INVESTIGACION

La diabetes mellitus experimental y las alteraciones
de los tejidos blandos en Periodoncia: efectos de la
insulina y de un antagonista del receptor de cininas

The experimental diabetes mellitus in the diabetic gingival-
periodontopatia: effects of insulin and a kinin receptor antagonist

Resumen

La gingivopatia diabética ha sido reconocida no como una enfermedad infecciosa local, sino como
una enfermedad cronica inflamatoria para los tejidos gingivales. La diabetes parece contribuir a la
mayor presencia de bacterias en la encia; sin embargo, es totalmente discutible que existen cam-
bios cualitativos o cuantitativos entre la flora periodontopatica diabética y la no diabética. La enfer-
medad gingivo-periodontal es una afeccion que tiene como respuesta un cuadro cronico inflamato-
rio. La disminucion de insulina a consecuencia de alteraciones metabolicas induce hiperglucemia
progresiva, lo que determina importantes factores de riesgo para las complicaciones organicas.
Este trabajo muestra los efectos de dos factores criticos en la gingivopatia diabética: el efecto pro-
longado de hiperglucemia diabética y el estado inflamatorio y los componentes que determinan la
destruccion del tejido gingival. El tratamiento experimental de acuerdo con los resultados obteni-
dos muestra que no solo el control de la hiperglucemia diabética por insulina es importante, sino
también el ataque a los factores inflamatorios por drogas especificas.
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Summary

Diabetic gingivo-periodontal disease has been recognized not merely as a local infectious disease,
but as a chronic, inflammatory disease for the host. Diabetes seems to contribute to greater pre-
sence of bacteria on on gingival tissues; however the qualitative and quantitative differences betwe-
en periodontopathic flora in diabetic and normal subjects is still under discussion. The response to
periodontal disease corresponds to a chronic inflammatory situation. The decrease of insulin as a
consequence of metabolic alterations induces a progressive hyperglycemia, important risk factors
for diabetic organic complications. This paper shows the effect of two important critical factors in
diabetic gingival disease: the long-term effect of diabetic hyperglycemia and the inflammatory state
and the components that lead to tissue destruction. According to our results the experimental treat-
ment shows that not only the contral of the diabetic hyperglycemia by insulin is important; the attack

Introduccion

Dentro de las complicaciones diabéticas, la en-
fermedad gingivo-periodontal es una de las mas
importantes, ya que el estado hiperglucémico de
la diabetes determina modificaciones estructura-
les en la encia. La diabetes es una enfermedad
metabolica con modificaciones en la produccion
de insulina que conducen a un anormal metabo-
lismo de lipidos, azucares y proteinas. Como la
enfermedad coronaria, la enfermedad gingivo-pe-
riodontal, esta también potenciada por el estado
diabético, lo cual precipita un severo y rapido pro-
greso de la patologia (Taylor, 2001). La enferme-
dad gingivo-periodontal, cuando no existe un fac-
tor sistémico como la diabetes, es un estado infla-
matorio-infeccioso con predominio de organismos
gram-negativos en la placa de biofilm que afecta a
un porcentaje de la poblaciéon que varia entre el 7
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of the inflammatory components by specific drugs is also critical.

Key worps: periodoncia, diabetes, insulin, kallikrein, collagen.

y el 15% (Taylor et al., 1998). No obstante que las
bacterias deben estar presentes en la inflamacion
gingival, también la presencia de un huésped sus-
ceptible debe estar presente en la enfermedad.

La respuesta inmune que se desarrolla en la
encia y en los tejidos periodontales en respues-
ta a la presencia cronica de la placa bacteriana
resulta en la destruccion de los componentes
estructurales gingivo-periodontales, conducien-
do a los sintomas clinicos de la enfermedad (Pa-
papanou, 1999). La respuesta del huésped esta
determinada primariamente por factores genéti-
cos, del medio ambiente o adquiridos.

Una respuesta inflamatoria anormal, como la in-
flamacion gingival por una aumentada susceptibi-
lidad a infecciones y agravada por el estado
diabético. determina complicaciones en otros or-
ganos, como por ejemplo la enfermedad cardio-
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CUADRO |. DETERMINACION DE GLUCEMIA EN DIFERENTES
GRUPOS DE RATAS CONTROLES Y DIABETICAS (N = 10)* P < 0,05.

Glucemia (mmo/l)
20 dias ' 30 dias
Controles 58 +/-09 6,5+/-0,8
Diabéticas 18,5 +/-1,2 221 +/-14
Diab + Ins 56+/-0,6 5.9 +/-07*
Diab + Ant 16,3 +/- 1 21 +/-0,9

vascular. La hiperglucemia diabética de largo tiem-
po determina complicaciones irreversibles de las
proteinas y lipidos estructurales que forman la ma-
triz extracelular y el tejido conectivo, asi como de
las paredes vasculares (Thorstensson y Hugoson,
1993). Estos cambios estructurales resultan en
modificaciones de la funcion capilar, pobre perfu-
sion de tejidos y érganos y liberacion de especies
reactivas de oxigeno (estres oxidativo), disparan-
do un proceso inflamatorio sistémico, como por
ejemplo se observa en la pulpa dentaria en la dia-
betes (Catanzaro et al., 2006). La activacion de la
inflamacion a nivel sistémico resulta en la eleva-
cion cronica de mediadores inflamatorios y una
fase aguda de componentes tales como la protei-
na C reactiva y el fibrinogeno elevado, todos mar-
cadores de la fase de reaccion aguda observada
en la diabetes, la enfermedad coronaria y la enfer-
medad gingivo-periodontal (Slade et al., 2000). En
el presente trabajo analizamos las modificaciones
producidas en el tejido gingival por el estado dia-
betico y los efectos de insulina y un antagonista
del receptor BK1 a las cininas.

Materiales y métodos
Se utilizaron ratas machos Wistar de 200-220 g
de peso (8 a 10 por grupo). Los animales fueron
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Fig. 1. Calicreina gingival,
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divididos en grupos: 1) controles; 2) diabéticos por
Streptozotocin (65 mg/kg); 3) diabéticos inyecta-
dos con insulina (2U/dia) durante 15 dias desde el
15° dia de STZ; 4) diabéticos inyectados con des-
Arg” —[Leu?®] BK (200 ug/Kg), antagonista de cini-
nas, durante 15 dias desde el 15° dia de STZ. Los
animales fueron sacrificados a los 30 dias. Los ex-
perimentos fueron aprobados por el Comité de Eti-
ca de la Facultad de Medicina, USAL.

Determinaciones bioquimicas

Las glucemias fueron determinadas a las 76 ho-
ras después de la 1 dosis de STZ y a los 20-30
dias por medio de un lector automatico de gluce-
mia (Ascencia entrust). Muestras de dientes incisa-
les y molares fueron extraidas a los 30 dias. Homo-
geneizadas en buffer Tris pH 8,2 y centrifugadas.
Se realizaron las siguientes determinaciones: cali-
creinas tisulares (Vila et al., 1992), colageno (Walsh
etal., 1992) y proteina tisular (Lowry et al., 1951).

Mediciones gingivales

Antes de sacrificar a los animales se tomaron me-
diciones en lugares seleccionados de la encia: ves-
tibular (V) (vértice de papila gingival-surco, distal de-
recho y distal izquierdo (DD;Dl) (reborde de encia).

Las mediciones se realizaron con un calibre con
readout automatico, y los resultados se expresa-
ron en milimetros y por porcentaje respecto de
las mediciones en milimetros de los controles.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se expresaron como la
media +/- ES mediante el test de Student y ana-
lizados usando ANOVA para multiples compa-
raciones. Valores de P < 0,05 fueron considera-
dos estadisticamente significativos.

Resultados

Los resultados obtenidos han sido los siguien-
tes: en el Cuadro | se observa la glucemia de los
animales controles, los diabéticos y los diabéti-
cos inyectados con insulina o con el antagonista
BK1 a los 30 dias. Los animales controles obser-
varon glucemia entre 6,5-5,8 +/- 0,9 mmol/l du-
rante todo el experimento. Los animales diabéti-
cos mostraron glucemia de 18,5 +/-1,2a224
+/- 1,4 mmol/l, en tanto que los animales diabéti-
cos inyectados con insulina mostraron glucemia
similar a los controles (5,6 +/- 0,9), los animales
diabéticos tratados con el antagonista BK1 no
mostraron diferencias respecto de los diabéticos
(20.3 +/- 1,8). Animales controles inyectados con
insulina o antagonista BK1 no mostraron diferen-
cias (resultados no mostrados).

Actividad de calicreina tisular (ACT)
En la Figura 1 se observan los resultados de la
actividad de calicreina tisular. La ACT en contro-
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les fue de 3,1 +/- 0,6 umol/mgP. Los animales dia-
beticos mostraron un aumento significativo de la
ACT (6,8 +/- 0,9 umol/mgP) respecto de contro-
les (P < 0,05), en tanto que los animales diabeti-
cos tratados con insulina mostraron disminucion
aunque no significativa respecto de los diabéticos
(5 +/- 1,2). En los animales diabéticos inyectados
con el antagenista BK1 se produjo una significati-
va disminucion de ACT (4 +/- 0,6) (P < 0,05).

Determinacion de colageno

La Figura 2 muestra los resultados de la con-
centracion de colageno tisular. Los animales dia-
béticos mostraron una significativa disminucion
del colageno (0,9 +/- 0,02 ug prolina/mgT) res-
pecto del control (4 +/- 0,5) (P < 0,001), en tanto
que los animales diabéticos tratados con insuli-
na mostraron aumento no significativo respecto
de los controles (2,2 +/- 0,7). Los diabéticos mas
antagonista BK1 observaron también aumento
significativo alcanzando los valores normales de
controles (3,8 +/- 0,6) (P < 0,05).

Mediciones gingivales

La Figura 3 muestra los valores porcentuales
de las mediciones gingivales en puntos referi-
dos a: las lecturas en milimetros: controles: V =
34/-05mm,DDyDI=32+-06y35+-04
mm; diabeticos: V = 6,2+/-09 mm; DDy DI = 4.8
</-1,1y 47 +/- 0,8 mm; diabéticos mas insulina:
V=38+/-09DDyDI=41+/-12y44+/-07;
diabéticos mas antagonista BK1:V =3 +/- 0,7;
DDyDI=3,7 +/- 0,9y 3,6 +/- 0,8. Los valores
porcentuales respecto a los controles fueron los
siguientes: diab. vs controles: V = 100%, DD =
37%, DI = 38% de aumento (Fig. 3A); diab + ins
s controles: V = 26%, DD = 23%, DI = 29% (Fig.
38); diab + ant vs controles: V = 3%, DD = 5%,
Dl = 5% (Fig. 3C).

Discusion

La enfermedad gingival inflamatoria severa
2 menudo coexiste con una crénica diabetes
mellitus. Las infecciones de origen gingivo-pe-
~odontal en la mayoria de los casos son croni-
cas y no solamente afectan los tejidos que
rodean al diente (Haffaje y Socronsky, 1994;
Darveau et al., 1997), sino que tambien consti-
tuyen un desafio para las células inmunocom-
oetentes y las celulas que activan la cascada
nflamatoria (Dennison y Van Dyke, 1997). Los
resultados obtenidos en este trabajo muestran
Jue existirian dos factores criticos en la com-
olicacion gingivo-periodontal de la diabetes
mellitus. El primero estaria constituido por la
orolongada exposicion de los tejidos blandos a
2 hiperglucemia diabética como factor prima-
no responsable, que no solo afecta el comple-
‘o gingivo-periodontal sino también produce
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otras complicaciones, como retinopatia, nefro-
patia y neuropatia y estado inflamatorio gingi-
val (The Diabetic Control, 1993; Clark y Lee,
1995). La formacion de bases bioquimicas mo-
dificadas por la hiperglucemia produce un me-
dio osmotico y media la formacion de los pro-
ductos finales de la glucosilacion avanzada
(AGEs), una macromolécula de larga vida e
irreversible, que forma compuestos derivados
de glucosa, continua y lentamente dependien-
te del tiempo de diabetes y la concentracion
de glucosa (Browlee y Cerami, 1981).

Los AGEs se acumulan en el plasma y en los
tejidos, como por ejemplo en la encia de los dia-
béticos (De Groote, 2004). Estos productos de
glucosilacion son tambiéen responsables de las
alteraciones del colageno gingival, produciendo
modificaciones en la microangiopatia, como dis-
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minucion de la luz vascular y ateroesclerosis.
Los resultados observados por nosotros mues-
tran que la sintesis de colageno se halla dismi-
nuida en los animales diabeticos y por efecto de
insulina se recupera, lo que podria sugerir que
al disminuir la hiperglucemia diabética y no for-
marse nuevos AGEs, se recuperaria la sintesis
de colageno. Sin embargo habria que aclarar
que la produccion cronica de AGEs es tardia y
sus complicaciones son irreversibles, y no es
precisamente este modelo diabético experimen-
tal de 30 dias. En cuanto al segundo factor criti-
co la gingivopatia diabética seria el proceso in-
flamatorio temprano que se desarrolla durante
la enfermedad diabética. Por otra parte, se ha
demostrado que pacientes jovenes con diabe-
tes tipo 1 desarrollan una intensa y temprana
respuesta inflamatoria comparada con contro-
les (Salvi et al., 1997).

La destruccion del tejido conectivo que tiene
lugar en la enfermedad gingivo-periodontal dia-
betica resulta de la interaccion de bacterias y
sus productos en un medio apto con glucosa
disponible. Las celulas fagociticas mononuclea-
res y los fibroblastos disparan la activacion y se-
crecion local de mediadores catabalicos infla-
matorios, que incluyen IL-1 PGE, TNF- y BK,

Estos péptidos también actuan en forma lo-
cal en un medio con exceso de glucosa; sin em-
bargo, de acuerdo con nuestros resultados el
estado inflamatorio gingivo-periodontal estaria
especificamente relacionado con la produccion
de péptidos inflamatorios.

Es interesante observar que el tratamiento
con el antagonista BK1, si bien no reduce la hi-
perglucemia diabetica, disminuye significativa-
mente el agrandamiento gingival diabetico y
controla significativamente la actividad de cali-
creina tisular, enzima que actuando sobre el ci-
ninogeno produce bradicinina, asi como la sin-
tesis de colageno. Este efecto sugeriria que la
diabetes expresa un tipo de receptores infla-
matorios especificos (BK1) en el tejido gingi-
val, que son bloqueados por el antagonista
BK1. Como conclusion podemos afirmar que el
estado diabético produce complicaciones gin-
givo-periodontales, que estan reguladas por
dos factores criticos: 1) la hiperglucemia diabé-
tica y 2) los péptidos inflamatorios. La disminu-
cion de la hiperglucemia por si sola no es ca-
paz de reducir el agrandamiento gingival, en
tanto que el efecto del antagonista BK1, si bien
no disminuyd la hiperglucemia diabética, con-
trolo significativamente las modificaciones gin-
givales al bloguear la cascada de péptidos in-
flamatorios (citoguinas, cininas) y contribuyé a
la regeneracion tisular.

ISSN 0004-4881

Estos resultados sugieren un importante
avance en las complicaciones gingivo-periodon-
tales de la diabetes mellitus.
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