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Resumen: La pérdida de altura de hueso alveolar (HA) es un indicador de destruccién
periodontal. Existen patologias asociadas a malos habitos de vida como la dieta. Esta
agresion al organismo provoca una inflamacion sistémica que se potencia durante el
envejecimiento, provocando reabsorcion 6sea. Uno de los factores involucrados en la
inflamacion es el inflamasoma. El objetivo de este proyecto fue determinar el papel del
inflamasoma NLRP3 sobre la perdida désea secundaria a dietas no saludables y al
envejecimiento. Dividimos a un grupo de 40 ratones hembra C57BI/6J de 6 semanas en
dos subgrupos: Wild Type con inflamasoma activado (WT) e inflamasoma inhibido
genéticamente (NLRP3). Se subdividieron cada uno en 4 grupos: dieta estandar,
obesogénica, hiperglucidica y la combinacion de las dos ultimas. Los del grupo de
envejecimiento (20 ratones) se dividieron en WT y NLRP3 y fueron sacrificados a los 3
y 20 meses. Se realiza andlisis bioguimico, procesado de las mandibulas e interpretacién
de resultados. En el grupo dieta seguian un patron similar de perdida désea, no se
aprecian diferencias entre WT y NLRP3 a corto plazo. Se intuye una discreta tendencia.
En el grupo envejecimiento apreciamos diferencias a priori estadisticamente
significativas entre WT y NLRP3 mostrando un incremento de la pérdida dsea en

ratones WT. La inhibicién del inflamasoma NLRP3 protege de esa pérdida.

Abstract: Alveolar bone (AB) loss is an indicator of periodontal destruction. There are
diseases associated with insane habits such as diet. This aggression causes a systemic
inflammation that increases during aging, causing bone resorption. One of the factors
involved in inflammation is the inflammasome. The purpose of this study was to
determine the role of the inflammasome NLRP3 in the bone resorption secondary to
insane diets and aging. We divided a group of 40 female mice C57BL/6J, 6 weeks old
into two subgroups: Wild Type with activated inflammasome (WT) and genetically
inhibited inflammasome (NLRP3). Each of them were divided into 4 groups: standard
diet, obesogenic, rich in carbohydrates and the combination of the last two. The aging
group (20 mice) was divided into WT and NLRP3 and were sacrificed at 3 and 20
months. We did biochemical analysis, jaws processing and results interpretation. In the
diet group we observed a similar bone loss pattern. There were no differences between
WT and NLRP3 in a short term. A discrete trend was shown. In the aging group we
observed priori statistically significant differences between WT and NLRP3 showing an
increase of bone loss in WT mice. The inflammasome NLRP3 inhibition protects

against this bone resorption.
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Introduccion

El principal reto de la odontologia moderna no son las carillas estéticas o los
implantes, temas que estan en auge, sino la prevencion y el control de las dos
principales patologias como son la caries y la enfermedad periodontal. La creciente
cantidad de azucares que consumimos es ideal para la desmineralizacion del esmalte y
asi favorecer una enfermedad bacteriana como la caries o un estado como la obesidad™
2 Existe una correlacién entre la prevalencia de caries dental y un alto porcentaje de

masa corporal’.

La periodontitis o enfermedad periodontal estd relacionada con trastornos
metabolicos o estados como la ya comentada obesidad, la Diabetes Mellitus o el
Sindrome Metabdlico, todos ellos directamente relacionados con la ingesta de alimentos
y los hébitos®. También es importante destacar el aumento de la prevalencia de la
enfermedad periodontal conforme escogemos grupos de mayor edad debido a que han
estado expuestos durante mas tiempo a los factores promotores de destruccion

periodontal (en especial de hueso alveolar).

A dia de hoy, tenemos una dieta muy distinta a la de nuestros antepasados. El
paso del tiempo ha instalado muchos cambios en nuestros habitos, mentalidad y
procesado de los alimentos desde que los obtenemos como materia prima hasta que los
consumimos. Actualmente predominan los alimentos industriales ricos en azucares

refinados y grasas saturadas sobre los naturales o frescos.

A lo largo del paleolitico, los hominidos consumian menor cantidad de grasas
con una relacion de acidos grasos poliinsaturados/acidos grasos saturados, mucho mas
favorable. Los cambios en los habitos dietéticos son una parte muy importante de la
elevada prevalencia que existe de personas que padecen enfermedades crénicas, las
cuales se encuentran mas frecuentemente en el llamado “primer mundo”, en las
sociedades supuestamente mas civilizadas. Estas patologias han sido bastante menos
frecuentes en generaciones anteriores, siendo su incremento fruto de unos habitos de

vida menos saludables a los de nuestros antepasados™ °.
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Tanto la obesidad como un alto porcentaje de grasa corporal son temas muy
importantes para el sistema sanitario. En Estados Unidos, se ha visto aumentado el
nimero de personas obesas y con sobrepeso por el aumento en el consumo de grasas’.
Se ha observado un incremento de personas obesas pero ademéas desde edades muy
tempranas. Se trata de un riesgo para padecer numerosos trastornos ya sea a nivel fisico

0 mental.

Es importante destacar la edad a partir de la cual los jovenes empiezan a tomar
sus propias decisiones acerca de su alimentacién. Apreciamos como a partir de los
primeros afios de universidad existe un incremento en la masa corporal. Es un periodo
critico el comprendido entre los 18 y 29 afios, etapa marcada por importantes
transiciones y momentos, destacando sobre todo aquellos jovenes que marchan del
hogar familiar, los cuales pueden desarrollar habitos insanos que les perjudiquen en un

futuro®.

Por todos es conocida la famosa pirdmide alimenticia de la saludable dieta
mediterranea. Propuesta como protectora de enfermedad coronaria, alteraciones

metabdlicas o cancer.

De acuerdo a nuestras tradiciones, herencia cultural y la evidencia cientifica
podemos afirmar que en la base de dicha piramide deberian encontrarse los alimentos de
tipo cereal con un bajo indice glucémico y ricos en fibra. Por el contrario, en la parte
mas alta de la pirdmide deberian estar presentes los alimentos compuestos por granos

refinados, con elevados indices glucémicos y los amilaceos.

La pirdmide nutricional tal y como la conocemos fue creada en el afio 1992 por
el Departamento de Agricultura de los E.E.U.U. para ofrecer recomendaciones
nutricionales a la poblacion norteamericana, de forma que se redujera la prevalencia de

ciertas patologfas crénicas directamente relacionadas con la dieta’.

A pesar de estar considerada como una de las mejores y méas sanas dietas en todo
el mundo, incluso los paises cuyas costas estan bafiadas por el mar que le da nombre a
esta dieta estan perdiendo su esencia, se estd abandonando. Aunque pueda parecer
menos importante hay que destacar lo fundamental que resulta la realizacion de todas
las ingestas a lo largo del dia, con gran importancia, el desayuno, mostrando diferencias

de peso significativas™.
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Tal es el nivel de ignorancia al que se ha llegado que se propone un modelo de
doble piramide invertida. Dicho modelo nos pretende hacer ver como los alimentos que
se recomiendan comer mas frecuentemente son aquellos que tienen menor impacto
social, sobre todo en edades en las que las personas pueden ser facilmente influenciables
en aspectos alimenticios. En cambio los alimentos que mayor impacto social provocan

son aquellos que se recomiendan comer en menor medida**.

Dietas basadas en productos carnicos son mas positivas socialmente hablando,
ademés de estar intimamente ligadas con mayores niveles de ciertos marcadores de
inflamacion como la interleuquina-6 (IL-6) o el fibrindgeno. La dieta mediterranea esta
asociada a unos bajos niveles de estos biomarcadores sugiriendo una accion

antiinflamatoria y antioxidante'® **,

Una dieta de calidad y equilibrada esta asociada con unos menores niveles de
inflamacién sistémica. El riesgo de cancer y de problemas cardiovasculares en un futuro

estan directamente relacionados con los niveles de inflamacion®.

La inflamacion es una respuesta de defensa del organismo frente a un ataque o
peligro externo como agentes infecciosos o estrés celular. El objetivo de la inflamacion
es el control de las infecciones y la posterior reparacion de los tejidos. Se trata de un
proceso controlado que cuando aparecen alteraciones puede conllevar un serio problema
inmunopatoldgico. Se producen multiples citocinas, quimioquinas y mediadores
inflamatorios. Las citocinas de la familia de las IL-1f son muy importantes. Necesitan
para su funcionamiento de la activacion de la caspasa-1, controlada por el complejo

multimolecular del inflamasoma®®.

El inflamasoma interviene tanto en la respuesta innata como en la adaptativa.
Destacamos de la inmunidad innata su gran capacidad de reconocimiento gracias a una
serie de proteinas conocidas como receptores de reconocimiento de patrones o PRR
(pattern recognition receptors). Los PRR reconocen a los patrones moleculares
asociados a patdégenos o PAMP (pathogen associated molecular patterns). Hay muchos
tipos de PRR pero vamos a destacar los de tipo NOD, citosolicos y liberados en
respuesta a alteraciones celulares denominados DAMP (damage/ danger associated
molecular patterns) que incluyen a los: NOD1 y 2, NLRC y los NLRP
(nucleotidebinding oligomerization domain, leucine rich repeat and pyrin domain

containing protein)*®.
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Los NLR son receptores que regulan la inflamacion y la apoptosis. Las citocinas
de la familia IL-1 son principalmente proinflamatorias y controlan la induccion de

fiebre, cambios vasculares o alteraciones en la presién y el flujo sanguineo®®.

Se conocen 4 subunidades de inflamasomas, los cuales requieren la proteina
adaptadora ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase
recruitment domain) para reclutar y activar la caspasa-1. La activacion de IL-1p e IL-18

requiere como minimo la activacién de uno de los cuatro inflamasomas™®.

El inflamasoma mas estudiado es el NLRP3, cuya activacién permite el
reclutamiento de ASC para activar a la caspasa-1, y esta a su vez lo necesario para
conseguir formas biol6gicamente activas de IL-1p e IL-18. Para una activacion eficiente
del NLRP3 se requieren la activacion de dos sefiales: un priming o una sefal
preestimuladora y una segunda (especifica del inflamasoma NLRP3) que lleva al
ensamblaje de dicho inflamasoma, aunque a dia de hoy no se sabe por completo como
se produce™.

Informes recientes resaltan el papel del inflamasoma en la fisiopatologia de
ciertas enfermedades, sobre todo de aquellas con un componente inflamatorio como la

DM tipo Il y la aterosclerosis. Ademés de desordenes metabélicos™®.

Una dieta pobre e insana ha sido catalogada como factor de riesgo para padecer
algunas enfermedades cronicas, muchas de ellas relacionadas con patologias orales o

con la cavidad bucal. Hay pocos estudios que relacionen la dieta con la salud oral.

Una vez més ensalzamos nuestro papel como odontélogos y nos damos cuenta
de la importante situacion que tenemos, ya que somos nosotros los capacitados para
diagnosticar lesiones orales, algunas de las cuales pueden estar relacionadas con la
alimentacion del individuo. Se reivindica la preparacion del odont6logo en
conocimientos dietéticos y la del dietista en conocimientos odontoldgicos pero es

verdad que ambos estan muy limitados.

La dieta influye en el desarrollo de la cavidad oral, pudiendo ocasionar
malformaciones. El aparato estomatognatico crece por periodos, existen momentos de
crecimiento y otros de remision y es critico una buena alimentacién cuando se esta
desarrollando. Incluso el desarrollo del embridn se puede ver alterado por una reduccion

en la ingesta de vitaminas y minerales por parte de la embarazada’.
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Nuestra alimentacion juega un papel crucial en la prevencién de patologias
orales graves tales como el cancer o patologias mas prevalentes, como la caries o
diversas enfermedades periodontales™. La caries es la primera causa de pérdidas
dentales, observandose una menor ingesta de alimentos fibrosos tales como frutas o
verduras en personas parcial o totalmente edéntulas®®. Las patologias periodontales
suponen la segunda causa de pérdidas dentarias, afectando por encima de los 35 afios al
30-40 % de la poblacion en su forma moderada y al 6-10% en su forma avanzada.
Siguiendo recomendaciones globales, con una dieta rica en frutas y verduras pero escasa
en grasas Y az(cares favoreceremos la salud sistémica y bucal®.

Diferentes estudios confirman la existencia de una relacion directa entre diversas
patologias sistémicas, tales como la Diabetes Mellitus o el sindrome metabdlico, y la
enfermedad periodontal. De esta forma, a través de la induccion experimental de
patologia sistémica en ratones mediante la dieta, queremos valorar si existe afectacion

del periodonto® 2,

Algunas patologias mencionadas anteriormente tienen relacion con la dieta pero
desde luego, también aumentan su prevalencia con la edad, como por ejemplo las
enfermedades cardiovasculares o la enfermedad periodontal (principalmente por
reabsorcion de hueso alveolar).

El envejecimiento es un proceso relacionado con muchas y complejas
enfermedades. A pesar de todos los estudios realizados aun a dia de hoy no existe un
marcador indicativo del proceso de envejecimiento. Se han realizado intentos respecto a
esta idea examinando figuras faciales humanas en tres dimensiones obteniendo
resultados ilusionantes. Determinan que los cambios morfoldgicos que sufre la cara son
unos muy predecibles biomarcadores de salud sistémica, mas incluso que un analisis

sanguineo o la propia edad cronolégica de la persona?.

Centrandonos a nivel bucofacial, nuestro campo de actuacion, podemos afirmar
que con la edad se produce una pérdida de la elasticidad de la piel y de los tejidos
blandos, mostrando signos propios de una persona envejecida®’. Ademés de los tejidos
blandos la perdida de volumen 6seo también juega un papel crucial, produciendose
grandes cambios constatados mediante escaneres tomograficos de ciertos angulos

mandibulares?®.

Rafael de la Torre Torres 6



El envejecimiento se describe como una decadencia enddgena y progresiva de
los procesos fisiologicos del organismo tras la etapa reproductiva. Es un fendmeno
comun a todos los organismos multicelulares. Multiples estudios revelan la relacion de
la dieta con cambios fisiologicos propios del envejecimiento, sobre todo respecto a una

dieta rica en grasas, pero donde también influye el tipo de grasa que se ingiera® .

El objetivo de este proyecto es evaluar el papel que juega el inflamasoma en la
perdida de altura de hueso alveolar por un lado en un modelo de dietas perjudiciales y
por otro en un modelo de envejecimiento. Resulta muy llamativo segun los resultados
que expondremos a continuacion y nos ilusiona a proseguir en esta senda, pero en una
nueva ocasion incluyendo ambas variables a estudiar al unisono, tanto el envejecimiento

como la dieta.

Hipotesis

Una dieta rica en grasas y/o azUcares produciria una pérdida de insercion mayor

en comparacion con la suministrada presente en la dieta estandar de ratones.

Partiendo de esta premisa, planteamos que una dieta combinada rica en grasas y
azlcares produciria en los ratones una mayor pérdida de altura de hueso alveolar.
Siendo esta mayor en los ratones no mutados genéticamente donde pensamos que la

inflamacién se veria aumentada y provocaria mas reabsorcién 6sea.

Ademas, es un hecho constatado que una mayor exposicién al proceso de
envejecimiento ocasiona una mayor pérdida de hueso alveolar en altura. Tras plantear
este hecho proponemos que los ratones mutados, los cuales tienen inhibida parcialmente

la inflamacion sistémica, tendran una menor pérdida de altura de hueso alveolar.

Objetivos

Queremos determinar como afecta el papel del inflamasoma en la pérdida de
altura del hueso alveolar sujeto a dos factores externos: por un lado mediante la dieta
(obesogénica, hiperglucidica y la combinacion de ambas) y por otro mediante el

envejecimiento.
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Materiales y método

Dieta

Tras la aprobacion por parte del comité de ética de la Universidad de Sevilla se
procede a distribuir 40 ratones hembra C57BI/6J de 6 semanas de edad y
aproximadamente 15-20 gramos de peso en 2 grupos diferentes: ratones WT y NLRP3.
A su vez cada grupo se distribuira en 4 subgrupos. Estos animales se encontraran dentro
del animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Sevilla, en jaulas con
libre acceso a comida y agua, alternando cada 12 horas luz y oscuridad y a una

temperatura constante de 25°C.

Los ratones a los que denominamos NLRP3 son animales mutados
genéticamente los cuales tienen inhibido el complejo inflamasoma, productor de
inflamacion en el organismo conforme se avanza en edad o cuando permanecen malos

habitos de vida.
Distribuiremos a los ratones en 4 grupos (siguiente pagina):

1. Grupo control con dieta estandar (DE). Continuaran durante dos meses mas con
la dieta estdndar (S.A.F.E., Scientific Animal Food & Engeneering, S.L.)

2. Grupo dieta obesogeénica (DO). Se alimentaran durante dos meses con una dieta
rica en grasas, elaborando una mezcla compuesta por: 200 gramos de grasa, 600
gramos de pienso y 100 mililitros de agua. Inducimos una dieta suplementada en
un 25% de grasa.

3. Grupo dieta hiperglucidica (DH). Se alimentaran durante dos meses con una
dieta rica en azlcar elaborando una mezcla compuesta por: 320 gramos de
azucar, 680 gramos de pienso y 350 mililitros de agua. Inducimos una dieta

suplementada en un 32% de azUcar.

Rafael de la Torre Torres 8



4. Grupo dieta obesogénica + hiperglucidica (DH+DO). Se alimentaran durante 2
meses con una dieta combinada rica en grasa y azucar elaborando una mezcla
compuesta por: 200 gramos de grasa, 256 gramos de azUcar y 344 gramos de
pienso. En esta ocasion no se incluyd agua en la elaboracion de la mezcla.

Inducimos una dieta suplementada en un 25 % de grasa y en un 32 % de azUcar.

/ : ~

5 ratones WT DE 5 ratones WT

DH

20 ratones WT | < g ,
5 ratones WT 5 ratones WT
DO DH+DO
\_

40 ratones ~ p
5 ratones NLRP3 5 ratones NLRP3

DE DH

20 ratones < /

NLRP3 (
5 ratones NLRP3 5 ratones NLRP3

DO DH+DO

El pienso de los ratones era especifico para la fase de mantenimiento y su
composicion era: cebada, trigo, maiz, extraccion de terrones de soja, salvado de trigo,
proteinas de pescado hidrolizadas, mezcla de vitaminas y minerales, fosfato diciclico y

carbonato calcico. Su uso esta inicamente indicado para animales de experimentacion.

La grasa que empleamos para elaborar la comida de los tres dltimos grupos fue
manteca de cerdo (elaborada en Espafia por El Pozo en Murcia) que contenia los
antioxidantes E-321 y E-320. La informacion nutricional para 400 gramos era: un valor
energético de 3690,5 KJ o 897,5 Kcal, 99,7 gramos de lipidos de los cuales 37,5 eran

grasas saturadas, 0,1 gramos de proteinas y 0 gramos de hidratos de carbono, sal y fibra.

Una vez trascurrido el periodo experimental de 2 meses se sacrificaron mediante una
inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sodico de 200 mg/kg en solucion
concentrada. Se procedera a la extraccion y conservacion de las muestras: sangre, suero

y mandibula.
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1. Procesado y andlisis de la sangre:

Centrifugado de la sangre (10000 rpm durante 5 minutos) para separar el suero, que

utilizaremos para llevar a cabo los estudios bioquimicos.

Anélisis bioquimico de colesterol, azucar o perfil oxidante-antioxidante y valoracion
del dafio hepéatico a través de los niveles de transaminasas Glutamato-Oxalacetato

Transaminasa (GOT) y Glutamato-Piruvato Transaminasa (GPT).
2. Procesado de las mandibulas:

Las mandibulas se sumergen en H,0, al 10% durante 3 dias para facilitar la retirada
de todo el tejido blando sobrante restante. Se retiraran los restos de tejido con ayuda de

unas lupas de 10 aumentos (Olympus SZ61) e instrumental de microcirugia.

Una vez retirado todo el tejido blando alrededor de los dientes y en particular del
primer premolar, se tefiiran con azul de metileno al 1% durante 3 dias. Posteriormente
comenzaremos haciendo lavados con agua de manera diaria hasta que las mandibulas

hayan rechazado el sobrante de colorante transfiriéndoselo al agua.

El momento de la finalizacion de esta fase lo determinamos observando la
mandibula bajo la lupa comentada con anterioridad, y sera en el momento 6ptimo en el
que apreciemos el limite amelocementario (LAC) de los dientes. Los dientes no pueden
quedar demasiado tefiidos como para que no se aprecie bien el LAC, ni demasiado
descoloridos (de ser asi podriamos suprimir la fase de la tincion con azul de metileno).

A continuacion se procedera a la fotografia del primer premolar de cada
hemimandibula en 3 planos distintos: cara mesial pura (siendo muy complejo ya que
interferia la posicion del incisivo central), cara lingual y cara vestibular. Pensando en su
posterior estudio las fotografias se realizaron sobre papel milimetrado ayudandonos de
un cubo hecho de cera para un mejor soporte de las hemimandibulas. Los instrumentos
empleados en este paso fueron: Camara fotografica réflex de la marca Canon modelo
450D con los siguientes parametros: modo M (manual), velocidad de obturacion de
1/100, apertura del diafragma f10 y sensibilidad 1SO 400. Objetivo de la marca Canon
modelo Macro Lens EF 100 mm 1:2.8 USM. Flash de la marca Canon modelo Macro
Ring Lite MR-14 EX. Con ayuda del software de la camara se configuro el flash

aumentando su potencia a +1.
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Se realizara un andlisis morfométrico de las fotografias tomadas con ayuda del
software ImageJ, midiendo la distancia existente entre el LAC y el hueso alveolar
siguiendo el eje axial del diente.

Se tomaron 3 medidas por plano, una més a mesial, otra en el medio, y una tercera
mas a distal. Excepto en la cara mesial pura que fueron una vestibular una central y otra
lingual. Se seleccionaron como puntos de referencia desde donde hacer las mediciones
sitios anatomicos lo mas invariables posible, de manera que no fuera un factor que

pudiera sesgar nuestros resultados.

Mesial pura

Finalmente gracias al programa Microsoft Office Excel 2007 se agruparon todos los
datos en tablas obteniendo las medias y desviaciones estandar de cada una de las caras
(mesial pura, vestibular y lingual) separadas por hemimandibula (derecha e izquierda) y
tipo de dieta (estandar, obesogénica, hiperglucidica e hiperglucidica mas obesogénica).

Se procedid al andlisis estadistico usando este mismo programa realizando tablas de
Columnas en 2D diferenciando por colores cada dieta. En el eje x se colocaron los
distintos sitios donde se habian hecho las mediciones de cada diente (vestibular, centro
y lingual para la cara mesial pura, y mesial centro distal para las caras vestibular y
palatina) y en el eje y se colocaron los valores de pérdida de altura de hueso alveolar
obtenidos en milimetros. La separacién en el eje de coordenadas en todas las graficas es

de 0.1 mm y el valor maximo se prestablecio en 0.9 mm.
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Envejecimiento

El grupo en el cual estudiamos el envejecimiento estaba compuesto de 20 ratones
hembra C57BI/6J divididos a su vez en dos grupos: 10 sacrificados a los 3 meses y otros
10 a los 20 meses. Ademas cada subgrupo se volvia a dividir en 2 diferenciando la
mitad de ratones NLRP3 y la otra mitad WT.

5 ratones 3
3 meses

10 ratones WT = <

5 ratones 20
N meses

A4

20 ratones

5 ratones 3
N meses
10 ratones <
NLRP3

J 5 ratones 20
meses

Dichos ratones permanecieron en el animalario de la Facultad de Medicina de |
universidad de Sevilla en iguales condiciones que los mencionados con anterioridad:
temperatura, acceso a comida y agua, horas de luz y oscuridad. La alimentacion de
todos fue la misma, pienso especifico para experimentacion animal en laboratorio. En
este caso el periodo experimental comenzo a diferencia del estudio anterior desde el
nacimiento de los ratones y concluyo con su sacrificio, es decir, toda su vida se

considero como periodo experimental.

El procesado de las mandibulas fue idéntico al que hicimos con el grupo de las
dietas usando los mismos aparatos, instrumentos y programas. En esta ocasion también
hicimos tablas de columnas en 2D con pequefias modificaciones: eje x de igual manera
diferenciando 3 0 20 meses con columnas de distintos colores, y en el eje y el valor

maximo se prestablecio en 1 mm en vez de 0,9.
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Resultados

Dieta

Ciertas mandibulas no han podido ser estudiadas debido a: muerte del animal

durante el periodo experimental, alteracion anatomica, fractura o ausencia del primer

premolar.
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La cara que presenta una mayor pérdida de altura de hueso alveolar es la cara mesial

pura (Fig. 2), la que menos la vestibular (Figl). La posicion que mas pérdida presenta es

la lingual de la cara mesial, la que menos es la distal de la cara vestibular. En una

mayoria de las posiciones (5 sobre 9) la DO es la dieta con menores valores. En una

mayoria de las posiciones (5 sobre 9) la DH o la DH + DO son las dietas con los valores

mas altos.
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La cara que presenta una mayor pérdida de altura de hueso alveolar es la cara mesial
pura (Fig. 5), la que menos la vestibular (Fig. 4). La posicion que mas pérdida presenta
es la lingual de la cara mesial, la que menos es la distal de la cara vestibular. En una
mayoria de las posiciones (5 sobre 9) la DO es la dieta con menores valores. En una
mayoria de las posiciones (6 sobre 9) la DH o la DH + DO son las dietas con los valores

mas altos.
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En esta ocasion esta menos claro la cara que presenta una mayor pérdida de altura de
hueso alveolar, aunque parece ser la lingual (Fig. 9), la que menos la vestibular (Fig. 7).
La posicion que mas pérdida presenta es la mesial de la cara lingual, la que menos es la
distal de la cara vestibular. En un considerable porcentaje de las posiciones (4 sobre 9)
la DO es la dieta con menores valores. En una mayoria de las posiciones (6 sobre 9) la
DE es la dieta con los valores méas altos. Comparando las dos Ultimas dietas cabe
destacar que en todas las posiciones excepto en una (distal de la cara lingual), la DH

presenta valores mas altos que la DH+DO.
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En esta ocasion esta menos claro la cara que presenta una mayor pérdida de altura de
hueso alveolar, aunque parece ser la lingual (Fig. 12), la que menos la vestibular (Fig.
10). La posicidn que mas pérdida presenta es la mesial de la cara lingual, la que menos
es la distal de la cara vestibular. En un considerable porcentaje de las posiciones (7
sobre 9) la DH+DO es la dieta con menores valores.
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Existen ciertas caracteristicas comunes que seria importante destacar;

Como se observa en el conjunto de tablas (Fig. 13), la progresion que seguia la
pérdida Osea era similar en todos los casos yendo desde los valores mas bajos en distal
de la cara vestibular hasta los valores maximos que solian encontrarse en lingual de la
cara mesial pura o mesial de la cara lingual. A continuacion todos iban decreciendo de

mesial a distal de la cara lingual.

Merece una mencion especial la tendencia que se observa en los NLRP3 en
comparacion con los WT, donde apreciamos como levemente en ciertos puntos la
perdida Gsea es menor. Esto nos anima a seguir en este camino para obtener resultados

estadisticamente significativos, ya que en nuestro proyecto probablemente no sea asi.
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Resultados bioquimicos

Parametros WT NLRPS
DE | DH | DO |DH+DO| DE | DH | DO |DH+DO
Colesterol | 304.9 | 267.7 | 3645 | 395 | 2852 | 263 | 300.1 | 323.2
(mg/dL) | (20.5) | (16.7) | (10.9) | (12.3) | 8.4) | 9.2) | 10.8) | (11.4)
Triglicéridos | 37.84 | 32.29 | 34.02 | 31.94 | 48.61 | 70.13 | 66.66 | 29.38
(mg/dL) 73) | 63 | 71 | 62 | @23 |ary| @23 | ©8)
Glucosa 1514 | 1954 | 1729 | 1795 | 1275 | 126.3 | 104 | 109.6
(mgidL) | (205) | 11.3) | (10.6) | (20.8) | (12.4) | (20.1) | (9.6) | (9.9)
Alblmina | 231 | 202 | 311 | 172 | 193 | 238 | 235 | 3.04
(mgidL) | (0.12) | (0.12) | (0.1) | (0.24) | (0.10) | (0.12) | (0.13) | (0.14)
Bilirrubina | 016 | 014 | 017 | 015 | 018 | 015 | 019 | 0.8
(mg/dL) | (0.01) | (0.02) | (0.03) | (0.02) | (0.03) | (0.02) | (0.03) | (0.02)
GoT(UL) | 3208 [67083 62416 | 414.16 |344.15 | 4025 | 43166 | 309.13
©@7) | @os) | @) | @) | @ | 99 | @) | (€10
GPT(UL) | 32L1 | 4663|4585 | 3648 | 2913 [ 26953333 | 350
@01) | @) | @os) | @9 | 1) |@ov) | @12) | (o1
desh';gfézté’nasa 1480 | 1121 | 4599 | 2667 | 1325 | 915 | 1218 | 1106
) 15) | (283) | (393) | (205) | (198) | (201) | (296) | (151)
foggzalﬂg;sa 4436 | 2115 | 3714 | 2063 | 3547 | 3857 | 6222 | 4785
L) (1001) | (675) | (745) | (697) | (845) | (431) | (250) | (640)
Acido Urico | 24.24 | 28.29 | 32.33 | 41.08 | 23.25 | 24.92 | 26.94 | 2559
@Molidl) | 23) | @3) | @n | @9 | @5 | v | @9 | @8
Creatinina | 064 | 273 | 192 | 096 | 080 | 1.44 | 1.12 | 096
(mg/dL) | (0.01) | (0.51) | (0.43) | (0.03) | (0.05) | (0.23) | (0.28) | (0.04)

Existe un incremento por parte de las dietas no saludables en los niveles de:

colesterol, glucosa, GOT, GPT, lactato deshidrogenasa y creatinina, siendo menos

significativo en los mutantes, mostrando un dafio hepéatico (GOT y GPT), muscular

(lactato deshidrogenasa) y renal (creatinina). Por tanto podemos decir que las dietas no

saludables inducen cambios menos significativos cuando tenemos el complejo
inflamasoma NLRP3 inhibido.
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Envejecimiento
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En todas las posiciones se observa cdmo ha habido mayor pérdida de hueso alveolar en
los ratones sacrificados a los 20 meses en comparacién con los sacrificados a los 3.
Ocurre en todas excepto en lingual de NLRP3 izquierda (Fig. 16). En la mayoria de las
posiciones se muestra como los ratones mutados han tenido valores de perdida 6sea mas
bajos. Las posiciones siguen todas el mismo patron de pérdida, siendo la posicion
vestibular la que menores valores tiene en todas las situaciones y la lingual la que
mayores. Entre estas dos se encuentra siempre el valor de la posicion centro.
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En todas las posiciones se observa cdmo ha habido mayor pérdida de hueso alveolar en
los ratones sacrificados a los 20 meses en comparacion con los sacrificados a los 3. En
muchas de las posiciones se muestra como los ratones mutados han tenido valores de
perdida dsea mas bajos. La mayoria de las posiciones (5 sobre 8) siguen el mismo
patron de pérdida, siendo la posicion distal la que menores valores suele tener y la
mesial la que mayores. Entre estas dos se encuentra en un gran porcentaje de los casos
el valor de la posicion centro. Cuando no siguen el patron comentado se intercambian

de sitio la posicién mesial y la centro, siendo la centro la mayor y la mesial la

intermedia.
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En todas las posiciones se observa cdmo ha habido mayor pérdida de hueso alveolar en
los ratones sacrificados a los 20 meses en comparacion con los sacrificados a los 3. En
algunas de las posiciones se muestra como los ratones mutados han tenido valores de
perdida 6sea mas bajos. La mayoria de las posiciones (6 sobre 8) siguen el mismo
patrén de pérdida, siendo la posicion distal la que menores valores suele tener y la
mesial la que mayores. Entre estas dos se encuentra en un gran porcentaje de los casos
el valor de la posicién centro. Cuando no siguen el patrén comentado se intercambian
de sitio la posicion centro y la distal, siendo la posicion centro la menor y la distal la

intermedia.
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Al igual que se presentara con el estudio de la dieta, existen resultados
comparando todas las caras dentro del estudio del envejecimiento que quisiéramos

resaltar.

Comparando la cara mesial pura, la vestibular y la lingual se aprecia como la
cara que ha tenido una mayor pérdida de altura de hueso alveolar ha sido la cara mesial
pura, en particular la posicion lingual, que ha sido la mayor en todos los casos con
diferencia. Se trataba de la Unica cara con ese patron caracteristico de pérdida 6sea en el
que los valores ascendian de vestibular a lingual. En las demas caras, tal y como se
observa en las graficas el patron se invertia siendo descendente de mesial a distal. La
cara que menores valores de perdida presentaba era la vestibular, en especial la posicion
distal.

En comparacion con el estudio de la dieta, ahora si apreciamos zonas puntuales
donde existen diferencias que nos atreveriamos a indicar como estadisticamente
significativas entre los ratones WT y los NLRP3, aunque se trataria de una presuncion

ya que no contamos con el estudio estadistico de los datos.

Discusién

En Europa, segun una estadistica recogida en el afio 2005, al afio se emplean casi
900.000 animales para la experimentacion, siendo los ratones el animal que con mayor
frecuencia se utiliza. Mas del 50% para ser méas exactos, unos 540.000
aproximadamente. Se obtienen para distintos fines pero el principal es para estudios de
biologia fundamental®.

Russel y Burch publicaron en el afio 1959 el libro The Principles of Humane
Experimental Technique. Lo mencionamos por su principio de las tres erres en
experimentacion animal que quieren decir: Reduccion, Refinamiento y Reemplazo.
Cada R quiere mostrar una alternativa para controlar y mejorar el uso de animales en

experimentacion®

Con las alternativas de reduccion se intenta usar el minimo nimero de animales

posible para obtener datos suficientes que respondan a los objetivos del estudio.
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Las alternativas de refinamiento hacen referencia a la cria de animales,
procedimientos para reducir dolor, sufrimiento, asi como mejorar la vida de estos

animales desde su nacimiento hasta su muerte.

Las alternativas de reemplazo aluden a todos los métodos que eviten o sustituyan
el uso de animales, tanto reemplazos absolutos (modelos informaticos), como relativos
(por ejemplo usar invertebrados en vez de animales vertebrados que tienen una menor

percepcion del dolor) %°.

Los roedores, tanto ratones como ratas usados para experimentacion, poseen
unos patrones muy similares de reabsorcion dsea del hueso alveolar si los comparamos
con los humanos, sobre todo si queremos relacionarlo®. Es este uno de los principales
factores por los cuales usamos este tipo de animales para nuestros proyectos. Han sido
adecuados ya que induciamos una alteracidn sistémica. De haber tenido que examinar la
cavidad oral durante la fase experimental debido al reducido tamafio probablemente no

hubieran sido los animales méas adecuados.

Comparando datos obtenidos en estudios entre ratones hembras y machos a los
cuales se les induce una dieta rica en grasas o0 azucares se observd que las hembras
adquirian mas peso en las primeras 12 semanas y dicho crecimiento se enlentecia desde
entonces. El reducido tiempo experimental de nuestro proyecto pudo haber sido un
problema, ya que puede que se vieran mas cambios metabolicos en un espacio mas

amplio de tiempo?’.

Hemos encontrado en bases de datos cientificas numerosos estudios que utilizan
estos mismo ratones (C57BL/6J) para sus experimentos, tanto hembras como machos.
Buscando en ellos queriamos comparar las edades a las que comenzaban los estudios y

cuanto duraba el tiempo experimental.

Nuestros ratones tenian 6 semanas de edad al comenzar el periodo experimental,
el cual duré 2 meses, 8 semanas. De los estudios que tenian relacion con el nuestro el

periodo experimental minimo de todos ellos era de 3 meses, es decir, 12 semanas®.

Por ejemplo el estudio realizado por Zang Y. et. al. nos propone 92 dias como
tiempo experimental corto donde se pudieron apreciar variaciones y cambios
metabolicos sustanciales cuando valoramos por ejemplo el peso del animal, cantidad de

tejido adiposo, niveles de ciertas sustancias séricas o de la sangre®®.
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En concordancia con anteriores publicaciones que demuestran que una dieta rica

en grasas favorece la obesidad® *!

podemos afirmar como se aprecia una inflamacion a
niveles de pardmetros metabolicos, a nivel del tejido adiposo o el higado. Tanto el
higado como el tejido adiposo son firmes candidatos para padecer inflamacion crénica
si persiste el estado de sobrepeso. La inflamacion hepéatica no se vislumbro hasta

pasadas las 40 semanas, la inflamacién en el tejido adiposo se observé antes®.

Un aumento de la masa corporal favorece la inflamacion y consecuentemente
reabsorcion 0sea. Promueve un aumento de las citoquinas proinflamatorias IL-1p, 1L-6
0 TNF-a. Existia un aumento del nimero de osteoclastos y de su génesis sugiriendo la
reabsorcion 6sea mencionada. ElI aumento de la reabsorcion Osea de estos ratones es
probablemente debido al aumento de la inflamacion mediada por la acumulacién de
adipocitos en la medula 6sea, es decir, lipotoxicidad, produciendo osteoclastogénesis y

reduciendo el desarrollo de osteoblastos®,

Estuvimos comparando articulos para decidirnos por un protocolo a seguir a la
hora de valorar la pérdida de altura de hueso alveolar. S.Moretti et al. nos proponian un
modelo de medicién de areas en vez de distancias. En su publicacién expone la pérdida
6sea como un area encerrada bajo el limite amelocementario, la cresta 6sea alveolar y
los mérgenes laterales de la raiz expuesta®. Al dar un area de toda la superficie que
habia sufrido reabsorcion no obtenia datos de posiciones especificas. Nosotros optamos

por tomar varias posiciones por cada cara pudiendo compararlas entre si.

Nos parecié muy interesante los datos adicionales que se obtuvieron de estudios
similares ademas de usando la imagen fotogréfica y su procesado con el programa de
medicion correspondiente. En este caso nos referimos a la radiologia convencional o la
micro tomografia computerizada, pudiendo observar la microarquitectura Osea
tridimensionalmente®. Ademas, otros estudios proponen valoraciones de la calidad 6sea
en regiones distintas a la cavidad oral para comprobar si existen variaciones respecto a

una reabsorcion en el resto del organismo®.

Otro aspecto a valorar son los distintos tipos de dietas, ya que fisicamente las
caracteristicas del sustrato de cada una cambiaban. El pienso estandar de los ratones se
presentaba en pequefios bloques cilindricos prensados, que en comparacion con los

preparados de las otras dietas resultaba bastante méas duro.
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Con una dieta méas dura se ha publicado que puede existir un aumento de la
distancia entre el limite amelocementario y la cresta alveolar debido a dos motivos: por
un lado una mayor reabsorcion désea del hueso alveolar y por otro una mas répida
erupcién dentaria debido a la dureza de la dieta®. Esto explicaria, en parte, como en
ocasiones la dieta estandar posee unos valores tan elevados, incluso por encima de las

demas dietas.

Podriamos hacer un simil cuando se comenta que un implante es preservador de
hueso. Es cierto que lo es a pesar de necesitar de un fresado, un lecho 6seo para su
osteointegracion. ElI motivo es que con ello el hueso sigue soportando cargas
funcionales, continta estando activo. Es por ello que en muchos casos es preferible
colocar un implante postextraccion®’, de forma que evitemos la reabsorcion 6sea

fisiologica que se produce tras la exodoncia de algin diente.

La cara que mas pérdida presentaba en la mayoria de los casos era la mesial pura
y lo explicaremos comparandolo a un defecto periodontal. Esté estudiado que cuando el
defecto es en horizontal la reduccion de la profundidad de bolsas y la ganancia de

insercién ocurre con mas facilidad que cuando tenemos defectos verticales®®.

Esto es lo que ocurre en un arcada cuando se pierde un diente quedando un
tramo edéntulo. Sabemos que la exodoncia de un diente causa una reabsorcion osea del

hueso alveolar®® “°.

Las caras interproximales de los dientes contiguos al tramo
desdentado sufren una mayor pérdida de hueso alveolar, mientras que las zonas
interproximales opuestas de estos dientes al tener dientes contiguos mantienen el nivel

de la cresta alveolar en su posicion.

Nuestro caso se asemejaria mas a un extremo libre, ya que por la propia
anatomia de la mandibula de estos ratones, a mesial del diente que nosotros estudiamos
no existe diente contiguo. Existe un diente anterior por hemimandibula, un incisivo,
pero bastante alejado del diente que tomamos como referencia. Con el mismo
fundamento de lo explicado anteriormente podemos decir y asi confirmamos que la

posicion que menor pérdida presentaba era la distal.

La distancia entre el LAC y la cresta alveolar es normal que aumente conforme
se avanza en edad. Son cambios fisiologicos que se producen en un periodonto normal

el cual ha sido expuesto a factores agresivos a lo largo de toda una vida*.
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Esta muy relacionada con la edad la periodontitis por un tiempo de exposicion a
factores agravantes aumentado. Ademas, es importante comentar que en estudios
realizados en ratones de esta misma cepa, se observo que los sujetos de mayor edad
tenian suprimida la expresion de ciertos inhibidores de la inflamacion, dando un

descenso en los niveles de citoquinas inhibitorias de la inflamacién®.

Los esteroides sexuales son fundamentales para el desarrollo del esqueleto, la
homeostasis 6sea, la funcion inmunolégica y la reproduccién. Con la edad se produce
un descenso en los niveles de esteroides, incrementando la susceptibilidad a

periodontitis y reabsorcion alveolar®.

Lo aportado por el presente estudio nos alienta a continuar por esta senda en la
cual ain gueda mucho por hacer. Proponemos aportar datos adicionales asi como un
analisis estadistico completo y profundo de los resultados. Todo ello y mas esperemos

que sea objeto de estudio en proyectos futuros de mayor envergadura.

Conclusiones

La induccion de patologia sistémica mediante la dieta en un corto espacio de
tiempo no supone diferencia de pérdida alveolar respecto a una dieta estandar. En un
breve periodo experimental los ratones mutados no presentaron menor perdida alveolar

en comparacion con los no mutados.

Ratones de mayor edad tiene mayores pérdidas de altura de hueso alveolar. En
algunos ratones con el complejo inflamasoma inhibido se observé una menor

destruccion periodontal.
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