + citocromo ¢* ———  NAD" + citocromo ¢?*

succinato + citocromo ¢3* ——>  fumarato + citocromo ¢®*

La actividad del complejo IV se determiné agregando 60 pM de citocromo c** en el
mismo buffer descripto anteriormente. El citocromo reducido se preparé mediante la reduccion
de citocromo ¢** con ditionito de Na', seguido por pasaje por una columna Sephadex G-25
(Zaobornyj T y cols., 2009). Se determind la actividad de este complejo siguiendo la oxidacion

de citocromo c?* a citocromo ¢** como sigue:

2 citocromo ¢?* + O, + 4HY ——> 2 citocromo ¢ + 2 H,0
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C. Velocidad de produccién de H,0,

La velocidad de produccién mitocondrial de H,O, se determin6 en mitocondrias intactas
a través de la técnica fluorométrica que utiliza peroxidasa de rabano rusticano (HRP) en
presencia de escopoletina (6-metoxi-7-hidroxi-1,2-benzopirano). La escopoletina es una
sustancia fluorescente en su forma reducida y no fluorescente en su forma oxidada. Se
determind la reduccion de la escopoletina a 365-450 nm a 30°C durante 2 minutos (Boveris A,
1984). El H,0O, intramitocondrial es producto de la dismutacién del O, sin embargo, parte de
este O, puede ser transportado hacia el citosol antes de transformarse en H,O,. El agregado
de SOD al medio de reaccion convierte estequiométricamente el O, en H,O,, permitiendo
determinar la produccion de H,O, intramitocondrial total. Los resultados se expresaron en nmol
H.O./min.mg prot. La figura 3.7 muestra la reaccion entre H,O, y escopoletina catalizada por
HRP.

HRP + H,O, —_—> HRP(Hzoz)
HRP(HzoZ) +EH, —> HRP('OH) + EH- + H,O

HRP(-OH) +EH- —> HRP +H,0 +E

Figura 3.7. H,0O, forma un complejo con HRP. La escopoletina (EH,) reacciona con este complejo y se

transforma en escopoletina oxidada (E).

El medio de reaccidn consistié en manitol 230 mM, sucrosa 70 mM, Tris-HCI20 mM pH
7.4, succinato 7 mM, Cu,Zn-SOD 0,6 uM, HRP 1 uM, escopoletina 1 uM y mitocondrias intactas
(0,2 mg/ml proteinas). Previamente se realiz6 una curva de calibracion para calcular la

velocidad de produccion utilizando concentraciones stock de H,0, .

D. Actividad de la superdxido dismutasa (SOD)

La SOD cataliza la dismutacion del anién superédxido (0%) a H,O, y O,. Su actividad se
determin6 espectrofotométricamente (Beckman Coulter, California, USA) utilizando el método
del citocromo c. Este experimento se basa en la determinacién de la velocidad de reduccion de
citocromo ¢*" en citocromo ¢ ** por el O* , siendo la fuente del O* el sistema xantina-xantina
oxidasa. La SOD compite por el O, disminuyendo la velocidad de reduccion del ferrocitocromo
¢ (Mc Cord JM & Friodovich I, 1969). Se agreg6 a la cubeta de medida 850 pul de solucion
amortiguadora (HK,PO4-H,KPO, 50 mM, pH = 7.8, EDTA 0.1 mM), 100 ul xantina (C; = 50 uM),

50 wl de citocromo c (C; = 20 uM) y suficiente cantidad de xantina oxidasa (~5 nM) para
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producir una variaciéon de absorbancia de 0.025/minuto a 25°C. Se monitore6 el cambio de
absorbancia a 550-540 nm durante 2 min y se determiné la pendiente AAbs/min,. Se repitié la
determinacién agregando volumenes de muestra variable (homogeneizado y/o membranas
mitocondriales) y se registré la pendiente AAbs/ming (se realizaron 4 determinaciones con 4
volimenes de muestra diferentes). Con el fin de expresar el contenido de SOD en pmol/mg
proteina, se realiz6 la determinacién enzimética agregando 4 volumenes diferentes de SOD

comercial (en lugar de muestra).

E. Contenido de TBARS

El contenido de TBARS fue analizado en tejido gingival y en la GSM mediante
cuantificacién de malondialdehido como producto de la peroxidacion lipidica que reacciona
con &cido tricloroacético conduciendo a TBARS. Brevemente, el tejido fue homogenizado en
buffer fosfato pH 7.4 y luego transferido a un tubo con &cido tricloroacético, acido clorhidrico
y acido tiobarbitlrico. La mezcla se hirvié durante 1 hora y posteriormente se centrifugé a
3000 rpm durante 20 minutos a 4°C. La absorbancia de los sobrenadantes se midié en un
espectofotometro (Hitachi—-U, 2001) a 535 nm (Yagi K, 1976).

3.4.8 Niveles de ARNm de AQP-5 mediante RT-PCR

Fragmentos de la GSM de aproximadamente 50 mg fueron homogenizados en
TRIzol (Invitrogen, California, USA) inmediatamente luego de la eutanasia. El ARN fue
extraido segun las indicaciones del fabricante, cuantificado a través de NanoDrop
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y almacenado a -70°C. Luego, se sintetizO ADN a partir
del ARN mensajero (ARNm) total (3 pg) utilizando M-MLV RT, inhibidor de ribonucleasa y
random primers. Los primers especificos para realizar la amplificaciéon fueron disefiados

utilizando Primer 3 Software. Las secuencias utilizadas fueron:

B-actina: 5'ACCCGCCGAGTACAACCTTC 3’ (forward)
5'ATGCCGTGTTCAATGGGGTA 3' (reverse)

AQP-5 5'GAGATTCGTGAATGCGGTGC 3’ (forward)
5'GTGGTTTATTGGGAAGCGCC 3' (reverse)

Los productos se cargaron en un gel de agarosa al 2%. Las bandas se visualizaron

en un transiluminador bajo luz UV. Se tomaron fotografias con una camara digital (Olympus
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C-5060), las que se analizaron mediante el software Image Lab 4.1. El nivel de ARNm se
normalizé con la B-actina y los resultados se expresaron como unidades arbitrarias (AU) de
densidad Optica relativa (Surkin PN y cols., 2018).

3.4.9 Analisis histologico de GSM

A. Histologia de rutina

Luego de la extraccion de las GSM, una porcion de la misma fue fijada en
formaldehido 4% en PBS durante 24 hs, deshidratada en concentraciones crecientes de
alcohol y posteriormente embebida en parafina. Se cortaron secciones de 5 pum en un
micrétomo de rotacion (Arcano, Argentina) y, previa rehidratacion de los preparados, se
procedi6 a realizar la tincién de H&E.

B. Inmunohistoquimica

Luego de realizar los cortes de 5 um como se menciond en el punto anterior, se
realizé la marcacion inmunohistoquimica (IHQ) para evaluar la inmunorreactividad de HIF-1a
y AQP-5 en GSM. Las secciones de tejido fueron tratadas para lograr la exposicion de
antigenos en buffer citrato pH 6 durante 15 minutos en microondas a potencia 300 W.
Posteriormente, se bloqued la unién de proteinas inespecificas con BSA 3% en PBS,
seguido del bloqueo de la actividad endégena de las enzimas peroxidasas durante 20
minutos con un buffer comercial (EnVision™ FLEX Systems FLEX, Dako, Carpinteria, CA,
USA). Las secciones de tejido fueron incubadas a 4° C durante la noche con los anticuerpos
primarios (HIF-1a o AQP- 5; Biorbyt, UK) y luego expuestas al segundo anticuerpo
conjugado con HRP (EnVision™ FLEX Systems Dako). Se utiliz6 diaminobencidina como
cromoOgeno para revelar la expresion de los anticuerpos y se realiz6 el tefiido de contraste

con hematoxilina (Hidalgo JV y cols., 2014).

C. Microscopia electrénica de transmision

El andlisis ultraestructural se realiz6 mediante un microscopio electrénico de

transmision (Zeiss EM 109T). Secciones de 1 mm?® de tejido se fijaron con 1% de glutaraldehido

en 0,1 M de buffer fosfato pH7.4 durante 4 hs y posteriormente se lavaron 3 veces con buffer

fosfato. Luego de la deshidratacion, las secciones fueron embebidas en resina Durcupan (Fluka
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AG, Switzerland). Se obtuvieron cortes de 5 nm que se tifieron con uranilo y citrato de plomo.
Se analizé la morfologia de las células de los acinos mucosos y serosos y las de los conductos
intercalares. El tamafio mitocondrial fue medido y se evalu6 la presencia de disrupcién de
membrana o crestas mitocondriales y el estado de la matriz mitocondrial. También se realiz6 la
morfometria de area (um?) y perimetro (um) en aquellos preparados que presentaron dilatacion
del espacio intercelular, manteniendo los parametros de iluminacion, contraste y brillo en cada
imagen y pasando las mismas a una resolucién de 8 bits. Se eligieron 3 zonas de interés en

cada preparado y se analizaron 10 células por grupo.

3.4.10 Determinacién de proteinas

La concentracion de proteinas se analiz6 en homogenato de tejido (encia o0 GSM) de
acuerdo al método de Bradford usando seroalbumina bovina como estandar (Bradford MM,
1976)

3.5 Analisis estadistico

Los resultados fueron expresados como mediat error estandar medio (SEM). Los
valores de los grupos experimentales fueron comparados entre si utilizando el andlisis de
varianza (ANOVA) de una via, seguido por el test de comparaciones multiples de Newman-
Keuls. Las diferencias fueron consideradas significativas cuando p<0,05. Los experimentados
fueron realizados 2 o 3 veces, siendo los resultados estadisticamente equivalentes, por lo que
las figuras que se presentan fueron tomadas de experimentos individuales elegidos al azar. Los

andlisis fueron realizados utilizando el software GraphPad Software Inc., San Diego,USA.
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4. Resultados

Objetivo |

EFECTO DE LA HIPOXIA AMBIENTAL CRONICA SOBRE LOS TEJIDOS DE
SOPORTE DENTARIO EN ANIMALES EN CRECIMIENTO

En una primera etapa de experimentos, se realizaron estudios biomecénicos e
histomorfométricos del hueso mandibular y/o alveolar de ratas al destete con la finalidad de
analizar el efecto de los dos tipos de exposicidn crénica a hipoxia (HCl y HCC) sobre el hueso
sano en crecimiento. Para ello, se utilizaron ratas Wistar hembras de 21 dias, de
aproximadamente 50 g de peso, divididas en los 3 grupos de n=15: C, HCI y HCC. Luego de
determinar los parametros 6seos (biomecanica y andlisis histomorfométrico del hueso alveolar),
se evaluaron marcadores inflamatorios en la encia adyacente al primer molar inferior, a fin de
obtener una primera estimacién del efecto de la HX en el tejido de soporte dentario. También
se analizaron histolégicamente las GSM, con el objetivo de evidenciar si la HX producia
alteraciones arquitecténicas en dicho érgano.

1. Peso corporal y mandibular, tallay hematocrito

Con respecto al peso corporal y mandibular, ambos parametros disminuyeron
significativamente en los animales expuestos a ambos tipos de HX. La talla de los animales
hipoxicos también fue menor al concluir el periodo experimental. Este resultado era esperable,
ya que es conocido el efecto nocivo de la HX sobre el crecimiento (Bozzini CE y cols., 2005).
En conjunto, estos resultados indican que la exposicion crénica a HX, tanto de forma
intermitente como continua, afecta negativamente el crecimiento corporal. Por otra parte, el
valor de hematocrito fue medido con el fin de verificar si la exposicién a HX habia sido efectiva,
ya que este parametro aumenta por incremento de la tasa de eritropoyesis en respuesta a los
bajos niveles de O,. Ambos grupos hipéxicos evidenciaron mayores niveles de hematocrito que
los C (Tabla 4.1).
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C HCI HCC
Peso corporal (g) 293,15+26,70° 249,41+14,25° 250,12+15,92°
Longitud corporal (cm) 22,29+0,762 21,57+0,63" 21,58+0,85"
Peso mandibula (mg) 0.54+0.03? 0.49+0.02° 0.50+0.01°
Hematocrito (%) 36.75+3.40? 42.07+3.47° 44.82+3.68°

Tabla 4.1. Efecto de la HX sobre los parametros morfométricos de ratas en crecimiento: C (control), HCI
(hipoxia cronica intermitente), HCC (hipoxia crénica continua). Letras distintas indican diferencias

significativas.

2. Estudios en mandibula

2.1. Propiedades Biomecanicas

A. Propiedades estructurales

Ademas de los pardmetros morfométricos descriptos anteriormente, se evaluaron las
propiedades biomecénicas del hueso mandibular integrado como 6rgano. Para esto, se
utilizé un test mecéanico de flexion a 3 puntos que permitié estimar las propiedades

estructurales mandibulares.

La exposicion a HX disminuyé la carga 6Osea de fractura mandibular (Wf),
incrementando las probabilidades de que el hueso pierda su integridad como érgano.
Ademas, la carga elastica limite (Wy) también se vio disminuida en ambos grupos expuestos
a HX, sugiriendo una menor capacidad del hueso en crecimiento de resistir elasticamente la
deformacioén. Por ultimo, la rigidez estructural (Wy/dy) también fue significativamente menor
en ambos grupos experimentales con respecto al control, estableciendo una mayor
propensién del hueso en crecimiento a sufrir microfracturas. Las 3 variables estructurales
analizadas se vieron mas afectadas en los animales del grupo HCI que en HCC, hecho que

puede observarse en la tabla 4.2.
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C HCI HCC
Carga de 62.19+3.69% 44.41+1.75° 53.17+1.82°
fractura (Wf), N
Carga elastica 37.77+4.04° 22.31+2.95" 31.83+2.53¢
Limite (Wy), N
Rigidez ~ estructural | 97.34+11.63? 62.65+5.78" 80.91+6.36°
(Wy/dy), N/mm

Tabla 4.2. Propiedades estructurales mandibulares de ratas en crecimiento. C: control, HCI: hipoxia

cronica intermitente, HCC: hipoxia cronica continua. Letras distintas indican diferencias significativas.

B. Propiedades geométricas

Dado que la calidad estructural de un hueso depende de la calidad mecanica del
material mineralizado que lo compone y de la distribucién espacial del mismo, se analizaron las
propiedades geométricas que se detallan en la tabla 4.3. La eficiencia del disefio depende no
s6lo de las corticales, que deben adaptarse segun el tipo de fuerza recibida, sino también de
las trabéculas, que con su direccionalidad, grosor y conectividad establecen el disefio dseo
adecuado. El area cortical mandibular se vio significativamente disminuida en ambos grupos
hipdxicos, hecho que determind un menor momento de inercia (1z). Este pardmetro da idea de
“cuan periféricamente esta distribuido” el material cortical mineralizado respecto de un
determinado eje de referencia para la flexibn o para la torsion del hueso. Cuanto mas
distanciado esté dispuesto el material cortical respecto de determinado eje, mayor sera al
momento de inercia de la seccidn Osea respecto de ese eje, y también mayor la eficiencia del
disefio seccional para prevenir la deformacion del hueso en el sentido definido por dicho eje.
En otras palabras, cuanto > |z > periferilizacion del material > resistencia a la fractura. En este
caso, el menor momento de inercia determinaria un peor disefio arquitecténico mandibular, lo
gue estaria correlacionado con la disminucion de las propiedades estructurales descriptas
previamente. Dado que el Iz fue significativamente menor en HCI que en HCC, suponemos que
el hueso mandibular tendria mayores inconvenientes a la hora de lograr la aclimatacion al

ambiente hipéxico cuando se lo expone de manera intermitente.
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C HCI HCC
Area cortical mandibular, mm? 10.51+0.91% 8.64+0.73" 9.92+0.58°
Area medular mandibular,mm? 1.92+0.25% 1.76+0.23% 2.08+0.31°
Momento de inercia (Iz), mm* 4.05+0.29% 3.07+0.43° 3.59+0.27°¢

Tabla 4.3. Propiedades geométricas mandibulares de ratas en crecimiento. C: control, HCI: hipoxia

cronica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua. Letras distintas indican diferencias significativas.

C. Propiedades materiales

En tercer lugar analizamos las propiedades materiales mandibulares. Estas son
independientes de la forma y tamafio del hueso y dependen no sélo de la densidad
volumétrica del mineral, sino también de la forma y empaquetamiento de los cristales de
hidroxiapatita. En la tabla 4.4 se resumen los resultados. EI Modulo de Young (E), medida
de la rigidez intrinseca del material 6seo, es afectado por el crecimiento, modelado y
remodelado 6seo. Cuanto > E > Resistencia (< Fragilidad). En nuestro modelo experimental,
el E disminuy6 significativamente so6lo en los animales expuestos a HCI. El estrés elastico
hasta el punto de cesién, en cambio, se vio disminuido en ambos grupos expuestos a HX.
La disminucion de estas propiedades indicaria defectos minerales o colagenos en el hueso,
que podrian deberse a alteracion en los procesos de modelado/remodelado 6seo.

C HCI HCC
Médulo de| 941.72+202.95° 643.94+77.00" 1084.23+46.75%
Young (B),

N/mm?

Estrés, N/mm? 41.55+3.93° 28.33+5.07" 33.17+3.98°

Tabla 4.4. Propiedades materiales mandibulares de ratas en crecimiento. C: control, HCI: hipoxia crénica

intermitente, HCC: hipoxia cronica continua. Letras distintas indican diferencias significativas.

En resumen, las propiedades biomecanicas del hueso mandibular de ratas en
crecimiento se vieron negativamente afectadas por exposiciéon a HX, incrementando el
riesgo de fractura, probablemente debido a una peor distribucién del material 6seo y de
alteraciones colagenas o minerales. La exposicion intermitente afecta en mayor medida las
propiedades biomecénicas de la mandibula de ratas en crecimiento, probablemente por una

mayor dificultar para lograr la aclimatacion a HX.
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2.2. Andlisis morfométrico macroscépico del hueso alveolar

Ya evaluadas las propiedades biomecénicas mandibulares, se pas6 a analizar en
detalle el tejido 0seo alveolar. En primer lugar, se estimé la pérdida ésea asociada al primer
molar inferior por su cara vestibular y lingual mediante el método de la distancia desde el
limite amelo-cementario (LAC) hasta la cresta Osea alveolar (CA). Tanto los animales
expuestos a HCI como a HCC sufrieron un aumento de pérdida 6sea alveolar a nivel de la
cortical lingual. La cortical vestibular no se vio afectada en ninguno de los grupos
experimentales (figura 4.1 A). Este resultado sugiere un efecto deletéreo de la exposicion a
ambas modalidades de HX ambiental sobre el hueso alveolar, siendo mayor en el caso de
HCC (p<0,001). En la figura 4.1 B. se puede observar una foto seleccionada al azar de un

animal por cada grupo experimental.
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Figura 4.1. A. Efecto de la exposicion a HX sobre la pérdida 6sea alveolar expresada en mm de la
cortical vestibular y lingual del primer molar inferior.Letras distintas indican diferencias significativas.
B. Fotografias de la cortical lingual del primer molar inferior de un animal seleccionado al azar. C:
control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia cronica continua.LAC: limite

amelocementario, CA: cresta alveolar
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2.3 Andlisis histomorfométrico del espacio interradicular

Para continuar el analisis del efecto de la HX sobre el hueso alveolar, se procedio a
evaluar el hueso interradicular mediante histomorfometria estética. Para diferenciar si la
resorcion 0sea se produjo a expensas de la porcion coronal del hueso interradicular o por un
incremento del area medular, el volumen 6seo trabecular se evalu6 de manera total (VO/VT)
o parcial (VO parcial/VT) segun fue descripto en Materiales y Métodos.

Con respecto al VO/VT, las dos modalidades de exposicién a hipoxia produjeron
una pérdida 6sea alveolar interradicular como se observa en la figura 4.2 A (p<0,01).
Cuando fue medido el VO parcial, tomando en cuenta el sector coronal, también se observé
un aumento significativo de la pérdida interradicular en ambos grupos experimentales. Dada
la gran expansién medular que se observé en los grupos hipéxicos, estos resultados
sugieren que la resorcidén 6sea observada se da mayormente a expensas de un aumento de

la cavidad medular.

También se estimo la altura del ligamento periodontal, evidenciandose un incremento
en HCC con respecto al C, que no fue observado en HCI (figura 4.2 A). Dada la ausencia de
componente inflamatorio en la zona del ligamento periodontal, suponemos que este
aumento del ligamento se debe a fuerzas generadas durante el trauma oclusal que lleva a
un aumento del espacio periodontal y modificacién de las caracteristicas 6seas.
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Figura 4.2. A. Pérdida 6sea interradicular expresada como VO/VT (izquierda) y VO parcial/NVT
(derecha). Abajo: altura del ligamento periodontal. Letras distintas indican diferencias significativas.
B. Microfotografias del espacio interradicular del primer molar inferior de un animal de cada grupo

seleccionado al azar (40X). C: control, HCI: hipoxia cronica intermitente, HCC: hipoxia crénica

continua.
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3. Contenido de PGE, y actividad de laiNOS en tejido gingival

Como marcador de los procesos inflamatorios orales se midié el contenido de PGE,
en la encia que rodea al primer molar inferior. La exposicion a HX, ya sea intermitente o
continua, no modificoé significativamente los valores de PGE; en el tejido estudiado (figura
4.3, izquierda).

A diferencia de lo ocurrido con el contenido de PGE,, la actividad de la iINOS
aumento significativamente en los dos grupos hipdxicos, sugiriendo una mayor produccion
de ON en el tejido gingival circundante al primer molar durante la exposicién a HX de ratas

en crecimiento (figura 4.3, derecha).
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Figura 4.3. Efecto de la HX ambiental sobre el contenido de PGE, (izquierda) y actividad de la iINOS
(derecha) en tejido gingival de ratas en crecimiento. C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente,

HCC: hipoxia crénica continua Letras distintas indican diferencias significativas.
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4. Andlisis histolégico de las GSM

En la figura 4.4 puede observarse una foto seleccionada al azar de la GSM de un
animal de cada grupo experimental, teflidas con H&E. Se observa organizacion estructural
normal, sin presencia de células inflamatorias ni edema. Cabe destacar que se evidencio

vasodilatacién y extravasacion sanguinea en las GSM de los animales expuestos a HCI.

Figura 4.4. Efecto de la HX sobre las GSM de animales en crecimiento. Se observa estructura celular
normal. Las flechas indican extravasacion sanguinea. (40X) C: control, HCI: hipoxia crénica

intermitente, HCC: hipoxia crénica continua

5. Contenido de PGE, y actividad de la iINOS en GSM

A pesar de no encontrar cambios estructurales mediante el analisis histologico de
rutina, no pueden descartarse alteraciones bioquimicas en las GSM. Es por ello que
medimos dos marcadores importantes de la funcion glandular: el contenido de PGE, y la
actividad de la iNOS.

En el primer caso, no se detectaron diferencias significativas entre los grupos
experimentales (figura 4.5, izquierda). En cuanto a la actividad de la iINOS, se vio
incrementada en ambos grupos hipoxicos al finalizar el periodo experimental (figura 4.5,
derecha). Dado que el NO es un importante agente vasodilatador, suponemos que la
actividad de esta enzima no estaria siendo inducida por un proceso inflamatorio, sino como

respuesta a la HX para aumentar el aporte de O, tisular.
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Contenido de PGE2, pg/mg GSM

C HCI
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Actividad iNOS, mol ON/min/mg prot GSM
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Figura 4.5. Contenido de PGE, (izquierda) y actividad de la iINOS (derecha) en GSM de animales en

crecimiento expuestos a HX durante 3 meses. C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC:

hipoxia crénica continua. Letras distintas indican diferencias significativas.
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Objetivo Il

EFECTO DE LA HIPOXIA AMBIENTAL CRONICA SOBRE LOS TEJIDOS DE
SOPORTE DENTARIO Y LA GSM DE RATAS ADULTAS

En esta serie de experimentos se utilizaron ratas adultas (2 meses de edad, 250 g
aproximadamente) para poder descartar posibles influencias del crecimiento en los
parametros estudiados sobre el tejido 6seo alveolar, gingival y glandular. Adicionalmente,
permitiria extrapolar datos a poblaciones que habitan en zonas hipoxicas desde la adultez,

tanto de forma continua como intermitente por razones laborales.

En la primera etapa se realizaron experimentos preliminares con distintos periodos
de exposicién a HX como puesta a punto del modelo en ratas adultas, con el objetivo de
establecer el tiempo adecuado para estudiar efectos de las distintas condiciones
ambientales sobre los tejidos de interés. Para minimizar el tiempo de permanencia de los
animales en las camaras de altura simulada, planificamos estudios a 1 mes y 3 meses. Los
resultados que se presentan a continuacion resumen las experiencias realizadas en ambos

periodos experimentales.

1. Peso corporal, mandibular, glandular y hematocrito

No se evidenciaron diferencias significativas en el peso corporal, mandibular ni en el de
las GSM en ninguno de los 3 grupos experimentales al cabo de 1 mes de exposicion a HCI y
HCC. Con respecto al hematocrito, éste aumentd significativamente sélo en los animales
expuesto a HCC comparado con C. Los animales expuestos a HCI durante 1 mes no mostraron
diferencias con respecto al control, probablemente debido al poco tiempo de exposicion a HX
(tabla 4.5).
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1 mes C HCI HCC
Peso corporal (g) 288.8+4.42° 292.2+5.26% 297.14+5.63°%
Peso mandibula (mg) 0.49+0.039? 0.50+0.0112 0.52+0.0312
Peso GSM (mg) 181.33+3.85°% 185.24+5.49? 202.11+7.82°%
Hematocrito (%) 39.5+3.61° 39.01+5.29? 49.25+7.36"

Tabla 4.5. Parametros morfométricos corporales y hematocrito de ratas adultas con 1 mes de exposicion
a HX. C (control), HCI (hipoxia crénica intermitente), HCC (hipoxia cronica continua). Letras diferentes

indican diferencias significativas.

Luego de 3 meses de exposicion a HX, tampoco se encontraron diferencias
significativas en el peso corporal, mandibular ni glandular en los animales de ninguno de los
grupos experimentales. Estos resultados marcan una diferencia fundamental con respecto a los
presentados para animales en crecimiento, ya que puede descartarse la influencia del peso en
los pardmetros analizados para cada tejido. El hematocrito fue significativamente mayor en los
dos grupos de animales hipéxicos, siendo mas alto en el expuesto continuamente (p<0,001 vs.
p<0,05 en HCI). Este resultado es esperable, ya que los animales expuestos intermitentemente
pasan mayores periodos de tiempo en normoxia, donde la pO, es la normal (Tabla 4.6)

3 meses C HCI HCC
Peso corporal (g) 357.20+31.33% 320.41+21.42% 337.08+17.60°%
Peso mandibula (mg) 0.59+0.04% 0.57+0.01°% 0.58+0.04%
Peso GSM (mg) 218.16+16.40% 198.20+10.86° 192.87+21.172
Hematocrito (%) 41.2+2.55° 50.2+4.76" 57.33+7.09°

Tabla 4.6. Parametros morfométricos corporales y hematocrito de ratas adultas con 3 meses de
exposicién a HX: C (control), HCI (hipoxia crénica intermitente), HCC (hipoxia crénica continua). Letras

diferentes indican diferencias significativas.
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2. Estudios en mandibula

2.1. Propiedades Biomecanicas

A. Propiedades estructurales

Se realizaron las pruebas biomecanicas a un mes y a tres meses de exposicion a

HX. No se observaron cambios significativos en ninguna de las propiedades estructurales

analizadas en los animales adultos (Tabla 4.7). Estos resultados sugieren que una vez

completado el crecimiento, la HX no afectaria la resistencia a la fractura mandibular.

1 mes 3 meses
C HCI HCC C HCI HCC

Carga de | 47.89+13.14 | 49.39+5.74 | 53.20+10.55 | 56.41+13.61 | 57.57+10.56 | 63.40+12.87
fractura

(Wf), N

Carga 29.88+6.23 | 35.11+10.44 | 42.2+5.49 35.06%£3.49 36.25+8.66 | 40.75+£10.56
eléstica

limite

(Wy), N

Rigidez 73.33x4.65 | 74.71+£11.37 | 80.04+£3.16 | 106.74+26.03 | 101.72+22.55 | 78.01+£19.08
estructural

(Wy/dy),

N/mm

Tabla 4.7. Efecto de la exposicion a HX crénica e intermitente sobre las propiedades estructurales

mandibulares a 1 mes y 3 meses en C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica

B. Propiedades geométricas

continua.

No se observaron alteraciones arquitectonicas en las mandibulas de los animales de

ningan grupo (Tabla 4.8). Estos datos reflejan que la exposicion a HX no induciria la

redistribuciéon del material 6seo en el hueso mandibular en los animales adultos. Es

esperable que, de no existir necesidad mecanica de adaptacion (como se vislumbra en los

resultados anteriores), la distribucion arquitectonica permanezca inalterada.
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1 mes 3 meses

C HCI HCC C HCI HCC

Area cortical | 11.04+0.80 | 11.38+0.58 | 11.42+0.52 | 11.54+0.66 | 11.96+0.67 | 11.28+0.61
mandibular,

mm?

Area medular | 4.02+0.48 | 4.47+0.52 4.33+0.64 3.32+0.55 3.66+0.41 | 3.28+0.30
mandibular,

mm?

Momento de | 3.60+0.59 | 3.88+0.44 3.92+0.43 3.99+0.25 4.18+0.19 3.91+0.22
inercia  (12),

mm?*

Tabla 4.8. Efecto de la exposicién a HX crénica e intermitente sobre las propiedades geométricas
mandibulares a 1 mes y 3 meses en C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica

continua.

C. Propiedades materiales

El modulo de elasticidad (E) se vio significativamente disminuido en los animales
hipoxicos al cabo de 3 meses de exposicion (Tabla 4.9). Este resultado podria
correlacionarse con alteraciones en el remodelado éseo que afecta la forma/cristalinidad de
los minerales pero sin llegar a afectar significativamente al tejido éseo, por lo que no se
observarian alteraciones a nivel biomecéanico. Esto refleja la necesidad de evaluar las 3
propiedades conjuntamente para determinar la participacibn de cada variable en los

procesos biolégicos 6seos.

1 mes 3 meses
C HCI HCC C HCI HCC
E,
N/mm?2 | 552.08+73.09° | 582.95+145.84% | 623.32+51.62% | 916.42+268.93% | 601.42+120.28" | 643.47+108.95"
Stress,
N/mm? 26.87+7.822 28.91+5.892 28.75+3.40% 29.56+5.29% 29.44+8.28? 30.35+7.66°

Tabla 4.9. Efecto de la exposicion a HX crénica e intermitente sobre las propiedades materiales
mandibulares a 1 mes y 3 meses en C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica

continua. Letras distintas indican diferencias significativas.
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2.2. Andlisis morfométrico macroscoépico del hueso alveolar

Al cabo de 1 mes de exposicién a HX no se encontraron diferencias significativas en
cuanto a la distancia LAC-CA en ninguno de los grupos experimentales (dato no mostrado).
Luego de 3 meses de exposicion, los animales tanto del grupo HCI como de HCC mostraron
valores incrementados de pérdida 6sea de la cortical lingual, sin exhibir cambios a nivel
vestibular. El grupo HCI sufrié mayor pérdida 6sea a nivel de la cortical lingual que HCC (figura
4.6 A). En la figura 4.6 B pueden observarse fotografias seleccionadas al azar de 1 animal de

cada grupo luego de 3 meses de exposicion a HX.

1.2 3
== C meses

HCI
1.0k = HCC

11fF

LAC-AC, mm

Lingual

LAC
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Figura 4.6. A. Pérdida 6sea alveolar expresada en mm de la cortical vestibular y lingual del primer
molar inferior. Letras distintas indican diferencias significativas. B. Fotografias de la cortical lingual
del primer molar inferior de un animal seleccionado al azar. C: control, HCI: hipoxia crénica
intermitente, HCC: hipoxia cronica continua.LAC: limite amelocementario, CA: cresta alveolar.
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2.3 Andlisis histomorfométrico del espacio interradicular

En los animales expuestos a 1 mes de hipoxia no se encontraron cambios
significativos en el VO/VT, asi como tampoco en el VO parcial ni en la altura del ligamento
periodontal en ninguno de los grupos experimentales (Figura 4.7 A).

En cambio, a los 3 meses el grupo HCI mostr6 mayor pérdida ésea (VO/VT)
respecto al control. El grupo expuesto continuamente no presento6 diferencias significativas
con respecto al control (Figura 4.7 A). Si bien el VO parcial y la altura del ligamento
periodontal no presentaron diferencias significativas con respecto a C en ninguno de los
grupos experimentales, se observa una tendencia a la disminuciéon de VO parcial y al
aumento en la altura del ligamento en HCI. En la figura 4.7 B se puede observar que la
pérdida 6sea incipiente en el grupo HCI se deberia a una expansion de la cavidad medular,

al igual que lo analizado para el Obijetivo |.
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3 meses

Figura 4.7. A. Pérdida 6sea interradicular (expresada como VO/VT y VO parcial/VT) y altura del
ligamento periodontal de animales adultos expuestos a HX durante 1 mes y 3 meses. Letras distintas
indican diferencias significativas. B. Microfotografias del espacio interradicular del primer molar
inferior de un animal de cada grupo sometido a HX durante 3 meses, seleccionado al azar (40 X). C:

control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia cronica continua.

3. Concentracién de CTX-I

Con el objetivo de analizar la tasa de recambio éseo, se evalud la concentracion de
CTX-I, marcador de resorcion Gsea, en suero de las ratas expuestas 3 meses a HX. Como
indica la figura 4.8, se encontraron valores incrementados de este marcador en el grupo HCI

con respecto a C.

CTXI, pg/ml

C HCI HCC

Figura 4.8. Efecto de la HX sobre la concentracion de CTXI. Letras distintas indican diferencias

significativas. C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua.
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4. Contenido de PGE,y actividad de la iNOS en tejido gingival

En los animales adultos, el contenido de PGE, en encia no se modifico cuando la
exposicion a HX se realizé durante 1 mes. En el caso de exposicién durante 3 meses, el
contenido de este mediador en encia aument6 significativamente en el grupo HCI,
estableciendo una posible correlaciéon con la pérdida ésea interradicular observada en el
mismo grupo experimental (Figura 4.9 A). Al analizar la actividad de la INOS en encia, se
observaron diferencias en los animales expuestos durante 1 y 3 meses a HX. En el primer
caso, una mayor actividad de la enzima se verific6 en HCI. Al cabo de 3 meses, este grupo
no mostr6é diferencias con respecto al control, mientras el grupo HCC que al mes no

mostraba cambios, aumentd significativamente la actividad enzimatica (Figura 4.9 B).

1 mes 3 meses

Contenido PGE, encia, pg/g encia
Conenido de PGE,, pg/g encia

C HCI HCC C HCI HCC

50000+
50000

40000
40000

30000 30000

20000+ 20000

100004 10000

Actividad iNOS, nmol ON/min/ mg encia
Actividad iNOS, nmol ON/min/mg encia

C HCI HCC C HCI HCC

Figura 4.9. A. Contenido de PGE, en encia de animales adultos expuestos a HX durante 1 mes
(izquierda) y 3 meses (derecha). B. Actividad de iINOS en encia de animales adultos expuestos a HX
durante 1 mes (izquierda) y 3 meses (derecha). C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC:

hipoxia crénica continua. Letras distintas indican diferencias significativas.
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5. Analisis histopatoldogico del tejido gingival y del ligamento

periodontal

En la figura 4.10 A se puede observar el tejido epitelial y conectivo de la encia que
circunda al primer molar inferior, pieza dentaria que ha sido objeto de estudio en este trabajo
de tesis. La arquitectura de ambos tejidos se encuentra conservada en ambos grupos
experimentales, sin presentar diferencias parenquimales con respecto a C. Se evidencio un
mayor nimero de vasos sanguineos en el tejido conectivo gingival tanto en HCI como en

HCC, hecho que es atribuido a la angiogénesis como respuesta a la exposicion a HX.

Con respecto a la histologia del ligamento periodontal, no encontramos alteraciones
histoarquitectdnicas en ninguno de los grupos hipéxicos con respecto a C (figura 4.10 B). Al
igual que el tejido gingival, el ligamento periodontal se encuentra muy vascularizado con

capilares dilatados, como respuesta compensatoria a los bajos niveles de O, ambiental.

Figura 4.10. Microfotografias del tejido gingival (A) y ligamento periodontal (B) en ratas adultas

expuestas 3 meses a HX. C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua.
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6. Secrecion salival estimulada

Para estudiar el efecto de la exposicion a HX intermitente y continua sobre la
funcionalidad de las glandulas salivales, se llevé a cabo el estudio de la secrecion salival
total en respuesta al agonista muscarinico pilocarpina. Este estudio, al igual que todos los
realizados sobre GSM, se realizé exclusivamente en animales expuestos durante 3 meses a
ambas modalidades de HX, ya que en este tiempo experimental se evidenciaron cambios en
el tejido 6seo alveolar.

La secrecion salival estimulada disminuyd en un 44% en ambos grupos hipdxicos
luego de transcurridos los primeros 30 minutos del experimento (p<0,05). Luego de 60
minutos de estimulacién, la secrecién salival continudé siendo estadisticamente menor en
ambos grupos expuestos a HX con respecto al grupo control (75% en HCI vs. 46% en HCC).
Al cabo de los 90 minutos, el mismo patron de secrecién fue observado, siendo la saliva
total del grupo HCI un 95% (p<0,01) menor que el grupo control y la del grupo HCC 59%
menor que C (p<0,05). En resumen, la exposiciéon a HX disminuy6 la secrecion salival en

animales adultos, mas aun cuando la exposicion fue de forma intermitente (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Efecto de la HX en la respuesta saliva estimulada por pilocarpina en C: control, HCI:
hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia cronica continua. Letras distintas indican diferencias

significativas.
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7. Contenido de PGE,y actividad de laiNOS en GSM

Luego de evidenciar una disminucion de la secrecion salival por exposicion a HX,
decidimos estudiar la producciéon de PGE, y ON, dos importantes indicadores de la
funcionalidad de la GSM. El incremento de PGE; se ha vinculado experimentalmente con un
descenso en la actividad secretoria glandular (Lomniczi y cols., 2001), mientras que el ON
juega un rol estimulante sobre la secreciones exocrinas (Jyotheeswaran y cols., 2000).

Al analizar el contenido de PGE, en GSM, observamos un aumento significativo de
este mediador sélo en los animales del grupo HCI (Figura 4.12, izquierda). Dado que la
PGE, tiene un efecto inhibitorio sobre de la secreciéon salival, el incremento observado en
este pardmetro podria vincularse con la secrecién salival disminuida significativamente en

este grupo experimental.

Con respecto a la INOS, no se registraron diferencias significativas en ningan grupo
al cabo de 3 meses de exposicién a HX (Figura 4.12, derecha), por lo tanto los niveles de
ON provenientes de esta isoforma enzimatica, no estarian aumentados en ninguno de los

grupos experimentales estudiados.
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Figura 4.12. Contenido de PGE, (izquierda) y actividad de la iNOS (derecha) en GSM de animales
adultos expuestos a HX durante y 3 meses. C: control, HCI: hipoxia cronica intermitente, HCC:

hipoxia crénica continua. Letras distintas indican diferencias significativas.
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8. Caracterizacion mitocondrial y estado REDOX en GSM

Fue de nuestro interés continuar el estudio de las GSM caracterizando el estado
REDOX de dicho 6rgano, ya que uno de los principales mecanismos deletéreos de la
exposicion a HX es el incremento del estrés oxidativo celular. Ademas, teniendo en cuenta
el papel de las mitocondrias como sensores de O, celular, consideramos indispensable su
caracterizacion y evaluacion de su estado bioenergético para dilucidad las implicancias de
la HX a nivel de esta organela celular. Para ello, en primer lugar tuvimos que caracterizar las
mitocondrias de las GSM mediante el consumo de O, y la actividad de los complejos
mitocondriales para luego evaluar el estado de oxidantes/antioxidantes mitocondriales.

A. Consumo de O, mitocondrial

El consumo de O, utilizando malato-glutamato como sustrato fue medido en estado 4
(respiracién en reposo) y en estado 3 (respiracién activa, cuando se da el maximo consumo
fisiolégico de O, y sintesis de ATP, Boveris y cols. 1999). El control respiratorio (CR), el
indicador mas sensible del acoplamiento de la fosforilacion oxidativa, se calcul6 como la

relacion entre estado 3/estado 4.

Se evidencié un mayor consumo de O, en los animales expuestos a HX (p<0,001). Cuando
se utiliz6 malato-glutamato como sustrato del complejo I, el consumo de O, mitocondrial en
HCI aumentd un 25% en estado 4 y un 48% en estado 3, mientras que en HCC el aumento
fue de 62 y 64% respectivamente. Cuando se utilizé succinato, sélo el grupo HCI aument6
significativamente el consumo de O, un 22% en reposo y 21% en respiracion activa. El CR
en estado 3 fue significativamente mayor en los animales expuestos a HX cuando se utilizé
malato-glutamato como sustrato(21% en HCI y 17% en HCC), indicando que las
mitocondrias de estos animales muestran una mejor integridad mitocondrial y funcién
oxidativa (tabla 4.10).
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Consumo de O, mitocondrial

C HCI HCC
Malato-glutamato
Estado 4 5.49+0.36° 6.89+0.58" 8.89+0.49"
Estado 3 35.9+2.4° 53.1+2.6" 58.9+4.7"
CR 6.6 8.0 7.7
Succinato
Estado 4 24.8+2.2° 30.4+1.6° 24.7+0.9°
Estado 3 81.415.7° 98.8+9.0° 90.0+4.5°
CR 3.3 3.3 3.3

Tabla 4.10. Consumo de oxigeno en GSM en C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC:

hipoxia crénica continua. Letras distintas indican diferencias significativas.

Considerando el consumo de O, en estado 3 con concentraciones limitantes de ADP

se estimo el ADP/O, que da cuenta del numero de moléculas de ADP fosforiladas por atomo

de O, consumido (Magnani N y cols 2013). EI ADP/O indica la eficacia de la fosforilacion

oxidativa, ya que relaciona el consumo de O, con la cantidad de ADP utlizada para

sintetizar ATP. Cuando el sustrato fue malato-glutamato, las mitocondrias de los animales

expuestos intermitentemente a HX mostraron un incremento significativo en el ADP/O del

21% comparado con el grupo control (Figura 4.13, izquierda). Cuando se utilizé succinato,

no se encontraron diferencias significativas en el valor de este indicador (Figura 4.13,

derecha).
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ADP/O malato-glutamato
ADP/O succinato

C HCI HCC c HCI HCe

Figura 4.13. ADP/O en GSM en C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica

continua. Letras distintas indican diferencias significativas.

B. Actividad de los complejos mitocondriales

Teniendo en cuenta que los cambios observados en el consumo de O, mitocondrial
pueden deberse a cambios en la actividad de los complejos de la cadena de transporte de
electrones, la actividad de los complejos I, 1l y IV fue analizada. Con respecto a la actividad
del NADH-citocromo ¢ reductasa, que representa la actividad conjunta de los complejos | y
lll, ésta fue 45% mayor en los animales expuestos a HCC (p<0,001, Figura 4.14 A). La
actividad de succinato-citocromo ¢ reductasa (complejos Il y Ill) y de citocromo oxidasa
(complejo IV) permanecieron sin alteraciones durante la exposicion a HX (Figura 4.14 By C)
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Figura 4.14. Actividad de los complejos mitocondriales I-1ll (A), lI-1Il (B) y IV (C) en GSM de C:
control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua. Letras distintas indican

diferencias significativas.
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C. Velocidad de produccién de H,O, mitocondrial

Con el fin de analizar los posibles cambios en el estado redox en mitocondrias y
citosol de las células de las GSM, la produccion de H,O, se evalué usando malato-glutamato
y succinato como sustrato en estado 4. No se encontraron diferencias significativas en la
produccién de esta sustancia en ninguno de los grupos experimentales con ninguno de los

sustratos utilizados (Figura 4.15).
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Velocidad produccion de H 202, nmol H202/min.mg prot GSM

C HCI HCC c HCl HCce

Figura 4.15. Efecto de la HX sobre la velocidad de produccién de H,O, en mitocondrias de GSM. C:

control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia cronica continua.

D. Actividad de la superdxido dismutasa

La SOD es una enzima gue cataliza la descomposicién de O, en O, y H,O,. El O, es
un producto del metabolismo del O, en la cadena respiratoria. Se evalud la actividad de la
SOD mitocondrial, la cual es principalmente Mn-SOD vy la actividad total, que consiste en la
sumatoria de la actividad de la Mn-SOD mitocondrial y la Cu, Zn-SOD citosélica. En la figura
4.16 se observa que no se encontraron diferencias significativas en la actividad de ambas

enzimas de ninguno de los grupos analizados.
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Figura 4.16. Actividad de la SOD mitocondrial y total en GSM de C: control, HCI: hipoxia crénica

intermitente, HCC: hipoxia crénica continua.

E. Especies reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS)

Las TBARS se midieron en GSM entera (a diferencia de los estudios anteriores en
donde sélo se analizaron las distintas variables a nivel mitocondrial). Este indicador de
peroxidacion lipidica fue significativamente mayor en GSM de los dos grupos expuestos a
HX, indicando un efecto deletéreo de dicha condicion ambiental a nivel glandular (figura
4.17).

TBARS , nm/mg GSM
=
Q

0

C HCI HCC
Figura 4.17. Especies reactivas de &cido tiobarbitdrico (TBARS) en GSM de C: control, HCI: hipoxia

cronica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua. Letras distintas indican diferencias significativas.
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9. Niveles de ARNm de AQP-5 en GSM

Los niveles de ARNm de AQP-5 en GSM fueron menores en los animales expuestos
a HCl y HCC con respecto al control (tabla 4.11), por lo que se podria relacionar este

resultado con la menor secrecion salival observada en ambos grupos hipoxicos.

C HCI HCC

Niveles ARNm AQP-5 6,03+1,23° 2,37+0,73° 1,10+0,75"
(UA)

Tabla 4.11. Niveles de ARNm de AQP-5 en GSM de ratas expuestas a HX durante 3 meses. Los
resultados se expresan en unidades arbitrarias (UA) ARNm AQP-5/B-actina. C: control, HCI: hipoxia

crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua

10. Andlisis histolégico de las GSM

A. Histologia de rutina (H&E)

En una primera instancia se realizaron tinciones de rutina (H&E) para obtener una
primera aproximacion de la histoarquitectura glandular. En la figura 4.18 se pueden
observan las microfotografias de los cortes de GSM tefiidos con H&E. No se encontraron
alteraciones en el parénquima glandular de los animales expuestos a HX. Un mayor nimero
de vasos sanguineos fue evidente en ambos grupos hipéxicos, en concordancia con lo
publicado en la literatura (Scott & Gradwell, 1989; Terrizzi y cols., 2014), estando mas
vasodilatados en HCC. Este resultado era esperable y se relaciona con los esfuerzos del
6rgano para mantener la fisiologia del parénquima glandular en condiciones de bajo aporte
de O..
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Figura 4.18. Microfotografias de un preparado de GSM de cada grupo experimental seleccionado al
azar (40X). C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua. Las flechas

sefialan los vasos sanguineos.

B. Inmunohistoquimica de HIF-1a y AQP-5

Luego de analizar las GSM mediante histologia de rutina, determinamos la presencia
de HIF-1a en el tejido glandular mediante inmunohistoquimica (IHQ). Como era esperable,
se evidencio ausencia de coloracion en el grupo C (Figura 4.19 A, izquierda), lo que indica
gque existe escasa activacion de este factor de transcripcion en NX. Las GSM de los
animales expuestos a HX mostraron mayor marcacion de HIF-1a en el citoplasma celular de
los acinos serosos y conductos, con poca 0 ninguna coloracion en los acinos mucosos. Las
glandulas de los animales de HCI mostraron una coloracion irregular (figura 4.19 A, medio).
En cambio, el grupo HCC mostré un marcado aumento de la inmunorreactividad de HIF-1a,
con precipitado uniforme (Figura 4.19 A, derecha). En resumen, sélo la exposicion continua
a HX fue capaz de aumentar la inmunorreactividad de este factor de transcripcion. La

exposicion intermitente no seria tan eficaz como la continua para inducir la activacion de

HIF-1o debido a los mayores tiempos de exposicion a NX.

Figura 4.19. Microfotografias de un preparado de GSM de cada grupo experimental seleccionado al
azar (40X). La coloracidon marrén indica estructuras positivas para HIF-1a. C: control, HCI: hipoxia

cronica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua
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Al analizar la AQP-5 por IHQ, no se encontraron cambios en su localizacion ni
inmunorreactividad en ninguno de los grupos experimentales (Figura 4.20). La localizaciéon
de la AQP-5 fue principalmente en los conductos intercalares y en los acinos mucosos, con

escasa o0 nula reactividad en los acinos serosos.

Figura 4.20. A. Microfotografias de un preparado de GSM de cada grupo experimental seleccionado
al azar (40X). La coloracion marron indica estructuras positivas para AQP-5. C: control, HCI: hipoxia

cronica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua

C. Microscopia electrénica de transmision

La figura 4.21 A muestra fotos de los acinos serosos y mucosos. Se evidencian las
células epiteliales sin alteraciones morfolégicas en C y HCC. En HCI se observaron
numerosos nucleos apoptéticos y menor cantidad de granulos secretorios. Las mitocondrias
de las GSM no mostraron alteraciones estructurales, pero su tamafio fue menor en

comparacion con las de otros tejidos (Figura 4.21 B).

Figura 4.21. A. Microfotografias de un preparado de GSM de cada grupo experimental seleccionado
al azar (7000X). Se observan los acinos mucosos y/o serosos. La flecha indica ndcleo en apoptosis.
C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente, HCC: hipoxia crénica continua. B. mitocondrias acinares
(20000 X).
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Con respecto a la estructura de los conductos intercalares, en los grupos C y HCC se
observa la estructura normal celular. En las células ductales de los animales expuestos a
HCI se evidenciaron nucleos apoptoticos (Figura 4.22 A). Las mitocondrias ductales no
conservaron su morfologia en ninguno de los grupos expuestos a HX, mostrando
irregularidad en las crestas mitocondriales (Figura 4.22 B)

Figura 4.22. A. Microfotografias de un preparado de GSM de cada grupo experimental seleccionado
al azar (5000X). Se observan los conductos intercalares. C: control, HCI: hipoxia crénica intermitente,
HCC: hipoxia crénica continua B. mitocondrias ductales (20000X). Las flecha indica alteracién en las

crestas mitocondriales.
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Objetivo Il

EFECTO DE LA HIPOXIA AMBIENTAL CRONICA SOBRE LOS TEJIDOS DE
SOPORTE DENTARIO EN RATAS ADULTAS SOMETIDAS A PERIODONTITIS
EXPERIMENTAL

En esta serie de experimentos se quiso determinar si la exposicion a HX ambiental
en sus dos modalidades producia efectos adversos sobre los tejidos de soporte dentario
afectados por periodontitis. Para ello se emplearon ratas Wistar hembras adultas a las que
se les indujo periodontitis experimental (PE), durante las Ultimas 2 semanas de exposicién a
HX, quedando conformados tres grupos (CPE, HCIPE y HCCPE). Se corroboraron los
efectos de la PE comparando con un grupo C “puro”, asegurandonos de esta forma que la
ligadura haya generado correctamente el desarrollo de la P en los animales (generacion de
pérdida 6sea cortical e interradicular, aumento de la altura del ligamento periodontal). Como
fuera mencionado en materiales y métodos, no se mostraran los resultados
correspondientes a la comparacién con los grupos controles por haber sido la misma
ampliamente expuesta en la literatura (Vacas Ml y cols., 2008, Prestifilippo JP y cols., 2012
& 2016, Terrizzi AR y cols., 2013) y porque exceden los objetivos de este trabajo de tesis.

1. Peso corporal, glandular y hematocrito

El peso corporal de los animales con PE expuestos a HX fue menor que en los animales
CPE al finalizar el periodo experimental (Tabla 4.12). Esto constituye una diferencia con
respecto a los animales adultos expuestos a HX pero sin PE, en donde el peso no se modificé
a lo largo del periodo experimental (objetivo II). Creemos que la colocacion de la ligadura y el
desarrollo de PE se suman a la exposicion a HX como factor estresante para el animal,
ejerciendo un efecto negativo en su alimentacion (Ito K y cols., 2001). El peso de las GSM no
se modificé en ninguno de los grupos hipoxicos con respecto al CPE. El hematocrito aumenté
significativamente en los animales expuestos a HX como fue previamente observado en las

distintas experiencias de este trabajo de tesis, corroborando el efecto de la HX en los animales.

84



Resultados

CPE

HCIPE

HCCPE

Peso corporal () 336.16+28.14%

288.50+13.48°

294.66+16.07°

Peso GSM (mg) 195.32+36.742

192.64+33.60°

205.17+15.81°

Peso GSM/peso 0.58+0.11°% 0.65+0.13% 0.67+0.03°
corporal (mg/g)
Hematocrito % 46.83+0.98°% 59.5+3.26° 62.7+3.03°

Tabla 4.12. Peso corporal, glandular y hematocrito de ratas CPE (control con periodontitis experimental),

HCIPE (hipoxia crénica intermitente con periodontitis experimental), HCCPE (hipoxia crénica continua

con periodontitis experimental). Letras distintas indican diferencias significativas.

2. Analisis morfométrico macroscoépico del hueso alveolar

La pérdida 6sea alveolar cortical se evalué por el método de la distancia, Tanto a

nivel vestibular como lingual, la exposicion a HX incrementé la pérdida 6sea inducida por la

PE (Figura 4.23 A). Es probable que al estar el hueso alveolar debilitado por efecto de la PE,

la HX agrave la pérdida 6sea a nivel vestibular, hecho no observable en los animales sin PE

(objetivos | y II). En la figura 4.23 B pueden observarse fotografias seleccionadas al azar de

1 animal de cada grupo.
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LAC

CA

CPE HCIPE HCCPE

Figura 4.23. A. Pérdida ésea alveolar expresada en mm de la cortical vestibular y lingual del primer
molar inferior.Letras distntas indican diferencias significativas. B. Fotografias de la cortical lingual del
primer molar inferior de un animal seleccionado al azar. CPE: control con periodontitis, HCIPE:
hipoxia crénica intermitente con periodontits, HCCPE: hipoxia crénica continua con periodontits. LAC:

limite amelocementario, CA: cresta alveolar

3. Andlisis histomorfométrico del espacio interradicular

Para evaluar el espacio interradicular, solo se tuvo en cuenta el VO/VT, ya que al
existir pérdida 6sea por PE, el VO parcial/VT fue imposible de calcular. La exposicién a HX
no produjo alteraciones Oseas adicionales a la resorciéon inducida por PE. El ligamento
periodontal, si bien mostré6 incrementada su altura debido a la PE, tampoco sufrio
alteraciones significativas estadisticamente por efecto de la HX (figura 4.24 A). Estos
resultados nos sugieren que los efectos de la HX quedarian “solapados” o enmascarados
ante una agresion de la indole de la PE, que causa una gran destruccion 6sea a nivel

interradicular (figura 4.24 B).
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Figura 4.24. A. Pérdida 6sea interradicular (expresada como VO/VT) y altura del ligamento
periodontal de animales adultos con PE expuestos a HX . B. Microfotografias del espacio
interradicular del primer molar inferior de un animal seleccionado al azar (10 X). CPE: control con
periodontitis, HCIPE: hipoxia cronica intermitente con periodontits, HCCPE: hipoxia crdnica continua

con periodontits.

4. Contenido de PGE,y actividad de laiNOS en tejido gingival

Al evaluar el contenido de PGE, encontramos valores significativamente mayores en
la encia de animales expuestos a HCl y HCC sometidos a PE. Este resultado indica que la
exposicion a HX ambiental podria exacerbar los niveles de este mediador inflamatorio
esencial durante la patogénesis de la enfermedad periodontal. El contenido de PGE, fue
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mayor en HCC que en HCI. Sin embargo, la actividad de la enzima iNOS en el tejido gingival
no mostro diferencias significativas entre los grupos (Figura 4.25 A).

Cabe aclarar que tanto los valores de PGE, como de iNOS en encia de animales con
PE fueron mayores que en sus correspondientes controles puros, corroborando asi la

efectividad de la induccién de la P experimental (dato no mostrado).
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Figura 4.25. Efecto de la HX sobre el contenido de PGE; y actividad de la INOS en encia de animales
adultos sometidos a PE. CPE: control con periodontitis, HCIPE: hipoxia crénica intermitente con
periodontits, HCCPE: hipoxia cronica continua con periodontits. Letras distintas indican diferencias
significativas.

5. Secrecion salival estimulada

Al igual que para el objetivo Il, se evalud la secrecién salival mediante la estimulaciéon
con pilocarpina en 3 tiempos experimentales. En el primer intervalo (0-30 minutos) se
evidencio una disminucion de la secrecion salival en ambos grupos hipoxicos con respecto
al CPE. El volumen de saliva en HCIPE disminuy6é aproximadamente un 15% y el de
HCCPE un 40% comparado con CPE (p<0,05 y 0,001 respectivamente). En el periodo 30-60
minutos, se mantuvo el mismo patron de salivacion, es decir, menor en los dos grupos
expuestos a HX (17% menos de secrecion salival en HX intermitente y 40% en continua). Al

concluir el periodo experimental (60-90 minutos), el grupo HCIPE no mostr6é diferencias
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significativas en el volumen salival con respecto al CPE, mientras que el HCCPE presenté
una secrecion salival menor (p<0,05) (Figura 4.26) Este experimento indica que la
exposicion a HX afecta la secrecion salival en animales sometidos a PE. Ademas sugiere
que la exposicion a HCC alteraria mas a las GSM que la exposicion intermitente en
animales sometidos a PE, a diferencia de lo establecido para el objetivo Il cuando se estudi6
la secrecion salival estimulada en animales adultos sin PE. Cabe destacar que en todos los
experimentos realizados la secrecion salival de animales con PE fue menor que los sin PE

(dato no mostrado).
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Figura 4.26. Efecto de la HX en la respuesta saliva estimulada por pilocarpina en CPE: control con
periodontitis, HCIPE: hipoxia cronica intermitente con periodontitis, HCCPE: hipoxia crénica continua

con periodontitis. Letras distintas indican diferencias significativas.

6. Contenido de PGE,y actividad de laiNOS en GSM

Al encontrarse alterada la funcion secretora glandular, se quiso analizar el contenido
de PGE, y la actividad de la iINOS de igual manera que fuera detallado para el objetivo Il, por

ser éstos dos indicadores de la funcionalidad de las GSM.
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En el primer caso, el contenido de PGE,; se encontr6 aumentado significativamente
en el grupo HCCPE, sugiriendo este incremento una correlacion con el descenso de la
actividad secretora mencionado anteriormente (figura 4.27, izquierda).

Con respecto a la actividad de la iINOS, la exposicion a HX no modificé la actividad
de dicha enzima en la GSM de los animales previamente sometidos a PE (figura 4.27,
derecha). Esto sugiere que la disminucién de la funcionalidad no se deberia a un proceso

inflamatorio a nivel glandular.
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Figura 4.27. Efecto de la HX sobre el contenido de PGE y actividad de la INOS en GSM de animales
adultos sometidos a PE. CPE: control con periodontitis, HCIPE: hipoxia crénica intermitente con
periodontits, HCCPE: hipoxia crénica continua con periodontits. Letras distintas indican diferencias
significativas.

7. Analisis histolégico de la GSM

A. Histologia de rutina

La figura 4.28 muestra una foto seleccionada al azar de cada grupo experimental. No
se observaron alteraciones arquitectonicas en el parénquima ni estroma glandular, en

coincidencia con las experiencias de los capitulos anteriores.
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Figura 4.28. Microfotografias de un preparado de GSM de cada grupo experimental seleccionado al

azar (40X).

B. Microscopia electrénica de transmision

Se puede observar una foto seleccionada al azar de las GSM de cada grupo
experimental observada mediante el microscopio electronico de transmision (figura 4.29). En
la misma, se evidencia un aumento del area y perimetro de la unién intercelular,
especialmente entre la zona basal del acino y el tejido conectivo circundante (flechas) Estas
dilataciones fueron mayores en el grupo HCCPE que HCIPE con respecto a CPE. Cabe

aclarar que las mismas no estaban presentes en animales sin PE.
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Figura 4.29. A. Efecto de la HX sobre el area y perimetro de la unién intercelular periacinar de GSM
de ratas sometidas a PE. B. Microfotografias de un preparado de GSM de cada grupo experimental
seleccionado al azar (20000X). Se observa una porcion acinar rodeada de tejido conectivo. Las

flechas muestran espacio intercelular dilatado.
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5. Discusion

En este trabajo de tesis abordamos el estudio del efecto de la hipoxia ambiental
cronica sobre los tejidos de soporte dentario y las GSM de ratas, tanto en crecimiento como
adultas. Los resultados obtenidos indican que la exposicion a HX produce efectos deletéreos
en los tejidos de soporte dentario de ratas hembra, tanto a nivel del hueso mandibular como
alveolar. La magnitud de los dafios observados depende tanto del tiempo como del tipo de
exposicion (continua o intermitente), del estadio de vida del animal y de la existencia o no
de enfermedad periodontal.

[. Objetivo | Efecto de la hipoxia ambiental cronica sobre los tejidos de

soporte dentario en animales en crecimiento

En primer lugar se discuten los resultados referentes al objetivo I, en el que se
trabajé exclusivamente con animales desde el destete con el objetivo de evaluar el efecto de
la exposicion intermitente o continua a la HX sobre el hueso en crecimiento. El peso corporal
y mandibular de los animales se vio negativamente afectado por la exposicion a HX, asi
como también la longitud corporal. Los dos tipos de exposicién indujeron disminucion de los
parametros analizados, sugiriendo que no existirian diferencias entre la exposicion a HCl y a
HCC en cuanto al crecimiento longitudinal. Varios autores han publicado resultados en
donde se establece el rol perjudicial de la HX sobre el crecimiento corporal y el desarrollo
psicomotor, tanto en humanos como en animales (Pawson 1976; Bozzini CE y cols., 2005).
Esto se deberia a multiples factores, tales como la menor ingesta de alimento durante el
tiempo de duracion de la exposicion a HX (Bozzini CE y cols., 2005), la alteracién de la
osificacion endocondral de los huesos largos (Conti Ml y cols., 2012) y a una menor masa
O0sea como respuesta adaptativa para un menor consumo de O, corporal (Lezén CE y cols.,
2016).

Con respecto al hematocrito, ambos grupos hipdxicos mostraron un aumento de este
valor en comparacion con el grupo C. Este resultado era esperable, ya que durante la
exposicion a hipoxia, la médula 6sea aumenta el nimero de glébulos rojos para hacer frente
a los niveles disminuidos de O,, con el fin de mantener un adecuado aporte del gas a los
tejidos.

Hasta el momento, no existen reportes en la bibliografia que analicen los efectos de
la exposicion intermitente o continua a una altura simulada de 4000 msnm en forma

simultdnea sobre la biomecanica mandibular. Ha sido ampliamente estudiado el efecto de la
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exposicion a HX sobre la biomecénica femoral de la rata en distintas etapas de la vida
postnatal. Estudios previos de otros autores han demostrado que la exposicién continua a
5400 metros de altura simulada dafia significativamente la biomecanica femoral de ratas en
crecimiento, con disminucion del contenido de calcio 6seo (Bozzini CE y cols., 2005, Bozzini
C y cols., 2009). Ademas, la exposicién intermitente a dicha altura también induce cambios
negativos a nivel femoral en ratas en crecimiento, disminuyendo significativamente la
capacidad del hueso de soportar cargas (Conti Ml y cols, 2012). También se han reportado
efectos deletéreos de la HX sobre el crecimiento y la biomecanica mandibular (Martinez MP
y cols., 2011, Conti Ml y cols., 2012a, Hosomichi J y cols., 2017), pero los estudios
publicados evaluaron dichas propiedades en huesos de animales sometidos a mas de 5000
msnm, altura superior a la que se encuentran las poblaciones humanas con mayor nimero
de habitantes que habitan en la altura (Environmental Archives, 2013). En este trabajo de
tesis, evaluamos las propiedades biomecéanicas de la mandibula de ratas al destete en
condiciones de hipoxia intermitente y continua. En primer lugar, al analizar las propiedades
estructurales del hueso entero, evidenciamos que la exposicién a HX afect6 negativamente
las propiedades estructurales, conduciendo a una menor capacidad del hueso mandibular a
soportar cargas. Dichas propiedades se vieron mas afectadas en HCI que en HCC,
probablemente por una mayor dificultad para el hueso mandibular expuesto
intermitentemente para lograr la aclimatacién al medio hipdéxico. Para entender el porqué de
la disminucién de las propiedades estructurales hay que tener en cuenta las caracteristicas
del material 6seo (propiedades materiales) y su distribucién en el espacio (propiedades
geométricas). Los valores inferiores del médulo de Young (E) en HCI y del estrés elastico en
el punto de cesiobn en ambos grupos hipéxicos sugieren alteraciones a nivel del tejido,
independientes de la forma del hueso, que serian mejor compensados cuando el animal es
expuesto continuamente a HX. Al analizar las propiedades geométricas, hay que tener en
cuenta que el hueso intenta acomodar su geometria para adaptarse a las condiciones
biomecéanicas desfavorables. Es sabido que el fémur sufre una periferilizacién de su cortical
para aumentar la resistencia a la fractura durante la exposicion a HX (Wainwright SA y cols.,
1980, Ferretti JL y cols., 1997). En nuestros estudios, la menor area cortical y el menor 1z de
los grupos hipéxicos con respecto al C indicarian un intento del hueso mandibular para
acomodar su geometria en afan de resistir de mejor manera las fuerzas masticatorias, pero
sin lograrlo eficazmente. Segun lo antedicho, la disminucion de las propiedades
biomecénicas mandibulares pareceria ser mayor durante la exposicion intermitente a HX.
Dado que las demandas biomecénicas del hueso en ambos grupos son similares (entre
otras, las fuerzas masticatorias del animal y el acto de roer) podria descartarse al estimulo
biomecanico como causante del disefio 6seo diferencial entre los grupos HCI y HCC.

Tampoco se deberia a que el hueso en HCI es de un menor tamafio que en HCC, ya que el
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peso de la hemimandibula de ambos grupos no mostré diferencias significativas. Sabiendo
que el hueso responde a necesidades endécrino-metabdlicas para mantener el metabolismo
mineral, es esperable que en el animal en crecimiento sometido al ambiente hipoxico, el
tejido 6seo deba responder a dichas demandas sistémicas y pueda ver alterado su disefio.
El hecho de que se observen mayores alteraciones en las propiedades biomecanicas del
hueso mandibular bajo condiciones de hipoxia intermitente podria responder a que en el
caso de la exposicion continua, el organismo (y por lo tanto el tejido 6seo) tendria la
posibilidad de adaptarse al entorno hipoxico, mediante mecanismos que intenten corregir las

alteraciones materiales del mismo.

Con respecto al hueso alveolar, es sabido que a lo largo de la vida de la rata,
especialmente durante los primeros 100 dias, tienen lugar procesos de remodelacion que
afectan la relacion entre los molares y el margen alveolar (Hoffman MM & Schour [, 1940,
Garcia MF y cols., 2009). En las experiencias con animales en crecimiento, la exposicion a
HX incrementd la pérdida 6sea cortical lingual medida como distancia entre LAC-CA, sin
tener efectos a nivel vestibular. Esto podria deberse a la delgadez de la cortical lingual que
se ve mas afectada por el trauma masticatorio y por la tendencia a la resorcion centrifuga en
el sector posterior de la mandibula (Weijs WA, 1975). Ademas, la inclinacion lingual de las
piezas dentarias determina que las fuerzas de la mordida repercutan mayormente sobre el
apice de las piezas y la tabla lingual mas que en la vestibular. Esta pérdida 6sea no estaria
asociada a microorganismos de la placa bacteriana o sustancias derivadas de ellos, ya que
la pérdida de hueso alveolar se observa también en ratones libres de gérmenes (Baer PN y
Newton WL, 1959). De hecho, en condiciones normales la rata es resistente a las
enfermedades periodontales a diferencia de los seres humanos, aunque se puede inducir
como establecimos para el objetivo Ill. Cabe mencionar ademas, que en los roedores existe
una correlacién entre el avance de la edad y la pérdida ésea, atribuyéndose la misma a un
desbalance entre los mecanismos de reabsorcién y neoformacién éseos (Misawa y cols,
2007). Ademas, la tasa de erupcién es mayor que la tasa de aposicion 6sea en la cresta
alveolar, por lo que la distancia LAC-CA aumenta en funcién del tiempo (Belting y cols
1953). Si bien al envejecer los animales aumenta la pérdida 6sea, la comparacion entre el C
y los grupos hipoxicos indica una mayor pérdida 6sea debida a la exposicion a HX. A nivel
histologico, el hueso trabecular interradicular también sufri6 alteraciones durante la
exposicion a HX. En ambos casos, se produjo una disminucién significativa del volumen
0seo trabecular (VO/VT) y del volumen éseo parcial (VO parcial/VT), sin evidencia del
desarrollo de un proceso inflamatorio. En HCC se observé ademas, un incremento en la
altura del ligamento periodontal, lo cual podria deberse a una remodelacién del espacio

periodontal por efecto del trauma masticatorio. Dada la ausencia de signos compatibles con
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una respuesta inflamatoria, consideramos que la resorcion 6sea observada en este modelo
experimental podria deberse a una expansion de la médula 6sea en un intento de los
animales de aclimatarse al ambiente hipéxico. Es sabido que en el hueso mandibular,
aunque es de un origen embrionario diferente a los hueso largos, se encuentran células
hematopoyéticas que podrian dar origen a los glébulos rojos en caso de necesidad
fisiologica (Jiang N y cols., 2016). Ademaés, el hecho de que la exposicion crénica a HX
aumente la actividad osteoclastica de osteoclastos maduros mediante activacion de HIF-1a
(Knowles HJ, 2015), sugeriria que la HX per se estimularia la resorcién, sin necesidad de

evocar una respuesta inflamatoria.

Para establecer el vinculo entre la pérdida 6sea observada y la exposicion a HX, se
analizaron diversos mediadores inflamatorios involucrados en la resorcion 6sea que se
produce durante el desarrollo de la periodontitis (P). En primer lugar, se evalu6 el contenido
de PGE; y la actividad de la INOS en encia del primer molar inferior, ya que existe evidencia
experimental que relaciona a la PGE, y al ON como mediadores de la resorciéon 6sea (Kats y
cols., 2013, Herrera BS y cols., 2011, Brennan PA y cols., 2013). En nuestro modelo
experimental de ratas en crecimiento, los niveles de PGE, en el tejido gingival no se
modificaron durante la exposicion a HX. Algunos autores han reportado menores niveles de
PGE, durante exposiciones a HX de larga duracién (Zaho L y cols., 2012), lo que podria
explicar en parte este resultado. Ademas, existen reportes en la bibliografia que establecen
un efecto inhibitorio del ON sobre la COX-2, enzima responsable de la regulacion de la
cascada biosintética de las prostaglandinas (Diaz-Cazorla y cols., 1999; Mollace V, y coals.,
2005). Se podria suponer, que en el tejido gingival existe un aumento del ON, dado que se
evidencié una mayor actividad de la iINOS en dicho tejido. Esta enzima es inducida
principalmente durante la inflamacion, pero es sabido que la exposicion crénica a HX
también incrementa su actividad (Jung F y cols., 2000). Por lo tanto, como no se ve un
componente inflamatorio en el ligamento periodontal ni en el espacio interradicular, el
aumento de la actividad de la INOS podria considerarse parte de un evento de aclimataciéon
de los tejidos orales a la HX.

Al evaluar estos mediadores en GSM, se observé el mismo patron que en el tejido
gingival. Dado que en la glandula no se evidenciaron signos de respuesta inflamatoria
durante la inspeccion microscépica, puede descartarse la mayor actividad de la enzima
como parte de la induccién de la respuesta inmune innata. Creemos que la exposicién a HX
fue la desencadenante de la mayor actividad de esta enzima para contrarrestar los bajos

niveles de O, mediante una mayor produccién de ON.
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[I. Objetivo Efecto de la hipoxia crénica ambiental sobre los tejidos de
soporte dentario y la GSM de ratas adultas

En una segunda etapa de experimentos, se evalud el efecto de la exposicién a HX en
animales adultos, con el fin de independizarse de la variable “crecimiento”’. Ademas, el
hecho de utilizar animales adultos permite extrapolar los resultados obtenidos a los
individuos que se trasladan a zonas de gran altitud para trabajar, quienes constituyen una
poblacion adulta. En este grupo de experiencias se utilizaron dos tiempos experimentales: 1
mes y 3 meses, con el objetivo de identificar el tiempo Optimo de exposicion para notar

cambios a nivel 6seo.

En primer lugar, al analizar el peso corporal y glandular de los animales tanto a 1
mes como a 3 meses, se evidenci6 que la exposicibn a hipoxia no modificé
significativamente ninguno de los dos pardmetros mencionados. Este resultado coincide con
otro publicado por Costa LE y cols., 1979, en el cual se reportd que la exposicion a HX no
modifico el crecimiento ni el peso de ratas hembras adultas expuesta s a 4700 msnm, pero
si el de los machos. Esta mayor resistencia a la HX en hembras se atribuy6 a la presencia
de estrdgenos, por lo que consideramos que esta puede ser una de las causas por la que no
encontramos diferencia en peso y talla. Ademas, las ratas adultas no modificaron sus
habitos alimentarios cuando fueron expuestas a HX, de modo que el consumo de alimento
no se vio alterado (media de 6,26 *1.11 g/100 g de rata por grupo experimental),

descartando de este modo la influencia de la HX en la alimentacion.

Luego de 1 mes de exposicion a HX, sélo el grupo HCC vio aumentado su
hematocrito, siendo este tiempo experimental insuficiente para inducir policitemia en HCI. A
los 3 meses, el hematocrito aumenté significativamente en ambos grupos hipéxicos,
indicando un aumento en la eritropoyesis, mayor en HCC que en HCI. Este resultado era
esperable, ya que los animales del grupo HCI pasan mas tiempo en normoxia, no siendo
necesario un aumento de la volemia globular de la misma magnitud de aquellos que estan

continuamente en HX.

Al analizar las propiedades biomecanicas mandibulares en los animales adultos, no
se encontraron diferencias significativas en las propiedades estructurales ni geométricas en
ninguno de los grupos experimentales, ni a 1 ni a 3 meses de exposicion a HX. Es probable
gue los animales adultos, al haber completado su crecimiento, no sufran los mismos efectos

de la hipoxia que se observaron en animales en crecimiento y que fueron descriptos en el
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objetivo I. Estos resultados estan en concordancia con los publicados por Bozzini C y cols.,
2013, quienes sometieron a ratas en crecimiento a distintas alturas experimentales y sélo
obtuvieron cambios en las propiedades biomecanicas femorales cuando la talla de los
animales diferia, ya que los mismos presentaban una menor masa 6sea. So6lo se encontro
disminuido el E en HCI y HCC al cabo de 3 meses, sugiriendo que la rigidez del material
0seo se encuentra alterada. De todas maneras, la alteracion de solo este factor no fue

determinante para provocar un aumento del riesgo de fractura mandibular.

Durante la evaluacion macroscopica del hueso alveolar cortical mediante el método
de la distancia, se encontré que la tabla lingual de los animales expuestos durante 3 meses
a HX sufrié resorcién 6sea, siendo mayor en HCI que en HCC. La tabla vestibular no sufrié
alteraciones, como fuera explicado durante el desarrollo del objetivo I. Con respecto a la
pérdida 6sea interradicular, se encontr6 un VO/VT disminuido solamente en el grupo HCI
expuesto durante 3 meses. Este resultado sugiere que 1 mes de exposicion a HX no es
suficiente para generar cambios a nivel 6seo interradicular y que luego de 3 meses, los
animales sometidos a exposicion continua parecerian lograr mecanismos adaptativos que
les permiten hacer frente al ambiente hipoxico. Al igual que en los animales en crecimiento,
la pérdida 6sea observada pareceria deberse a un aumento de la cavidad medular. Este
hallazgo sugiere que la HX induce una respuesta de la médula ésea en la mandibula, ya sea
para aumentar el numero de glébulos rojos o para hacer frente a la resorcion 6sea. Dado el
diferente origen embriolégico, y la funcién de cada tipo de hueso, la mandibula presenta
respuestas discretas frente a estimulos mecanicos, de desarrollo y homeostéticos, en
comparacion con la tibia o el fémur (Sodek J & McKee MD, 2000). Un ejemplo de esto es la
mayor capacidad osteogénica mandibular comparada con la de huesos largos (Aghaloo TL y
cols., 2010). La HX es una condicion que induce la movilizacibn de células madre
hematopoyéticas y mesenquimales de la médula 6ésea en huesos largos (Takubo K y cols.,
2010), pero podemos suponer que también lo hace en la mandibula cuando la intensidad o
duracién de la exposicion asi lo exigen. En relacion a la mayor pérdida 6sea interradicular
del grupo HCI con respecto a HCC, ésta podria ser explicada debido a la mayor tasa de
resorcién/neoformacién en HCI durante los periodos normoxicos a los que estdn sometidas
las ratas de dicho grupo, los cuales impedirian la osteogénesis mandibular (Inagake Y vy
cols., 2017). En el grupo HCC esto no ocurria, dado el rol osteogénico del HIF-1a mediante
la induccién de citoquinas pro-angiogénicas, tales como el VEGF, mejorando de esta
manera el balance entre neoformacion/resorcion 6sea (Knowles HJ, 2015). Si bien no
hemos analizado la expresion de este factor de transcripcion en las células de la médula
O0sea mandibular, es muy probable que exista una mayor expresion de HIF-1 a en respuesta

a HCC, tal como se observé en la GSM. El aumento de CTXI| en suero de animales
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expuestos a HCI en comparacion con C y HCC también nos conduce a pensar que existe
una resorcion 6sea a nivel general, no solo mandibular, que podria deberse a la incapacidad
del organismo de adaptarse eficazmente a HCI. Ademas, es necesario relacionar la mayor
pérdida 6sea observada en HCI con la hiposalivacion presente en este grupo. Si bien HCC
también vio afectada negativamente su tasa de secrecion, la disminucion fue de alrededor
del 50%, comparada con el 95% en HCI. Los menores niveles de saliva llevarian a una
menor efectividad en el proceso masticatorio, dificultando la masticacién, lubricacién y
deglucion del alimento en el animal. De este modo, se generaria un incremento de las
cargas aplicadas sobre los molares de la rata con mayor atricién, abrasion y/o erosion (Addy

M & Shellis RP, 2006) que modificarian los parametros morfoldgicos del area alveolar.

La PGE; es uno de los eicosanoides mas vinculados con la inflamacién periodontal,
ya que estimula la resorcion 6sea llevando a la pérdida de insercion dental (Ossola CA 'y
cols., 2012). Al cabo de un mes de exposicion a HX, los niveles de PGE, en encia no
sufrieron modificaciones en ninguno de los grupos experimentales estudiados con respecto
al control. Al cabo de 3 meses, la exposicion intermitente a HX elevo los niveles de este
mediador inflamatorio, no viéndose este efecto en animales expuestos continuamente a HX.
Si bien la PGE; se asocia con inflamacién periodontal, no se evidenci6 infiltracién linfocitaria
en la encia de ninguno de los grupos utilizados para este trabajo. Es por eso que creemos
que, si bien existe un aumento del contenido de PGE, en la encia de los animales
expuestos a HCI, el mismo no seria consecuencia de una respuesta inflamatoria en dicho
grupo. En este trabajo se analiz6 ademas la actividad de la iINOS, enzima que cataliza la
conversion de arginina en ON, molécula ampliamente distribuida en el organismo con
diversos efectos que dependen del tejido en el que se encuentre. En el periodonto, si bien la
presencia de ON puede relacionarse con mecanismos de defensa innata, su exceso ha sido
vinculado a destruccion periodontal y numerosos articulos de la literatura han reportado su
aumento en casos de periodontitis (UgarCankal D & Ozmeric N, 2006). Sin embargo, no se
observaron diferencias significativas en la actividad de esta enzima en tejido gingival de HCI,
grupo en el que se evidencio pérdida dsea, pero si en HCC, donde incrementd su actividad.
Al no observar infiltrado inflamatorio en los tejidos gingival y periodontal, se puede suponer
que la INOS no esta siendo inducida como producto de la repuesta inflamatoria en estos
animales y podria deberse a una activacion como producto de la exposicion a HX. Ademas,
el aumento del contenido de PGE, en encia del grupo HCI podria estar ejerciendo un efecto
inhibidor sobre la actividad de la iINOS en este grupo. Dado que el balance
resorcién/neoformacién depende de una gran cantidad de mediadores, seria necesaria la

evaluacion de un mayor numero de moléculas clave para dicho proceso, con el fin de llegar
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a una conclusién sobre qué factores estdn implicados en la resorcién désea alveolar en

nuestro modelo experimental.

En este trabajo de tesis se ha demostrado que la exposicion a una altura simulada de
4200 metros sobre el nivel del mar disminuye la secrecion salival total, especialmente
cuando la exposicion a HX se da en forma intermitente. Otros autores han reportado un
menor flujo salival en animales o humanos sometidos a HX (Pilardeau P y cols., 1990;
Elverdin JC y cols., 1995), pero ninguno de ellos fue desarrollado en alturas en donde
habitualmente se desarrolla la vida humana. Para entender los mecanismos asociados a la
disminucion del flujo salival, muchos factores deben ser analizados. En primer lugar, hay
gue descartar diferencias anatdmicas entre las GSM de los animales para eliminar la
influencia nutricional en los resultados. En los animales adultos elegidos para estudiar la
secrecion salival como parametro de funcion glandular, no se observaron diferencias
significativas en el peso corporal ni glandular entre ninguno de los grupos analizados. Esto
se relaciona con el hecho de que los animales adultos de nuestro modelo experimental no
disminuyeron su ingesta alimentaria durante la exposicion a HX, permitiendo un similar
crecimiento y desarrollo en los distintos grupos. Este hecho no sucede en animales al
destete, donde se observa un efecto anorexigeno de la HX, con la consecuente alteracion
del crecimiento corporal y por lo tanto, glandular (Norese MF y cols., 2002). Cuando se
analizaron las caracteristicas histoarquitectonicas del tejido glandular, no se encontraron
alteraciones en el parénquima de las GSM en ninguna de las experiencias llevadas a cabo
en el presente trabajo de tesis. Tanto los acinos como los conductos mostraron una
estructura histol6gica normal cuando se los analiz6 mediante H&E. A nivel del estroma, se
observé un aumento en el nimero de vasos sanguineos en ambos grupos hipoéxicos, con
evidente vasodilatacion en HCC. Este hecho fue previamente reportado por Scott J &
Gradwell E, 1985 quienes asociaron este cambio histolégico con un mecanismo adaptativo
de la glandula para hacer frente a las bajas concentraciones de O,. Otros autores han
analizado a las GSM bajo el microscopio 6ptico en diferentes modelos animales donde la
secrecion salival se encontraba disminuida, pero ninguno de ellos encontré alteraciones
parenquimatosas en dicho 6rgano (Ossola CA vy cols., 2016; Prestifilippo JP y cols., 2016)
Sin embargo, puede esperarse la presencia de alteraciones ultraestructurales que no
pueden ser visualizadas mediante técnicas histoldgicas de rutina, las cuales podrian estar
asociadas con la hiposalivacion observada en este modelo experimental. Los estudios de
microscopia electrénica revelaron la presencia de granulos secretorios irregulares en acinos
y nucleos apoptéticos en acinos y conductos intercalares de GSM del grupo HCI. Este
resultado podria estar indicando que la exposicion continua a HX seria mas beneficiosa para

la célula en términos de adaptacion a bajos niveles de O,, pero no es suficiente para
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explicar completamente la disminucion de la secrecion en ambos grupos hipoxicos. Un
menor numero de granulos secretorios se traduciria en una saliva de peor calidad, pero no
necesariamente en un flujo salival menor. Por lo tanto, se decidié analizar la localizaciéon de
AQP-5, una molécula crucial para el mecanismo de secrecion salival (Delporte C y cols.,
2016). En condiciones de reposo, las glandulas mantienen una secrecion basal, mientras
que bajo estimulacion existe un aumento de la misma debido a la inervacién autonémica. El
SNA parasimpatico induce translocacion de la AQP-5 desde vesiculas intracelulares hacia la
membrana apical, donde le permite cumplir su funcion como canal de agua (Ishikawa Y y
cols., 2006). El grado de expresion de la AQP-5 o bien su localizacion celular, pueden
encontrarse alteradas en numerosas condiciones fisiopatolégicas, tales como sindrome de
Sjogren, terapia radiante, diabetes y senescencia (DelporteC y cols., 2016), todas éstas,
asociadas con una menor secrecion salival. Ademas, se ha reportado que en condiciones de
HX, las AQPs pueden encontrarse en mayor nimero en diversos érganos, lo que incrementa
el flujo de agua (Sugimoto N y cols., 2013). En este trabajo no encontramos diferencias
significativas en cuanto a la localizacion o inmunorreactividad de la AQP-5 en ninguno de los
grupos analizados mediante IHQ. Sin embargo, si encontramos disminuidos los niveles de
ARNmM de AQP-5 en GSM de animales hipoéxicos, sugiriendo que podria existir una menor
expresion de esta molécula en dicho 6rgano, lo que explicaria, al menos en parte el menor
volumen de saliva en estos grupos experimentales. Durante la exposicién a HX, el SNA
simpdtico es el responsable de coordinar las respuestas del organismo debido al estrés que
representa esta condicion ambiental (Hainsworth R y cols., 2007). La expresion de AQP-5,
como se estableci6 anteriormente, sucede bajo estimulos colinérgicos parasimpéticos, por lo
que una activacion simpatica exacerbada en respuesta a la HX podria explicar la

disminucion de expresion de dicha molécula.

Otras alteraciones moleculares deben ser tenidas en cuenta a la hora de analizar la
disminucion de la secrecion salival. De hecho, una mayor concentraciéon de PGE, ha sido
asociada con menores volimenes de saliva (Ossola CA y cols., 2016; Amer MA y coals.,
2011). En este trabajo, hemos encontrado un aumento significativo del contenido de PGE,
en la GSM de animales expuestos a HCIl. Ya que el aumento de este eicosanoide actia
como un estimulo inhibitorio para la secrecién salival, es posible que su aumento en el grupo
expuesto intermitentemente a HX explique, al menos en parte, la disminucién de la
salivacion observada. Las diferencias en la concentracion de PGE, podrian deberse a una
expresion diferencial de la COX-2. Si bien la HX aumenta la expresion de dicha enzima, es
sabido que periodos mas prolongados de exposicién a HX disminuyen su concentracion (Li
RC y cols., 2003). Es por eso que la exposicion ciclica a HX que se da en HCI mantendria la

expresion de COX-2 mas estable en el tiempo, llevando a una mayor concentracion de PGE,
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en la GSM. Otra molécula imprescindible para el correcto funcionamiento glandular es el
ON. Las GSM contienen los 3 tipos de NOS (endotelial, neural e inducible), las cuales
sintetizan esta molécula relacionada con el control del flujo sanguineo glandular, entre otras
funciones (Soinilia J y cols., 2006). A partir del analisis de la actividad de la INOS en GSM
no se observaron diferencias significativas en la actividad de esta enzima con respecto al
control, al cabo de 3 meses de exposicion a HX. La presencia de iINOS esta usualmente
relacionada con el desarrollo de la respuesta inmune en los tejidos, hecho que no fue
observado en la GSM de animales expuestos a hipoxia en ninguna de las experiencias de
este trabajo de tesis. Ademas, numerosos estudios reportados en la literatura relatan
cambios en la actividad de esta enzima ante agresiones directas a las GSM (Correia P y
cols., 2010), que no es el caso del presente modelo experimental. Otras isoformas de esta
enzima podrian estar incrementadas, especialmente la eNOS (origen endotelial), debido a la

mayor angiogénesis que experimentan los tejidos bajo condiciones de hipoxia ambiental.

Para continuar el analisis de la hiposalivacion observada durante la exposicion a HX,
se evalud la localizaciéon del HIF-1la en GSM mediante IHQ. Este factor de transcripcion
juega un rol fundamental en la adaptacion celular a baja concentracion de O, ambiental,
siendo esencial durante las respuestas inmunolédgicas, vascularizacion y metabolismo
anaerobio (Ziello JE y cols., 2007). Una mayor inmunorreactividad de esta molécula se
observé en las GSM de los animales expuestos a HCC. Dado que la aclimatacion a HX es
tiempo-dependiente (Hota SK y cols., 2007), los periodos de NX a los que esta expuesto el
grupo HCI inducirian una mayor degradacion de HIF-1lo comparado con los animales
sometidos continuamente a HX. El mayor catabolismo de este factor de transcripcién en HCI
significaria menor trascripcién de genes necesarios para el proceso de aclimatacion, lo cual

resultaria en una peor respuesta celular que asegure una correcta funcion glandular.

Como ha sido establecido en la Introduccion, las mitocondrias son consideradas las
centrales energéticas celulares, ya que proveen el ATP necesario para realizar sus
funciones. Si estas organelas se encontraran dafiadas o disfuncionales, tanto los acinos
como los conductos de las GSM no contarian con la energia quimica necesaria para llevar a
cabo sus funciones. Por lo tanto, en primer lugar se analizé el tamafio y las caracteristicas
ultraestructurales de las mitocondrias mediante microscopia electronica. El estudio reveld
dafios estructurales en las mitocondrias ductales de ambos grupos hipoxicos, con
alteraciones en las crestas mitocondriales y aspecto redondeado. El conducto intercalar esta
localizado entre los acinos y el conducto estriado y recolecta la saliva primaria directamente

desde la luz del acino. El epitelio ductal esta conformado por células cuboideas, el cual esta
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parcialmente rodeado por células mioepiteliales (Amano O y cols., 2012). Su funcion
principal es la modificacion de la saliva primaria mediante la secrecién de bicarbonato de
sodio y la absorcién de CI' (Rosero-Salazar D & Moreno Gémez F, 2014). Estos ductos no
son los responsables primarios del contenido de agua en la saliva definitiva, por lo tanto, la
alteracion mitocondrial observada en los mismos no explicaria el descenso en la tasa de
secrecion salival, pero nos indica la presencia de alteraciones en una de las organelas mas
importantes de la economia celular. El estudio se continué analizando la bioenergética
mitocondrial. Por tal motivo, es importante recordar la funcion de dicha organela como
sensor de O, celular, que es utilizado como aceptor final de electrones en la cadena
respiratoria. Las mitocondrias consumen entre el 80-90% del O, celular para realizar la
fosforilacion oxidativa y, por lo tanto, sintetizar ATP. Por lo tanto, los menores niveles de O,
existentes durante la exposicion a HX comprometen la disponibilidad de ATP, lo cual puede
llevar a disfuncion e incluso muerte celular (Solaini G y cols., 2010). La evaluacién del
consumo de O, en mitocondrias aisladas es el estudio clasico para caracterizar la funcion
mitocondrial. Nuestros resultados indican que la exposicion a HX aumenta el consumo de
0O,, tanto en respiraciéon pasiva (estado 4) como activa (estado 3). Ademas, el control
respiratorio fue mayor en ambos grupos hipéxicos, indicando que las mitocondrias de dichos
animales estarian mejor acopladas y serian mas eficientes durante la fosforilacion oxidativa.
Teniendo en cuenta estos resultados, las mitocondrias necesitarian aumentar el consumo de
O, para compensar los bajos niveles del gas en el ambiente, y este paso seria fundamental
en el proceso de aclimatacion para evitar estrés o dafio celular. EI consumo de O, aumento
mas al usar malato-glutamato como sustratos del complejo |, lo cual sugiere una
participacion de dicho complejo en el mecanismo adaptativo. A partir de este resultado, se
optdé por medir la actividad de los complejos mitocondriales I, Il y IV. La actividad del
complejo NADH-citocromo c reductasa, que representa la actividad integrada de los
complejos I-lll, aumentd un 45% en los animales del grupo HCC comparado con C y HCI
(p<0,05). La actividad del complejo succinato-citocromo c reductasa (complejos II-lll) y
citocromo oxidasa (IV) no sufri6 cambios significativos durante la exposicibn a HX.
Resultados similares fueron publicados por otros autores en mitocondrias cardiacas de ratas
expuestas a HX durante 87 dias comparadas con ratas normoéxicas, estableciendo que la
mayor actividad del complejo | resulté necesaria para la adaptacion a HX de los
cardiomiocitos (Zaobornyj T y cols., 2009). De nuestros resultados se deduce que las
mitocondrias de las GSM del grupo HCC serian més eficientes para el consumo de O,
debido a un aumento en la actividad del complejo I, permitiendo una mejor y/o mas veloz

aclimatacion.
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La exposicién a HX ambiental se considera un estimulo estresante que induce una
amplia variedad de respuestas fisiologicas y/o patolégicas, entre las cuales el aumento en
los niveles de estrés oxidativo cumple un papel preponderante, con el consiguiente dafio de
proteinas y lipidos (Maiti P y cols., 2006). La organela celular involucrada en la produccién y
regulacion de radicales libres es la mitocondria, ya que la cadena respiratoria se considera
uno de los principales sitios celulares de produccion de ROS (Cadenas E & Davies KJA,
2000). En los experimentos realizados en mitocondrias intactas no se encontraron
diferencias significativas en la velocidad de producciéon de H,O; luego de exposicién a HX.
En baja concentracidn, esta molécula participa como una sefial intracelular, pero en mayor
concentracion actia como un agente deletéreo celular (Fukai T & Ushio-Fukai M, 2011). Las
mitocondrias producen H,O, en condiciones fisiolégicas durante la respiracion celular, siendo
esta produccion mayor durante el estado 4 debido a la reduccién de los complejos
mitocondriales (Boveris A & Chance B, 1973). Dado que la cadena de transporte de
electrones parece estar conservada durante la exposiciéon a HX, la cadena respiratoria no
seria considerada una fuente de ROS en este modelo experimental. Adicionalmente, la
actividad de la SOD fue tenida en cuenta para analizar los valores de H,0,, dada su funcién
para catalizar la conversion de O, en H,0,y O,. Existen dos isoformas de esta enzima: la
MN-SOD de localizacion mitocondrial y facilmente inducible, y la Cu,Zn-SOD, de ubicacion
citosdlica. Como otras enzimas antioxidantes, la expresion de la SOD esta disminuida
durante HX (Maiti P y cols., 2006). En las experiencias de este trabajo de tesis, las
actividades de la Mn-SOD y la SOD total en las GSM permanecieron sin cambios
significativos con respecto al C. Teniendo en cuenta que los valores de H,O, también
permanecieron inalterados, la funcion de esta enzima seria la de mantener una adecuada
velocidad de produccion de dicha molécula. Ademas de la produccion de H,0,, se analizé
otro marcador de estrés oxidativo, las especies reactivas del acido tiobarbitdrico (TBARS) en
GSM integras. Los niveles de este marcador se vieron incrementados significativamente
tanto en condiciones de HCI como de HCC a los 3 meses, sugiriendo que la exposicion a
HX provoca aumento de la peroxidacion lipidica a nivel glandular. Este resultado podria
vincular los menores niveles de saliva secretados por ambos grupos hip6xicos con un dafio
a nivel de la membrana celular a causa del imbalance del estado REDOX celular. El hecho
de haber encontrado los valores de TBARS aumentados y no de H,O, podria deberse a que
para el primer ensayo se usO el homogenato total de GSM y para el segundo, solo la

fraccién mitocondrial.

En resumen, las diferentes condiciones de HX a las que fueron expuestos los
animales adultos activarian diferentes respuestas celulares que intentarian lograr la

aclimatacion de los diversos tejidos orales a la HX. Los animales expuestos a HCC
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muestran una mejor funcién submandibular y mejor respuesta periodontal a la HX
comparados con los expuestos a HCI. Este hecho sugiere que la exposicién continua a HX
seria mas beneficial en términos de adaptacion celular, los cuales involucran modificaciones
en la funcion mitocondrial, cambios ultraestructurales y activacion de diversos mediadores

biol6gicos.

[Il. Objetivo Il Efecto de la hipoxia ambiental cronica sobre los tejidos de
soporte dentario de ratas adultas sometidas a periodontitis
experimental

La periodontitis es, junto con la caries dental, la patologia oral de mayor incidencia en
la poblacibn mundial, y uno de los motivos mas frecuentes de consulta y tratamiento
odontolégico. Estudios epidemiologicos han revelado que la morbilidad de dicha enfermedad
es mayor en aquellas poblaciones expuestas a zonas de gran altitud con respecto a
individuos de otras areas geograficas (Garlet GP y cols., 2006). Si bien existen en la
literatura estudios que investigan el efecto de la HX en modelos animales de PE (Zhang G y
cols., 2013, Xiao X y cols., 2012), ninguno establece una comparacion entre distintos tipos
de exposicién a HX ni abarca el estudio de las glandulas salivales en tales condiciones. Es
por ello que en este capitulo se abordé el estudio del efecto de la exposicion crénica a HX
sobre el hueso alveolar, encia y GSM de animales sometidos a periodontitis experimental
(PE).

El modelo de PE utilizado en esta tesis consiste en la acumulacién de placa
bacteriana causada por una ligadura de hilo de algodén alrededor del cuello de los primeros
molares inferiores durante 2 semanas, la cual adicionalmente genera un efecto traumatico
gue contribuye al dafio periodontal. Dado que la acumulacion de placa se pierde por efecto
de la remodelacion de hueso asociada al movimiento del hilo en direccion coronal (Kuhr A'y
cols., 2004), no se recomienda dejar la ligadura durante un periodo mayor a dos semanas, 0
en caso de hacerlo, debe cambiarse el hilo para permitir que la pérdida Gsea siga
progresando. Este método constituye el modelo de PE mas utilizado para el estudio de los
mecanismos implicados en el desarrollo de la P y sus factores de riesgo. Sin embargo, una
de sus limitaciones es que el estudio de los factores de riesgo se ve restringido, ya que
requiere periodos de tiempo prolongados para que los efectos deletéreos de la P se vean
evidenciados. Sumado al hecho de que la misma es una enfermedad multifactorial, muchos
de dichos factores requieren la utilizacion de otros modelos para ser estudiados (Persson

GR, 2006). Existen otros métodos de inducciéon de PE, como lo es la inyeccion gingival de
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LPS, el cual tiene la ventaja de estimular la respuesta inmune por largos periodos de tiempo
(mayor a 30 dias, que es el tiempo promedio de duracion de la respuesta inflamatoria en el
modelo de ligadura, Garcia de Aquino y cols., 2009). Sin embargo, para el presente trabajo,
fue imposible la implementacion del modelo por inyecciones de LPS dado que los animales
hubieran requerido estar en normoxia mucho tiempo hasta lograr la anestesia y la correcta
aplicacion del LPS, lo cual hubiera interferido con la exposicion a HX. En base a lo
antedicho, y al hecho de que el modelo de ligadura genera rapidamente una respuesta

inflamatoria periodontal en el animal, se utiliz6 el modelo animal mencionado.

En primer lugar se evaluaron los parametros morfométricos en los animales adultos
sometidos a PE. En este caso, el peso corporal de los animales hipéxicos fue
significativamente menor que el de su C al finalizar el periodo experimental. A partir de este
resultado, se hipotetiz6 que la PE podria inducir alteraciones en el consumo y/o eficiencia
del consumo de alimento, en concordancia con trabajos publicados por otros autores (Ito K y
cols., 2001, Amer y cols., 2011). Sin embargo, el peso de las GSM fue similar en los tres
grupos, al igual que la relacién peso GSM/peso corporal. Esto podria deberse a la presencia
de edema en la GSM de animales sometidos a PE (Amer MA y cols., 2011), que equipararia
los pesos de las GSM de los animales hipdxicos al control. Si bien no hemos visualizado
edema durante el analisis histolégico de rutina, si evidenciamos un aumento del espacio

intercelular periacinar en HCC y HCI mediante el TEM.

Al analizar la pérdida 6sea cortical por el método de la distancia, se evidencié que
los animales hip6xicos presentaban una mayor distancia LAC-CA que los CPE tanto a nivel
lingual como vestibular. Tal como se mencioné previamente, las fuerzas de la mordida
inciden mas sobre la tabla lingual, haciéndola mas propensa a la resorcion. Sin embargo, en
este caso, la resorcién de la tabla vestibular alcanz6 la misma proporciéon que la lingual,
probablemente porque la induccién de la PE facilita la resorcién ésea que estaria activada
durante la exposicion a HX. En este sentido, Xiao X y cols., 2012 demostraron que la
progresion de la P en ratas hipdxicas (4500 msnm) sometidas a PE se desarrollaba més
tardiamente en el tiempo pero con mayor severidad que en ratas normoéxicas. Esto se
deberia a una mayor produccion de citoquinas proinflamatorias en el tejido periodontal
estimuladas por la HX (Motohira H y cols., 2007). Con respecto al analisis del volumen
0seo interradicular, sélo pudimos analizar el VO/VT, ya que la resorcion de la zona coronal
inducida por la ligadura no permitio el abordaje del VO parcial. EI mismo no presento
diferencias significativas entre los tres grupos analizados, probablemente porque la pérdida
0sea que se genera como respuesta a la PE es tan extensa que “enmascara” u oculta los

posibles efectos de la HX sobre el tejido interradicular. Ademas, el hueso alveolar de las
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ratas hipdxicas podria estar sufriendo una remodelacion debido a un exceso de fuerzas
masticatorias por un mayor rozamiento a nivel oral a causa de la menor secrecion salival
(como ya fue discutido anteriormente). El reordenamiento trabecular y condensacion de
tejido 6seo esponjoso que ocurren para adaptarse a la mayor fuerza a la que son sometidas
las piezas dentarias (Yamamoto K y cols., 2011) enmascararia el efecto de la HX per se. El
rol del HIF-1a sobre la homeostasis ésea es aun controversial, ya que existe disparidad de
opiniones sobre su rol osteoclastogénico u osteogénico (Wang X y cols., 2017) Por lo tanto,
si bien pareciera que la exposicion a HX aumenta la pérdida ésea alveolar inducida por PE,

no queda claro mediante qué mecanismos.

Se continué el estudio evaluando los mediadores inflamatorios presentes en el tejido
gingival que circunda el primer molar inferior de los animales sometidos a PE. Al igual que
en los capitulos previos, se analizd el contenido de PGE; y la actividad de la iNOS. La
exposicion a la HX aumenté significativamente los niveles de PGE, en encia, mayormente
durante la exposicion continua. Sin embargo, es dificil separar las variables (PE e HX) a la
hora de efectuar un andlisis de los resultados. Esto es debido a la interaccion que se
produce entre la exposicion a HX y la respuesta inmune del huésped. Ha sido discutido en
la literatura el rol de la HX en la generacién y propagacion de la respuesta inflamatoria,
obteniéndose resultados contradictorios, dependiendo del tipo, intensidad y duracién de la
exposicion a HX, asi también como de las variaciones fenotipicas de los animales utilizados
(Siervo M y cols., 2014). En general, se acepta que la HX induce inflamacion y que los sitios
inflamados se tornan aun mas hipéxicos. En este contexto, la HX actla influenciando al
ambiente tisular, regulando la expresibn génica de moléculas necesarias para el
metabolismo celular (Eltzschig H & Carmeliet P., 2011). Es por esta razén, que al inducir PE
y generarse la P, la respuesta del tejido gingival a la HX es diferente a la de animales sin
PE. Es sabido que la HX aumenta la vida media de las células de la inmunidad innata por
presentar receptores para HIF. De esta manera, ellas pueden aumentar la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias, efectivizando la erradicacién de patégenos (Motohira H y cols.,
2007; Cramer Ty cols., 2003). En el caso de la iNOS, si bien la actividad de esta enzima
es mayor en animales con PE que sin PE (dato no mostrado en este trabajo de tesis), la
exposicion a HX no ejerce un efecto aditivo en dicha actividad. Creemos que la respuesta
inflamatoria generada durante la PE constituye un estimulo suficiente para la induccién de la
enzima, la cual luego de un tiempo se inactiva en relacioén proporcional a la cantidad de ON
producido (Smith BC y cols., 2012). Se ha descripto que las vias activadas por el HIF-1a
inducido durante la HX modifican la actividad de las células de la inmunidad innata en 3
niveles: el metabolismo energético, la adhesion y llegada de los PMN a los sitios de

inflamacién y la apoptosis de PMN luego de la fagocitosis (Walmsley SR y cols., 2005), lo
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que refleja la intrincada regulacion molecular que se dispara durante el desarrollo de una

reaccion inflamatoria en ambientes con bajos niveles de O,.

Si bien existen estudios que analizan el efecto de la HX sobre los tejidos
periodontales de animales sometidos a PE, los mismos no abarcan el andlisis de las GSM.
Dado que la GSM actda como un modulador neuroinmunoenddcrino dentro de la cavidad
oral y que su funcién secretora es de vital importancia para mantener la homeostasis oral, se
prosiguié con la evaluacién de la secrecion salival estimulada por pilocarpina en 3 tiempos
experimentales. Ya ha sido establecido que la PE provoca hiposalivacion en ratas
estimuladas con metacolina (agonista muscarinico) en comparacion con los controles (Amer
MA y cols., 2011). En nuestro estudio, se evalud el efecto de la HX sobre la secrecién
salival total de animales sometidos a PE con el fin de evaluar el afecto de ambas
condiciones experimentales sobre la funcidn secretora glandular. Se encontré que durante
los periodos experimentales de 0-30 y 30-60 minutos, ambas modalidades de exposicién a
HX disminuyeron la secrecion salival con respecto al CPE, siendo mayor esta diferencia en
el grupo expuesto continuamente. Al cabo de los 90 minutos, sélo el grupo HCCPE mostr6
una disminucion significativa con respecto a CPE, que no supero el 50% de la secrecion
total. Esto plantea una diferencia con el estudio de salivacién en ratas sin PE, en donde la
disminucion de la secrecion fue mayor en HCI y alcanz6 valores del 5% de saliva total en
dicho grupo con respecto a C. Correlacionando estos datos con los obtenidos mediante
microscopia electrdnica, en donde se evidencié un RER muy denso en las células acinares,
seflal de una alta tasa metabdlica celular, es posible que las GSM de los animales
sometidos a PE presenten una mayor actividad sintética, que llevaria a mantener (o intentar
mantener) los niveles de saliva en la cavidad bucal. Otra posibilidad que explicaria que los
niveles de saliva no disminuyan tanto en animales con PE comparados con los grupos sin
PE seria la desensibilizacion de receptores glandulares, ya que los receptores muscarinicos,
adrenérgicos y de sustancia P comparten los mismos mecanismos de sefalizacién
intracelular (Cook DI y cols., 1994). Dado que durante la PE existe un componente
neurogénico con un rol fundamental para los neuropéptidos como la sustancia P en la GSM
(Lundy FT y Linden GJ., 2004), en nuestro modelo podria estar generandose una
prolongada estimulacion adrenérgica y peptidérgica que disminuiria la respuesta glandular a
la estimulacién con pilocarpina (Proctor GB & Carpenter GH, 2007). El hecho de que se
observara una menor secrecion en HCC que en HCI podria relacionarse con el mayor
contenido de PGE; en el grupo HCC, tal como fue observado durante el desarrollo del
objetivo Il en el grupo HCI. Dado que la actividad secretoria de las GSM en la rata es el
resultado de una compleja activacion de receptores y vias intracelulares asociadas, es

esperable que ocurra un acople de sefiales (Cook DI y cols., 1994; Garret JR y cols., 1987).
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Se ha postulado una mayor estimulacién simpatica durante la induccion de la PE (Busch Ly
cols., 2008), por lo que esta sefial podria sumarse a la estimulacion simpatica generada
durante la HX, y lograr asi una menor secrecion salival en las ratas hipéxicas. Al igual que
lo mencionado para los objetivos | y Il con respecto a los estudios histolégicos, no se
encontraron alteraciones arquitectonicas en las GSM, a diferencia de lo reportado por Amer
MA vy cols., 2011, donde se evidencié pérdida parcial del contenido granular y edema
periacueductal en ratas macho sometidas a PE uni y bilateralmente. En nuestro caso, en el
estudio realizado mediante microscopia electrénica, hemos evidenciado un aumento del
area y perimetro en la union entre los acinos y el tejido conectivo circundante, lo que podria
deberse a edema periacinar, significativo en HCCPE con respecto a CPE. Este hallazgo se
dio solamente en animales sometidos a PE, no Vvisualizandose en los grupos
correspondientes al objetivo Il. Esto indicaria que la PE influye negativamente sobre la
ultraestructura de la GSM y que la exposicion a HX agrava los efectos de la PE sobre las
GSM.
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6. Conclusiones

En el presente trabajo de tesis hemos demostrado que la hipoxia ambiental cronica
induce cambios en la fisiologia del tejido periodontal y glandular de ratas en crecimiento y

adultas, tanto cuando se las expone a la HX en forma continua como intermitente.

En ratas en crecimiento, la exposicion a HX afectdé negativamente las propiedades
biomecénicas mandibulares, hecho probablemente vinculado a la disminucion de la masa
Osea de los animales y a la incapacidad de la mandibula de adaptar su geometria en tales
condiciones. La HX también afectdé negativamente al hueso alveolar, observandose
reabsorcién cortical lingual e interradicular, sin evidencia de desarrollo de una respuesta
inflamatoria a nivel periodontal. La mencionada pérdida 6sea podria ser considerada como
un intento de aclimatacibon para aumentar la masa roja circulante, proceso
fundamentalmente a cargo de la médula 6sea de los huesos largos. El incremento de la
actividad de la iINOS observado en el tejido gingival y en la GSM, da cuenta de la necesidad
del organismo de aumentar el aporte de O, en ambos sitios, lo que refuerza el concepto de

intento de aclimatacion a nivel periodontal y glandular.

En ratas adultas, la exposicién a HX no indujo cambios biomecanicos mandibulares,
probablemente debido a que estos animales ya han completado su formacién Gsea. Es
evidente que la exposicion intermitente resultdé mas perjudicial en términos de aclimatacion
gue la continua. Esto se vio reflejado en la menor secrecién salival y en la mayor pérdida
O0sea interradicular en HCI, asi como también en el aumento de la resorcibn 6sea
evidenciada por una mayor concentracion de CTX-l sérico. Los fenébmenos homeostéticos
desencadenados en respuesta a HX involucrarian la activaciéon de HIF-1a y mecanismos
adaptativos a nivel bioenergético mitocondrial, que parecen no ser del todo eficaces en HCI.
Estos resultados conjuntamente con el analisis microscopico de las GSM sugieren una
diferencia fenotipica durante la aclimatacion en HCl y HCC, que involucraria cambios a nivel

bioquimico, ultraestructural y molecular.

Cuando se evaluo el efecto de la HX sobre ratas adultas sometidas a PE, nuestros
resultados sugieren que la exposicion a HX agrava las manifestaciones patolégicas orales
de la periodontitis, tanto a nivel 6seo como glandular. Las vias de sefializacion que se

activan a nivel celular durante la exposicion a HCl y HCC podrian incrementar las sefiales
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de la cascada inflamatoria inducida por P, aumentando su efecto deletéreo sobre el

periodonto y las GSM.

Si bien los estudios realizados para este trabajo de tesis son a nivel experimental, el
modelo de HX aplicado en el mismo emula la altitud en la cual se desarrolla la vida animal y
humana de varias poblaciones que habitan nuestro planeta, constituyendo de esta forma un
antecedente valioso a la hora de evaluar la salud periodontal de individuos que habitan o
trabajan en condiciones de HX. Estos resultados ayudan a una mejor comprension de los
procesos que regulan la homeostasis oral durante la aclimatacibn a la HX y podrian
contribuir al desarrollo de estrategias para prevenir la hiposecrecion salival y sus

consecuencias en poblaciones expuestas a HX.
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