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RESUMEN

Introduccién: la diabetes mellitus comprende un grupo de desér
denes caracterizados por la alterada tolerancia a la glucosa y el
deterioro del metabolismo de lipidos y carbohidratos. La en-
fermedad diabética se asocia con numerosas complicaciones
directamente resultantes de la hiperglucemia. Dentro de las
complicaciones, una de las més importantes es la enfermedad
periodontal (EP) por los procesos de estrés oxidativo causados
por la patologia diabética. El objetivo de este trabajo es descri-
bir el efecto de la patologia diabética sobre los factores antio-
xidantes y oxidantes que afectan a la enfermedad periodontal.
Materiales y métodos: ratas Wistar machos fueron inyectadas
con streptozotocin (STZ, 65mg/kg). Se obtuvieron muestras de
encia y sangre para determinaciones bioguimicas. Al final de
la cuarta semana, en las muestras se determinaron las glu-
cemias, peroxidacion lipidica medida por el malondialdehido
(MDA), glutation reducido (GSH) y éxido nitrico (ON).
Resultados: la diabetes produjo cambios significativos en las
glucemias como asf también en el estrés oxidativo en encia y
plasma, con aumento de la peroxidacion lipidica (MDA) y ON. En
cuanto a la actividad antioxidante de GSH, se observé una signifi-
cativa reduccion en encia y plasma comparada con los controles.
Conclusion: la diabetes afecta todos los pardmetros oxidantes y
antioxidantes del plasma y la encia, disminuyendo la capacidad de
defensas y causando dafos en los tejidos periodontales.

Palabras clave: diabetes, enfermedad periodontal, estrés
oxidativo.
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ABSTRACT

Introduction: diabetic mellitus comprises a heterogeneous di-
sorder characterized by hyperglycemia and impaired lipid and
carbohydrate metabolism. The diabetic disease is associated
with a number of complications, resulting directly from hyper
glycemia. Among others, periodontal disease is a very impor
tant complication of diabetes. Oxidative stress plays an impor
tant role in the pathogenesis of periodontal disease.

Material and methods: Wistar male rats were injected with STZ
(65 mg/kg). At the end of week 4, gingival blood were obtained
for biochemical determinations. Oxidative changes were deter
mined by glutathione activity (GSH), lipid peroxidase (MDA), ni-
tric oxide (NO) and glycaemia.

Results: STZ treatment produced significant changes in glycae-
mia, plasma and gingival tissue MDA and NO compared to con-
trol. The antioxidant activity GSH was significantly reduced in
plasma and gingival tissue with respect to controls.

Conclusion: diabetes affects all oxidant and antioxidant parame-
ters in plasma and gingival tissue decreasing the defense capa-
city and causing damage to periodontal tissue.

Key words: diabetes, periodontal disease, oxidative stress.
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INTRODUCCION

La diabetes mellitus es un desorden metabdli-
co que ocurre en diversas formas y se caracteriza
por una anormal regulacién del metabolismo de la
glucosa. En los pacientes diabéticos la reparacion
del tejido es una secuencia de eventos que invo-
lucran inflamacién, angiogénesis, remodelacion y
reparacion completa del tejido. Algunos mecanis-
mos moleculares han sido propuestos para tener
en consideracién en estos efectos patolégicos. En
particular dos mecanismos tienen importancia en
el progreso de la enfermedad periodontal (EP) dia-
bética: la acumulacion de productos finales de la
glucosilacion avanzada en las células expuestas a
hiperglucemia crénica, y el dano provocado por el
estrés oxidativo resultante de la superproduccion
de especies reactivas de oxigeno (ERQO)'234 La
glucosilacion y gliooxidacion de proteinas a pro-
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ductos finales de la glucosilacion avanzada (AGEs)
tiene estricta dependencia con los procesos oxi-
dativos® que ocurren en la diabetes® como uno de
los factores de mayor riesgo de periodontitis. Las
reacciones de oxidacion y reduccién se consideran
comunmente bajo el término de redox. ¢ Cémo par
ticipa esta reaccion en la EP diabética? El término
estrés oxidativo describe condiciones que involu-
cran el nivel de las llamadas especies reactivas de
oxigeno (ERQ); a su vez este concepto se aplica
para explicar la relacion entre la enfermedad perio-
dontal y las condiciones sistémicas diferentes ta-
les como la diabetes’, el sindrome metabdlico®, la
disfuncion mitocondrial® y la artritis reumatoidea™
donde ocurren cambios sistémicos.

Dentro de la bolsa periodontal, un bajo potencial
redox puede ser observado como elemento princi-
pal de los anaerobios subgingivales™, en tanto que
dentro de las células vy tejidos, un bajo potencial re-
dox es considerado protectivo contra el estrés oxi-
dativo. Cuando este balance se rompe, aumenta la
produccion de radicales libres y se reduce la activi-
dad de las defensas antioxidantes™. Existen impor
tantes evidencias de una significativa relacion entre
la hiperglucemia, el estrés oxidativo y las lesiones
gingivales y éseas en la enfermedad periodontal®.

El presente estudio experimental analiza la pa-
tologia diabética y la importancia del estrés oxida-
tivo estimando los niveles de especies reactivas
de oxigeno en la encia de ratas diabéticas durante
el progreso de la inflamacion periodontal, compa-
rado con controles no diabéticos.

MATERIALES Y METODOS

- Diseno: el diseno fue experimental, retros-
pectivo y comparativo.

- Consideraciones bioéticas: el protocolo de
estudio fue aprobado por el Comité de Bioética de
la Universidad Argentina John F Kennedy (149/12).

- Criterios de seleccién: los animales fueron
seleccionados de cepa Wistar machos del Institu-
to Malbran (Buenos Aires, Argentina), con entre
200 y 220 g de peso corporal e inyectados con
una dosis i.p. de STZ de 65 mg/Kg de peso corpo-
ral, (Streptozotocin, SIGMA-Aldrich, Estados Uni-
dos), disuelta en 0,05 M de citrato buffer pH 75 ¢
vehiculo en controles adecuados.

- Criterios de exclusion: se excluyeron anima-
les con glucemias superiores a 16+/-1,3 mmol/L.

Los animales fueron divididos en dos grupos:
1) Controles (n=9); 2) Diabéticos (n=9) manteni-

dos con control de temperatura (23 +/- 2 °C), y
alimentacién y agua ad limitum durante las cuatro
semanas del experimento.

- Maniobras: previo a la cirugia, se obtuvo san-
gre de la arteria de la cola para determinar las
glucemias de ratas diabéticas y de controles por
medio de un analizador automatico (Contour TS,
Bayer Diagnostic, Argentina). A las cuatro sema-
nas, los animales 1) Controles y 2) Diabéticos fue-
ron anestesiados con thiopental sédico (40 mg/
kg). Se obtuvieron muestras sangre en heparina
por puncién cardiaca y las encias del sector incisal
y molar fueron extraidas con micro bisturi.

Las muestras de sangre extraidas con heparina
se centrifugaron y se extrajo el plasma para deter
minar los niveles de glucosa, glutation reducido
(GSH), lipido peroxidasa (MDA) y 6xido nitrico (ON).

Las muestras de encias fueron homogeneiza-
das en 10 mM Tris-HCI, pH 74, centrifugadas y ob-
tenido el sobrenadante para la determinacion de
proteinas™, GSH™, MDA' y o6xido nitrico (ON)".
Todas las muestras se determinaron por triplicado.
El grupo de animales controles fue tratado quirdr
gicamente en la misma forma que los diabéticos.

- Andlisis de datos: todas las muestras fueron
analizadas por ANOVA por test de Tukey post hoc
para multiples comparaciones y Student’s test.
Los resultados fueron expresados como la media
+ ES. Las diferencias fueron consideradas signifi-
cativas con un P<0,05.

RESULTADOS

Las ratas diabéticas exhibieron un significativo
aumento de la concentracién de glucosa plasméa-
tica comparado con controles: C: 5,6+/- 1,2; D:
16,1+/- 1,3 mmol/L; P<0,05 (Tabla 1). Los resulta-
dos de la peroxidacion lipidica, especificamente el
malondialdehido (MDA), en los animales diabéti-
cos mostraron aumento significativo con respecto
a los controles: C: 12,6+/-.5; D: 24,4+/-1,5 nmol/
mgP (P<0,05) y una disminucion de GSH en el plas-
ma de ratas diabéticas comparado con el control
(C: 25,9+/-2,1; D: 14+/-1,2 nmol/100mgPR, P<0,05);
en tanto que la actividad de ON fue C: 6+/-1,2,
D:11,3+/-1,3 nmol/mgP, P<0,05 (Tabla 1).

Por otra parte, la actividad de peroxidasa lipi-
dica (MDA) en encia de ratas diabéticas fue signi-
ficativamente aumentada respecto de controles.
1) Controles 8,52+/-.6; 2) Diabéticas: 13,5+/-1,2
nmol/mg B (P<0,05) (Figura 1); en tanto que el
glutation reducido (GSH) disminuyé significativa-
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mente respecto de Controles: C: 9,9+/7 D: 5,5+/-
1, nmol/100mg B (P<0,05) (Figura 2). El estrés
oxidativo también mostrd diferencias en la con-
centraciéon de oxido nitrico de controles y diabé-
ticos: ON: C: 2,69+/-.4; D: 6,83+/-1,1 nmol/mgR
(P<0,05) (Figura 3).

Glucemias MDA GSH ON
mM/L | nmol/mgP | nmol/100mgP| nmol/mgPj
Control 5,6+/-1,2 12,6+4/-.5 25,9+/-2,1 6+/-1,2
Diabéticas | 16,1+/-1,3% | 24,4+/-1,5* 14+4/-1,2%4 11,34/-1,34
Tabla 1: Concentracidon de glucosa plasmatica, lipido pe-
roxidasa (MDA), glutation reducido (GSH) y oxi-
do nitrico (ON) en ratas Controles y Diabéticas de
30 dias. Cada muestra representa +/- SEM (n=9).
*P<0,05.
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Figura 1: Actividad de lipido peroxidasa (MDA) en encia de
ratas Controles y Diabéticas (30 dias). Los valo-
res son la media +/- SEM. (n=9 por cada grupo).
*P<0,05 Diabéticas vs. Controles.
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Figura 2: Actividad de glutatiéon reducido (GSH) en encia de
ratas Controles y Diabéticas (30 dias) (n=9 ratas
por grupo). Los valores son las medias +/-SEM.
*P<0,05 Controles vs. Diabéticas.
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Figura 3: Actividad de oxido nitrico en encia de ratas Con-
troles y Diabéticas (30 dias) (n=9 por grupo). Los
valores representan la media +/-SEM. *P<0,05
Controles vs. Diabéticas.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio indican que
el estrés oxidativo produce cambios significativos
en plasma y encia de ratas durante la evolucion
de la diabetes. La diabetes mellitus (desorden me-
tabdlico caracterizado por hiperglucemia) y la pe-
riodontitis (desorden inflamatorio que afecta las
estructuras de soporte dentario) tienen en comun
condiciones crénicas de estrés oxidativo™.

El estrés oxidativo juega un rol importante en
la patogénesis y las complicaciones de la diabetes
mostrando que la hiperglucemia resulta en una
superproduccién de radicales libres de oxigeno
los cuales contribuyen a las complicaciones de la
diabetes' como, por ejemplo, la enfermedad perio-
dontal. La periodontitis crénica es una enfermedad
inflamatoria con una respuesta caracterizada por
exagerada inflamacién, que involucra la liberacion
de enzimas proteoliticas y especies reactivas de
oxigeno (ERO)?. Los antioxidantes son definidos
como aquellas sustancias, las cuales estan pre-
sentes a bajas concentraciones comparadas con
substratos oxidables?'. En la fisiologia normal hay
un equilibrio dindmico entre especies reactivas
oxidantes (ERO) y la capacidad de defensas anti-
oxidantes, y cuando este equilibrio se desvia en
sentido de ERO, ya sea por una reducciéon de las
defensas antioxidantes o un aumento en la produc-
cién o actividad de ERO, indefectiblemente resulta
en un proceso de estrés oxidativo.

Se han demostrado evidencias del rol crucial de
ERO en la destruccién tisular de la enfermedad pe-
riodontal?2. También se ha comprobado que indivi-

72 Catanzaro O y col. Relacién entre estrés oxidativo diabético y enfermedad periodontal / Trabajo original



Revista de la Sociedad Argentina de Diabetes Vol. 48 N° 2 Junio de 2014: 70-74 ISSN 0325-5247

duos que sufren periodontitis pueden tener un alto
riesgo de desarrollar enfermedades crénicas infla-
matorias, como enfermedades cardiovasculares y
diabetes siendo ERO uno de los mecanismos de
esta asociacion. De acuerdo con Allen?, el estrés
oxidativo se define como una modificacién entre el
balance de pro-oxidantes/antioxidantes a favor de
los primeros, conduciendo a un dafo potencial. El
aumento de la produccion de ERO durante la infla-
macion periodontal demostraria el rol de los antio-
xidantes en el estrés oxidativo?.

Tanto la diabetes como la EP son modulados
por una respuesta inmune como, por ejemplo, au-
mento de citokinas pro-inflamatoiras e iniciacion
del dano tisular. Existen diversos mecanismos que
podrian explicar la mayor incidencia de periodonti-
tits diabética: por ejemplo, una gran susceptibilidad
a infecciones como resultado de la funciéon de neu-
tréfilos en la diabetes, la formaciéon de productos
finales avanzados de la glucosilacion, los cuales au-
mentan el estrés oxidativo en el tejido periodontal,
y la unién de esos productos de la glucosilacién a
los receptores de la membrana celular lo cual esti-
mula el aumento de citokinas inflamatorias (inicia-
do por bacterias) que causan lesiones irreversibles.
Precisamente estos mecanismos podrian inducir
en el estado diabético®% a una enfermedad perio-
dontal con destruccion a través de osteoclastoge-
nésis?®. La interaccion de estos mecanismos en el
fluido de la bolsa gingival?’ y en el periodonto con la
preexistencia EP proporciona los pardmetros nece-
sarios de la destruccion periodontal de la diabetes
y explica por qué los pacientes diabéticos tienen
mucho mas riesgo de EP

La prevalencia de diabetes aumenta severa-
mente después de los 45 anos, siendo cerca del
25%. Este es un dato importante ya que la diabe-
tes mellitus y la enfermedad periodontal son créni-
cas y comunes en la poblacion, estando especial-
mente relacionadas en aquellos pacientes mayores
de 65 anos. Esta relacién se potencia frente a la
produccion de radicales libres, ya que la diabetes
mellitus es un factor de riesgo en las gingivitis y pe-
riodontitis por aumentar en severidad, progresion,
como asi también en la iniciacion de la enferme-
dad periodontal. Es importante, entonces, tener en
cuenta la funcion preventiva de antioxidantes por
su efecto de remocion de superdxidos y peréxido
de hidrégeno, o por remover iones metalicos diva-
lentes y subsecuentemente la formacion de radica-
les hidroxilicos.

Es fundamental reconocer que algunos antioxi-
dantes tienen un efecto dual y algunas veces una
accion triple. Por ejemplo, el ascorbato actia como
secuestrador antioxidante como asi también pre-
ventivo antioxidante por su capacidad para reciclar
a-tocoferol (vitamina E) desde su forma oxidada®® y
por su habilidad para unirse a iones metalicos. Lo
mismo puede decirse de la vitamina C como antio-
xidante en enfermedades inflamatorias y la diabe-
tes?9%0, El fluido gingival es tres veces mas elevado
en vitamina C que la concentracion en plasma®' y
ha sido demostrado para prevenir la colagenasa de
los neutrofilos®?.

En conclusion, lo observado en este estudio ex-
perimental demuestra que el estrés oxidativo pro-
ducido por la diabetes incrementa significativamen-
te el dano en la EP y sugiere que la diabetes crénica
induce mecanismos de destruccion que pueden ser
irreversibles. Por otra parte, el efectivo tratamiento
temprano -con un buen control de la hiperglucemia
diabética y terapia antioxidante en la EP- puede me-
jorar el progreso de la enfermedad periodontal y
consecuentemente el estado diabético y el estrés
oxidativo. Estudios en realizaciéon por nuestro grupo
de trabajo analizan el efecto de nuevos compuestos
antioxidantes en la diabetes y la EP
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