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2 RESUMEN

La cafeina (1,3,7—trimetilxantina) es un alcaloide derivado de xantinas e identificado en el café
o mate siendo este ultimo la fuente de ingreso (50%) mas importante en Argentina, seguido
por el café (36%). La cafeina atraviesa la placenta y es transportada por la leche materna.
Debido a que se ha reportado que altas concentraciones de cafeina afectan negativamente el
metabolismo mineral y osificacion endocondral, nos propusimos como objetivo evaluar el
efecto de la ingesta de cafeina por ratas gestantes sobre el desarrollo mandibular y dentario.
Materiales y métodos: Se llevo a cabo un estudio en ratas hembra de la linea Sprague-Dawley
de 7 semanas de edad que se dividieron aleatoriamente en 3 grupos (n=4/grupo): 1. Agua
(GCQ), 2. Cafeina (C, 25 mg/kg), 3. Cafeina+ (C+, 50 mg/kg). Los grupos con cafeina recibieron
una solucién de cafeina ad libitum, durante la prefiez (21 dias) y se continué hasta el dia 33
de vida de las crias. A las crias se les suministro 3 dosis de tetraciclina (10 mg/kg) a los dias
14,22 y 30 de vida. Al dia 33 de vida se sacrificaron y se obtuvieron sus hemimandibulas sobre
las que se evaludé: A) estudio morfométrico y de densidad mineral mediante radiografias; B)
estudio biomecdanico de ensayo de flexidn a tres puntos; C) histomorfometria estdtica de las
piezas dentarias y del céndilo mandibular; D) histomorfometria dindamica de piezas dentarias.
La comparacion entre los grupos se hizo mediante test de ANOVA y test de comparacién
multiple de Tukey. Los datos se expresan como media£DS. Se considerd significativo a p<0.05.
Resultados: A.1) No se hallaron diferencias significativas a nivel morfométrico. A.2) La
densidad mineral a nivel del incisivo fue significativamente mayor en C+ vs GC (GC:
18.86+6.07, C: 21.99+4.89, C+: 25.16+4.25*; p<0.05), sin diferencias a nivel del hueso
mandibular. B) Se observé incremento significativo de la fuerza maxima soportada los grupos
Cy C+vsel GC(GC: 24.6+2.1, C: 30.4%3.6%, C+: 30.145.6*; p=0.01). La fuerza de fractura y la
rigidez mostraron incremento significativo en el grupo C+ vs el GC (fuerza de fractura: CG:
21.942.6, C: 26.2+4.6, C+: 27.545.7*, p=0.04; rigidez: CG: 39.5+7.8, C: 52.0+22.8, C+:
63.8+13.5*%; p=0.01). C.1) A nivel del condilo mandibular se hall6 un menor espesor del
cartilago condilar en ambos grupos que recibieron cafeina vs GC. C.2) Se observé una mayor
densidad celular de odontoblastos y ameloblastos en C+ vs el GC. D) Por histomorfometria
dindmica se observé un incremento significativo en la aposicidon de tejido dentinario (um)
correspondiente al ultimo intervalo administrado (dia 30 a 38) en ambos grupos que
recibieron cafeina vs el GC (GC: 813.8+122, C: 1698+117.4*, C+: 1555+128.1*; p>0.01)
Conclusién: La administracidon de cafeina durante la gestacion y lactancia en ratas parece
tener efectos diferenciados en el desarrollo dentario y mandibular de sus crias. Mientras que
la cafeina mejora varios parametros dentarios, como la densidad mineral de los incisivos, la
resistencia biomecanica y la proliferacién celular en los tejidos dentarios, parece tener un
efecto negativo en el cartilago condilar, region mandibular con un desarrollo de tipo
endocondral.



3 ABREVIATURAS

UAD - Unién amelodentinaria

UAC - Unién amelocementaria

MEB - microscopia electrdénica de barrido

BMP - proteinas morfogenéticas dseas

DS — Desvio estandar

TGF-B - factor de crecimiento transformante beta
BSP - proteinas de la matriz 6sea

FGFs - factores de crecimiento fibroblasticos

Shh - proteinas Hedgehog

RUNX2 - factor de transcripcién relacionado con Runt 2
IGF-1vy 2 - factores de crecimiento insulinico 1y 2
FGF - factor de crecimiento de fibroblastos

PDGF - factor de crecimiento derivado de plaquetas
RANKL - ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B
M-CSF - factor estimulante de colonia de macréfagos
TRAP - fosfatasa 4cida resistente al tartrato

PTH - parathormona

ATM - articulacién temporomandibular

XO - xantina oxidasa (XO)

NAT2 - N-acetil transferasa 2

cAMP - Adenosin monofosfato ciclico

AHA - altura vertical del hueso alveolar

MMA — Metilmetacrilato

DFR = Dentin formation rate

MAR - mineral apositional rate

ns - no significativo



4 INTRODUCCION
4.1 TEJIDO DENTARIO

MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA DENTARIA
Desde el punto de vista anatémico, las piezas dentarias constan de una corona y una raiz, con
el cuello dentario como la regiéon que une ambas estructuras (Figura 1). La corona clinica es la
porcion visible del diente en la cavidad bucal, mientras que la raiz se inserta en el hueso
alveolar, fijandose a este mediante el ligamento periodontal, un tejido conectivo fibroso que
provee soporte y estabilidad. Aunque los dientes varian considerablemente en forma y
tamafio, su estructura histoldgica es fundamentalmente similar. El eje estructural de cada
diente estd compuesto por la dentina, un tejido conectivo mineralizado de origen

ectomesenquimatico.?

Esmalte Corona

Coronaclinica Encia

Cuello

Esmalte .
Dentina

Dentina
Encia

Pulpa
Corona
anatomica

Periodonto

Canal radicular —————U} A-'_ - [ Raiz
s ! = | \ -
Cemento =

Ligamento ﬁi

periodontal A

Hueso alveolar

Figura 1. Pieza dentaria. Modificado de Cate, 2018 y Junqueira & Carneiro, 2013.

En la corona, la dentina estd protegida, ya que se encuentra recubierta por esmalte, un tejido
extremadamente duro de origen ectodérmico que actla como primera barrera externa. En la
region radicular, la dentina estd recubierta por cemento, un tejido conectivo calcificado de
origen ectomesenquimatico.?

La uniéon entre esmalte y dentina se conoce como la uniéon amelodentinaria (UAD), mientras
que la unién entre cemento y dentina se denomina unién cementodentinaria (UAC).

Internamente, la dentina rodea una cavidad de forma similar a la del diente, conocida como



cavidad o cdmara pulpar, que contiene la pulpa dentaria, un tejido conectivo. La pulpa y la

dentina forman una unidad estructural y funcional llamada complejo dentino-pulpar.3

HISTOLOGIA DENTARIA
COMPLEJO DENTINO-PULPAR: PULPA DENTAL
La pulpa dental forma parte del complejo dentino-pulpar (Figura 2), cuya estructura y funcién
derivan de la papila dental, un tejido de origen ectomesenquimatico.? Esta es la Gnica porcion
blanda del diente y su morfologia se adapta a la anatomia de cada pieza dental. En los dientes
multirradiculares, como premolares y molares, la pulpa se divide en una porcién coronaria y
otra radicular. La regidn coronaria presenta un techo y un piso, desde el cual parten los
conductos radiculares que se extienden hacia los fordmenes apicales ubicados en el vértice
distal de las raices. Por otra parte, la pulpa radicular ocupa los conductos radiculares y en

dientes unirradiculares se continta sin limites definidos con la pulpa coronaria.t

Proceso
odontoblastico |{]

Terminaciones
nerviosas

Predentina

Complejo -
de unién —— RER
Odontoblastos—— Aparato de

Golgi

Nucleo de
Odontoblastos odontoblasto

Zona

Zona pobre en I 2
L odontogenica

células Zona pobre en
células
Zona rica en células

Zona rica en células —

Vasos
sanguineos

Figura 2. Complejo dentino-pulpar. Modificado de Kumar, 2019.

Con el avance de la edad, el tamafio de la cavidad pulpar se reduce debido a la deposicién de
dentina secundaria y, en respuesta a estimulos nocivos, la formacién de dentina terciaria, la
cual puede deformar la cavidad pulpar. Asi, el complejo dentino-pulpar, estructural,
embriolégica y funcionalmente, actia como una unidad bioldgica.

En cuanto a la organizacion celular, los cuerpos de los odontoblastos se situan en la interfaz

entre la pulpa y la dentina, con sus prolongaciones, denominadas procesos odontoblasticos,



dentro de los tubulos dentinarios, atravesando el espesor de la dentina. Desde el punto de
vista embrioldgico, tanto la pulpa como la dentina derivan de la papila dental, siendo los
odontoblastos responsables de la formacién y mantenimiento de la dentina y los fibroblastos

de la formacién y remodelacién de la pulpa dental.?

COMPONENTES ESTRUCTURALES DE LA PULPA

La pulpa es un tejido conectivo, altamente vascularizado e inervado. En su periferia se
encuentran los odontoblastos, células especializadas que producen diferentes tipos de
dentina. La pulpa esta compuesta por un 75% de agua y un 25% de materia orgdnica,

conformada por células y matriz extracelular, la cual incluye fibras y sustancia fundamental.”

Poblaciones celulares de la pulpa

Odontoblastos: Son las células que sintetizan la dentina que se ubican en la periferia de la
pulpa, formando la capa odontoblastica. Estos muestran variaciones morfoldgicas
relacionadas con su actividad secretora, siendo mas altos y numerosos en la regién coronaria
que en la radicular.* En la regién coronaria alcanzan la cifra aproximada de 45000 por mm?y
su numero disminuye sensiblemente en la zona radicular. Los odontoblastos en plena
actividad presentan un citoplasma baséfilo; debido a un gran desarrollo del reticulo
endoplasmatico granular (REG) asociado con la sintesis de matriz extracelular de la dentina
(predentina), presentando forma de células cilindricas altas (40 um) con nucleos grandes de
localizacion basal. Estas células son responsables de secretar los componentes de la matriz

organica de la dentina, como glicoproteinas, proteoglicanos y coldgeno (Figura 3).°

En la prolongacion odontoblastica de un odontoblasto joven (activo), se observan vesiculas
secretoras y escasas organelas. El citoesqueleto constituido por microtubulos vy
microfilamentos es el encargado de mantener la forma celular, especialmente a nivel de la
prolongacion (donde los filamentos se disponen linealmente) cuando la célula realiza los

movimientos de retroceso en su actividad dentinogénica.



Proceso
Predentina Odontoblastos odontoblastico

Dentina

Figura 3. Corte histolégico del complejo dentino-pulpar. Modificado de Cate, 2018.

Los odontoblastos se asocian unos a otros a través de sistemas de unién para formar la capa
odontoblastica. El proceso odontobldstico es el responsable de transportar y liberar por un
mecanismo de exocitosis los granulos maduros al espacio extracelular. Los granulos contienen
glucosaminoglicanos, glicoproteinas y precursores del coldgeno, componentes basicos de la

matriz organica de la dentina (predentina) (Figura 4).

Dentina

Cuerpo de

odontoblastos Cuerpo de

odontoblastos

..' " 5
ol

Conducto radicular

Figura 4. Dentina y odontoblastos. Corte histolégico. Modificado de Kumar, 2019.

La prolongacion citoplasmatica en el interior del tubulo dentinario puede llegar hasta la

conexion amelodentinaria, aunque en general, las prolongaciones ocupan solo el tercio



interno de la dentina. No obstante, no todos los tubulos poseen prolongaciones
citoplasmaticas.

El odontoblasto maduro es una célula altamente diferenciada que ha perdido la capacidad de
dividirse. Los nuevos odontoblastos que se originan en los procesos reparativos de la dentina

lo hacen a expensas de las células ectomesenquimaticas o células madre de la pulpa dental.

Fibroblastos: Son las células mds abundantes en el tejido pulpar, principalmente en la zona
coronaria. Secretan los precursores de las fibras colagenas, reticulares y elasticas, como asi
también son los encargados de sintetizar y secretar componentes de la sustancia
fundamental/amorfa. Los fibroblastos son los responsables del mantenimiento y renovacion
de la matriz extracelular. En la pulpa adulta los fibroblastos son menos activos.*

Células madre ectomesenquimaticas: Ubicadas en la regién subodontoblastica y proximas a
los capilares, estas células tienen la capacidad de diferenciarse en odontoblastos o
fibroblastos en respuesta a estimulos reparativos. El nimero de estas células disminuye con
la edad, lo cual trae aparejado una reduccién en la capacidad de autodefensa y regeneracion
de la pulpa.®

Macroéfagos y células dendriticas: Participan en los mecanismos de defensa de la pulpa,
eliminando células muertas y microorganismos, y activando la respuesta inmunoldgica a
través de la presentacion de antigenos.’

Otras células del tejido pulpar: Se identifican linfocitos T, células plasmaticas y en ocasiones

eosinofilos y mastocitos.

Fibras y sustancia fundamental

Fibras colagenas: Principalmente compuestas por coldgeno tipo |, representan alrededor del
60% del colageno pulpar. La matriz extracelular también contiene coldgeno tipo Il y VI.>

Fibras reticulares: Formadas por delgadas fibrillas de colageno tipo Il asociadas a
fibronectina. Son fibras muy finas que se distribuyen de forma abundante en el tejido
mesenquimatico de la papila dental.> Estas fibras se disponen al azar en el tejido pulpar,
excepto a nivel de la regién odontoblastica donde se insindan entre las células y constituyen

el plexo de Von Korff.2



Sustancia fundamental: Estd compuesta por proteoglicanos, glicoproteinas y agua. El acido
hialurénico es un componente esencial en pulpas maduras, proporcionando viscosidad y

cohesion a la sustancia fundamental.

ZONAS TOPOGRAFICAS DE LA PULPA
Desde el punto de vista histoldgico, la pulpa dental presenta cuatro regiones bien
diferenciadas. Estas zonas, desde la predentina (dentina sin mineralizar) hacia el interior de
la pulpa, son:

1) Zona odontoblastica

2) Zona subodontobldstica u oligocelular de Weil

3) Zonarica en células

4) Zona central de la pulpa

Zona odontobl3stica: Esta zona esta formada por odontoblastos dispuestos en empalizada.

Los cuerpos celulares de los odontoblastos estan conectados entre si por complejos de union,
destacdndose las uniones ocluyentes y los desmosomas en la porcidon proximal, adyacente a
la predentina. Estas uniones permiten mantener la integridad de la capa odontoblastica.
Ademas, en las caras laterales de los odontoblastos predominan las uniones de hendidura o
gap junctions, que regulan el intercambio de metabolitos entre estas células.*

Zona subodontoblastica u oligocelular de Weil: Con un espesor ~40 um, esta zona se

caracteriza por la baja cantidad de células. Es claramente visible en la regidn coronaria de los
dientes, pero estd ausente en la regidn radicular. En esta regidon se encuentra el plexo
nervioso de Raschkow, que puede visualizarse mediante técnicas de impregnacién argéntica.
También se hallan células dendriticas que participan en la respuesta inmunitaria de la pulpa.

8

Zona rica en células: Esta region tiene una alta densidad celular, y es donde predominan

células ectomesenquimaticas, también conocidas como células madre de la pulpa. Los
fibroblastos de esta zona son responsables de la sintesis de fibras de Von Korff, que son
esenciales para la estructura del tejido pulpar.

Zona central de la pulpa: La zona central de la pulpa estad formada por tejido conectivo laxo.

En esta regidn se observa una abundante presencia de vasos sanguineos vy fibras nerviosas.

La poblacién celular estd principalmente constituida por fibroblastos, células



ectomesenquimaticas y macréfagos perivasculares, que juegan un papel crucial en el

mantenimiento y reparacién del tejido pulpar.®

COMPLEJO DENTINO-PULPAR: DENTINA
La dentina es el eje estructural del diente, constituyendo el tejido mineralizado que conforma
la mayor parte del volumen de la pieza dentaria. En la porcién coronaria, la dentina esta
recubierta por el esmalte, mientras que en la regidon radicular esta tapizada por cemento.
Internamente, la dentina delimita la cdmara pulpar, la cual contiene a la pulpa dental, un
tejido vital que interactta intimamente con la dentina a lo largo de la vida del diente.*
El espesor de la dentina varia segun el tipo de diente. Es mayor en los bordes incisales o
cuspideos, y disminuye en la raiz. En dientes mas viejos, el espesor aumenta debido a la
formacién de dentina secundaria, un fendmeno de crecimiento aposicional que se produce
con el tiempo.!
En cuanto a su estructura, la dentina presenta dos componentes esenciales: la matriz
mineralizada y los tubulos dentinarios que la atraviesan. Estos tubulos alojan los procesos
odontoblasticos, extensiones citoplasmaticas de los odontoblastos, las células responsables
de la produccién de la matriz colagena vy la calcificacion de la dentina.
La dentina esta compuesta por un 70% de materia inorganica mineralizada (principalmente
cristales de hidroxiapatita), 18% de materia organica (principalmente fibras coldgenas) y 12%
de agua.
Los cuerpos de los odontoblastos estan separados de la dentina mineralizada por una delgada
capa de matriz organica no mineralizada denominada predentina. La dentina y la pulpa
forman una unidad estructural y funcional, ya que la pulpa nutre y mantiene la vitalidad de la
dentina, mientras que la dentina actia como una barrera protectora para la pulpa. Ambas
comparten un origen embrionario comun, derivado del ectomesenquima de la papila dental,

y juntas constituyen el complejo dentino-pulpar.®

ESTRUCTURA HISTOLOGICA DE LA DENTINA

Unidades estructurales basicas




Las principales unidades estructurales de la dentina son los tubulos dentinarios y la matriz
intertubular, las cuales determinan sus propiedades mecanicas y bioldgicas.

Los tubulos dentinarios son estructuras cilindricas delgadas que se extienden a lo largo del
espesor de la dentina, desde la pulpa hasta la unién amelodentinaria o cementodentinaria.
Estos tubulos se encuentran revestidos por dentina peritubular, una matriz altamente
mineralizada que juega un papel crucial en la resistencia mecdnica de la dentina. En su
interior, los tubulos albergan la prolongacién odontoblastica o proceso odontobl3stico, y
entre esta estructura y la pared tubular se encuentra el espacio periprocesal, ocupado por el

fluido dentinario, responsable en parte de la vitalidad y sensibilidad de la dentina. 1°

Morfologia general de los tubulos: curvaturas y ramificaciones

Los tubulos de la dentina coronaria siguen una trayectoria curvada en forma de S italica,
conocida como curvatura primaria, causada por el apinamiento de los odontoblastos durante
la formacidn de la dentina. El nUmero de tubulos por milimetro cuadrado decrece desde la
pulpa hacia las regiones mas externas de la dentina, desde aproximadamente 45000-65000
por mm? cerca de la pulpa, hasta 15000-20000 por mm? en las regiones mas alejadas de la
pulpa.l! El didmetro de los tubulos también varia siendo de mayor didmetro en la proximidad
de la pulpa alcanzando hasta 5 um de diametro y de menor didmetros en la periferia, de 1,7

um promedio.*?

Pared de los tubulos dentinarios

Los tubulos estan rodeados por dentina peritubular, un anillo mineralizado que se deposita
de manera centripeta dentro del tubulo y aumenta con la edad. Esta dentina peritubular es
notable por su alto contenido mineral y ausencia de colageno, diferencidndose de la dentina
intertubular, que contiene mas material organico. La mineralizacion de la dentina peritubular

puede incluso obliterar los tibulos en el tiempo, un proceso conocido como esclerosis.

Contenido de los tubulos dentinarios

Los tubulos dentinarios contienen la prolongacién odontoblastica, que es una extension
citoplasmatica de los odontoblastos. Ademas, el espacio periprocesal estd lleno de un fluido
rico en sodio que mantiene la homeostasis de la dentina. En el espacio periprocesal penetran

hasta cierta distancia, fibras nerviosas amielinicas provenientes de la pulpa.'?



La matriz intertubular o dentina intertubular se distribuye entre las paredes de los tubulos
dentinarios y su componente fundamental son las fibras de coldgeno que constituyen una

malla fibrilar entre la cual se depositan los cristales de hidroxiapatita.4

CLASIFICACION HISTOTOPOGRAFICA DE LA DENTINA

La dentina puede clasificarse en tres zonas principales: la dentina del manto, la dentina
circumpulpar y la predentina. Estas zonas se diferencian tanto en sus caracteristicas

histoldgicas como en su funcion durante el proceso de formacién del diente.?

Dentina del manto

La dentina del manto es la primera dentina en formarse, sintetizada por los odontoblastos
recién diferenciados. Constituye una capa delgada situada bajo el esmalte en la corona y el
cemento en la raiz. Su matriz orgdnica estd compuesta por fibras coldgenas gruesas,
denominadas fibras de Von Korff, que en la corona se orientan de manera paralela a los
tubulos dentinarios y perpendicular a la unidn amelodentinaria, mientras que en la raiz se
disponen paralelas a la interfase cementodentinaria. La mineralizacidon de esta dentina es
distinta a la de la dentina circumpulpar, resultando en una menor calcificacion. La dentina del
manto también presenta un numero elevado de tubulos debido a la presencia de

ramificaciones terminales.1®

Dentina circumpulpar

Posterior a la formacién de la dentina del manto, se deposita la dentina circumpulpar, que
constituye la mayor parte del volumen de la dentina. A diferencia de la dentina del manto,
sus fibras coldgenas son mas finas y estan dispuestas de manera irregular, formando una red
densa. La mineralizacion en esta region es de tipo globular, lo que contrasta con la

mineralizacion lineal de la dentina del manto.

Predentina

La predentina es una capa de dentina no mineralizada, localizada entre los odontoblastos de
la pulpay la dentina circumpulpar. Estd compuesta por una matriz organica rica en proteinas
sulfuradas, similar a la sustancia osteoide del hueso, y es facilmente distinguible en cortes

descalcificados tefiidos con hematoxilina-eosina, debido a su acidéfila/eosinofilia. Esta capa



se mantiene durante toda la vida, debido a la continua actividad, lenta, de los

odontoblastos.?

DENTINOGENESIS

Generalidades
La dentinogénesis es el proceso mediante el cual la papila dental, a través de sus células
especializadas llamadas odontoblastos, sintetiza una matriz orgdnica que posteriormente se
calcifica para formar la dentina. Este proceso puede dividirse en tres etapas:

1- Elaboracién de la matriz organica, compuesta por fibras coldgenas y un componente

amorfo.

2- Maduracion de la matriz.

3- Precipitacion de sales minerales (mineralizacién).
La formacién de la dentina comienza en el estadio de campana avanzada, iniciandose en el
vértice de la papila dental que corresponde a las futuras cuspides o bordes incisales. La
formacion de la dentina radicular ocurre posteriormente, en sentido apical, bajo la influencia
de la vaina epitelial de Hertwig.?
Ciclo vital de los odontoblastos
Los odontoblastos se diferencian a partir de células ectomesenquimaticas de la papila dental,
bajo la influencia del epitelio interno del érgano del esmalte. Este ciclo puede dividirse en las
siguientes etapas:

1- Células mesenquimaticas indiferenciadas.

2- Preodontoblastos.

3- Odontoblastos jévenes.

4- Odontoblastos secretores.
La predentina, que elaboran los odontoblastos, estd compuesta principalmente por colageno
de tipo I, V y VI. Una vez formada, el odontoblasto participa en su mineralizacién,
transformandola en dentina del manto. Cuando la prolongacién odontoblastica queda alojada
en el tubulo dentinario de la matriz de la dentina recién formada el odontoblasto, que se
desplaza centripetamente hacia el interior de la pulpa, recibe la denominacion de
odontoblasto maduro. Luego, aunque disminuye de volumen, contribuye durante el resto de

su vida al mantenimiento de la matriz dentinaria. 1°



Formacion de la dentina del manto

La dentina del manto es la primera en formarse y estd compuesta por fibras colagenas gruesas
dispuestas paralelamente entre si y de manera perpendicular a la lamina basal, que mas tarde
se convertira en la UAD. Una vez que esta predentina alcanza un espesor de
aproximadamente 6 pm, comienza su mineralizacién.t’

Simultaneamente con el primer depdsito de la dentina del manto, los ameloblastos fagocitan
la [dmina basal y se establece una unidn festoneada entre ambos tejidos.

Formacion de la dentina circumpulpar

Una vez que se ha mineralizado la dentina del manto, los odontoblastos contintdan secretando
matriz orgdnica, formando la dentina circumpulpar. La matriz extracelular de esta regién esta
compuesta por fibras coldgenas mas delgadas, dispuestas de manera irregular, formando una
red orientada de manera perpendicular a los tubulos dentinarios.

La mineralizacién sigue un patréon globular, donde se forman multiples nucleos de
cristalizacion globulares (llamados calcosferitos) que luego se fusionan.® Si esta fusion no se
completa, se genera la dentina interglobular. Al limite existente entre la predentina y la matriz
dentinaria previamente mineralizada se le denomina frente de mineralizacidn. La aposicidon
ritmica de la matriz y las distintas etapas de la calcificacidon quedan registradas en las lineas
incrementales de la dentina. Siempre persiste una capa de dentina no mineralizada
(predentina) entre los odontoblastos y el frente de mineralizacion cuyo espesor oscila entre

10y 40 pm. %20

Formacion de la dentina radicular

La formacion de la dentina radicular comienza después de completada la formacién del
esmalte y se encuentra avanzada la deposicién de dentina coronaria. Los odontoblastos
radiculares se diferencian bajo la induccion de la vaina epitelial de Hertwig, siguiendo
procesos similares a los de la formacién de la dentina coronaria, aunque con algunas
diferencias en la disposicién de las fibras coldgenas, que son paralelas a la interfase dentina-

cemento.?!



ESMALTE

El esmalte cubre la dentina coronaria, ofreciendo una proteccion esencial al tejido conectivo

subyacente que conforma el complejo dentino-pulpar. Es el tejido mas duro del organismo,

compuesto principalmente por prismas altamente mineralizados. Esta dureza se debe a su

alto contenido de matriz inorgdnica (95%) y bajo contenido de matriz orgdnica (entre 0.36%

y 2%). Los cristales de hidroxiapatita, compuestos por fosfato de calcio, representan el

componente inorgédnico del esmalte (Figura 5).2

Algunas de las caracteristicas que hacen del esmalte un tejido Unico incluyen:

Origen embrioldgico: El esmalte deriva del érgano del esmalte, de naturaleza
ectodérmica.??

Matriz organica: La matriz organica del esmalte esta formada por proteinas y
polisacaridos, pero no contiene coldgeno.

Cristales de hidroxiapatita: densamente empaquetados y son mas grandes que los
presentes en otros tejidos mineralizados. Estos son susceptibles (solubles) a la accién
de los acidos.

Células secretoras: Los ameloblastos, las encargadas de la secrecidon del esmalte,
desaparecen tras la formaciéon de este tejido durante la erupcién dental. Tras la
formacion del esmalte los ameloblastos formardn, junto con el resto del érgano del
esmalte, el epitelio dental reducido. En el momento de la erupcidn se fusionara este
epitelio con el epitelio bucal, parte de este migrara hacia el cuello dentario para
formar la primera adherencia epitelial. Esto significa que, una vez erupcionado, el
esmalte no puede regenerarse ni formar nuevo tejido.

Acelularidad: El esmalte maduro no contiene células ni prolongaciones celulares, por
lo que no se considera un tejido en el sentido clasico, sino una sustancia extracelular
altamente mineralizada.

Respuesta a noxas: Frente a una noxa, el esmalte pierde sustancia y no puede

repararse, aunque puede sufrir procesos de remineralizacién bajo ciertas condiciones.

El esmalte en los dientes erupcionados esta cubierto inicialmente por una pelicula primaria,

que es el ultimo producto de secreciéon de los ameloblastos, ofreciendo proteccién. Esta



pelicula desaparece con la entrada en oclusidn y es reemplazada por una pelicula secundaria
de origen salival, conocida como pelicula adquirida, sobre la cual se forma el biofilm.

En su superficie interna, el esmalte estd en contacto con la dentina a través de la UAD, en el
area cervical, el espesor del esmalte es minimo, y se relaciona tanto con el cemento como

con la encia mediante la unién dentogingival.?3

Esmalte
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Figura 5. Microfotografia de corte del esmalte. Modificado de Kumar, 2019.

ESTRUCTURA HISTOLOGICA DEL ESMALTE

El esmalte dental se compone de la unidad estructural basica denominada "prisma del

esmalte" y de varias unidades estructurales secundarias que se originan a partir de esta.!

Unidad estructural basica del esmalte

Los prismas del esmalte, formados por cristales de hidroxiapatita, constituyen la mayor parte
de la estructura del esmalte prismatico. Este esmalte se extiende desde la UAD hasta la
superficie externa del esmalte. En las regiones periféricas de la corona y a nivel de la UAD, se
encuentra una zona de esmalte aprismatico, donde la disposicién de los cristales no configura

prismas discernibles.



Esmalte prismatico

La morfologia de los prismas se caracteriza por estructuras longitudinales de
aproximadamente 4 um de diametro, que se extienden desde la UAD hasta la superficie del
esmalte. Su longitud excede el espesor del esmalte debido a su disposiciéon sinuosa, y su
didmetro varia entre 4 y 10 um.! Cuando se observan mediante microscopia dptica, los
prismas del esmalte aparecen como bandas delgadas y paralelas en cortes longitudinales,
mientras que en cortes transversales se presentan con una morfologia hexagonal u ovoidal,

similar a escamas de pescado.?

En estudios con microscopia electronica de barrido (MEB), los prismas exhiben una
disposicion irregularmente paralela en cortes longitudinales, mientras que en cortes
transversales presentan la clasica morfologia de "ojo de cerradura”, permitiendo identificar
la cabeza (en forma de clpula) y la cola del prisma.?® Los prismas estan estrechamente
interrelacionados, de modo que las cabezas de los prismas se ubican entre las colas de los
prismas adyacentes. El material orgdnico, aunque escaso, rodea los prismas y se dispone
principalmente en Ila periferia, formando la denominada vaina del prisma.
En cortes longitudinales bajo MEB, se puede observar una segmentacion transversal de los
prismas, marcada por lineas mas densas que se disponen a intervalos de 4 um, lo que refleja
los descansos ritmicos en el proceso de deposicion de la matriz organica durante la

amelogénesis.?®

Esmalte aprismatico

El esmalte aprismatico se refiere a la porcion del esmalte que carece de prismas definidos.
Este material, con un espesor aproximado de 30 um, se encuentra en la superficie externa del
esmalte prismatico y estd presente en todos los dientes primarios. En los dientes
permanentes, se localiza en aproximadamente el 70% de los casos, principalmente en las
regiones cervicales, fisuras y microfisuras, con una menor presencia en las superficies

cuspideas.!

AMELOGENESIS

Generalidades



La amelogénesis es el proceso por el cual se forma el esmalte dental, y se divide en dos etapas
principales: primero, la elaboracién de una matriz organica extracelular, y segundo, la
mineralizacion casi inmediata de esta matriz, la cual comprende dos fases: a) la formacidn,
nucleacion y elongacion de los cristales de hidroxiapatita, y b) la remocidon de la matriz
organica seguida por la maduracién del cristal.?

Los ameloblastos, que son las células encargadas de este proceso, se diferencian a partir del
epitelio interno del érgano del esmalte y alcanzan un alto grado de especializacién durante el
desarrollo dental. La diferenciacién de los ameloblastos esta condicionada por la presencia
de dentina, lo que explica que este proceso comience en el extremo cuspideo del diente en
formacién y se propague en direccidn hacia las asas cervicales, hasta que todas las células del

epitelio interno se diferencien en ameloblastos (Figura 6).%”
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Figura 6. Corte histolégico de ameloblastos. Modificado de Kumar, 2019.

Ciclo vital de los ameloblastos

El ciclo vital de los ameloblastos se divide en las siguientes etapas:



1- Etapa morfogénica (preameloblasto).

2- Etapa de organizacion o diferenciacion (ameloblasto joven).

3- Etapa formativa o de secrecion (ameloblasto activo, secretor o maduro).
4- Etapa de maduracién.

5- Etapa de proteccion.

6- Etapa desmolitica.

1. Etapa Morfogénica

Durante la etapa morfogénica, las células del epitelio interno del érgano del esmalte
interactuan con las células ectomesenquimaticas de la papila dental, determinando la forma
de la CAD y de la corona dental. Los preameloblastos, en este periodo, son células cilindricas
bajas con un nucleo centralmente ubicado. El epitelio interno del érgano del esmalte esta
separado del tejido conectivo de la papila por una ldmina basal delgada, llamada I[dmina basal
ameloblastica.?®

Durante esta etapa, comienza la expresion y secrecidon de proteinas esenciales como la
tuftelina, la sialofosfoproteina dentinaria y la ATPasa dependiente de calcio, lo que marca el

inicio de la formacidn del esmalte. 2°

2. Etapa de organizacion (ameloblasto joven)

Esta etapa coincide con el periodo de campana del desarrollo dental. Las células del epitelio
interno del esmalte inducen mediante la produccidon de TGF-B a las células mesenquimaticas
adyacentes a diferenciarse en odontoblastos. Los ameloblastos en esta fase cambian de
forma: se alargan, polarizan sus organelas hacia el extremo distal y se alinean estrechamente
entre si mediante complejos de unidn. Esta etapa coincide con el inicio de la secrecién de
dentina por los odontoblastos, lo que provoca una inversién en la corriente de nutricién de
los ameloblastos, quienes pasan a depender de los capilares del saco dentario en lugar de la

papila dental.!

3. Etapa formativa o de secrecion (ameloblasto activo)

En esta etapa, los ameloblastos pierden la capacidad de dividirse por mitosis. Son células
cilindricas de aproximadamente 60 um de altura, con un citoplasma fuertemente baséfilo y

un nucleo ubicado en el polo distal, opuesto a la futura UAD. Los ameloblastos secretores



contienen vesiculas conocidas como cuerpos amelobldsticos o adamantinos, que son
formaciones granulares precursoras de la matriz orgdnica del esmalte. Estas vesiculas se
liberan contra la dentina recién formada, permitiendo la secrecidn de proteinas del esmalte
y la aparicién casi simultdnea de cristales inorgéanicos.

En el proceso de secrecion, los cristales de hidroxiapatita del esmalte recién formado se
interdigitan con los cristales de la dentina subyacente. El ameloblasto desarrolla una
proyeccidn cénica conocida como proceso de Tomes, responsable de la organizacién de los

prismas del esmalte y de la disposicidn de los cristales dentro de ellos. 13°

4. Etapa de maduracidén

La maduracion ocurre después de que se ha formado la mayor parte del espesor de la matriz
del esmalte en las areas oclusales o incisales. Durante esta fase, los ameloblastos disminuyen
ligeramente su tamano y el proceso de Tomes desaparece. En su lugar, aparecen
microvellosidades e invaginaciones tubulares en el polo proximal de los ameloblastos,
similares a las estructuras observadas en los osteoclastos, lo que sugiere que estas células
tienen funciones absortivas en esta etapa.

Estas invaginaciones permiten la eliminacidn del agua y de gran parte de la matriz organica
del esmalte, facilitando el aumento del componente inorganico, principalmente cristales de
hidroxiapatita. De esta manera, el esmalte adquiere su configuracion madura, con un mayor

porcentaje de mineralizacién que en las fases previas.?!

5. Periodo de protecciéon

Cuando el esmalte ha alcanzado su mineralizacidn completa, los ameloblastos entran en una
fase de regresion. Estas capas celulares se fusionan para formar el epitelio reducido del
esmalte, cuya principal funcién es proteger el esmalte recién formado y mineralizado del
tejido conectivo subyacente hasta el momento de la erupcién del diente.

Antes de completar su funcidn, los ameloblastos secretan la cuticula primaria, también
conocida como la membrana de Nasmyth, que recubre la superficie del esmalte en desarrollo

y desempefia un papel protector temporal.

6. Etapa desmdlitica




La ultima fase de la vida de los ameloblastos es la etapa desmdlitica, durante la cual el epitelio
reducido del esmalte prolifera e induce la atrofia del tejido conectivo que lo separa del
epitelio bucal. Este proceso facilita la fusién entre ambos epitelios, lo que permite que el
diente en desarrollo pueda erupcionar a través de la encia sin generar una respuesta

inflamatoria significativa.!

Formacién y maduracidn de la matriz

Secrecidn de la matriz organica

Durante la etapa avanzada de campana, la primera capa de predentina induce la
diferenciacién de los ameloblastos secretores, lo que lleva a la secrecion del componente
organico del esmalte. Los procesos de sintesis y secrecidon de la matriz en los ameloblastos
son similares a los observados en otras células secretoras:

a) Sintesis de sustancias de bajo peso molecular en el reticulo endoplasmatico rugoso.

b) Concentracion de estas sustancias en el complejo de Golgi.

¢) Formacion de granulos secretorios, conocidos como cuerpos adamantinos.

d) Fusién de los cuerpos adamantinos y formacion de vesiculas apicales.

e) Secrecidn por exocitosis de los cuerpos adamantinos o ameloblasticos.
La secrecidn de la matriz por los ameloblastos ocurre a un ritmo de aproximadamente 4 um
diarios y el desplazamiento del ameloblasto hacia la periferia es continuo a medida que se
secreta la matriz. Sin embargo, esta secrecion es ritmica, lo que da lugar a la formacién de

estrias transversales en los prismas del esmalte, conocidas como las lineas de Retzius.3?

Componentes de la matriz organica

Inicialmente, se depositan la tuftelina y la sialofosfoproteina dentinaria en la UAD, marcando
el comienzo del proceso de mineralizacidn.?® 3! Posteriormente, los ameloblastos segregan
las amelogeninas, que constituyen el 90% de la materia organica del esmalte en desarrollo. A
medida que el esmalte se forma, se afiaden proteinas como la enamelina y la ameloblastina,
junto con enzimas proteoliticas clave como las metaloproteinasas. Otras enzimas presentes
en la matriz organica incluyen la fosfatasa alcalina, la ATPasa dependiente del calcio y la
anhidrasa carbdnica, que también juegan un papel en la regulacién del proceso de

mineralizacion.!



En el esmalte recién formado, el contenido proteico es alto, alcanzando aproximadamente un
20%. Sin embargo, en el esmalte maduro, este contenido disminuye significativamente a un
0,36% a medida que los componentes organicos son eliminados por las proteasas durante la

maduracion.1®

Mineralizacion de la matriz organica

La mineralizacién inicial del esmalte ocurre en la UAD, donde se depositan los primeros
cristales de hidroxiapatita. Estos cristales crecen longitudinalmente debido a la adicién de
iones en sus extremos terminales. Tanto la sialoproteina dentinaria como la tuftelina juegan
un papel crucial en la nucleaciéon y el crecimiento de estos cristales, facilitando su adhesién al
componente mineral.

La maduracién de la matriz, la cual consiste en la eliminaciéon del componente organico es
facilitada por la actividad enzimatica de las metaloproteinasas y las proteasas de serina. Este
proceso controlado permite el crecimiento continuo de los cristales a medida que el esmalte
se mineraliza. Ademads, el estrato intermedio selecciona el paso de iones hacia los
ameloblastos, proceso que esta regulado por factores hormonales y vitaminicos. Deficiencias
en vitaminas o alteraciones endocrinas pueden causar anomalias en la estructura del esmalte,

afectando su formacion y mineralizacion.?

CEMENTO
El cemento es un tejido conectivo especializado, mineralizado y avascular que recubre las
raices anatdmicas de los dientes. Estd en continuidad con el ligamento periodontal en su
superficie externa y con la dentina en su superficie interna. Su color es amarillo palido, y su
estructura es mas suave y permeable que la dentina. El grosor del cemento varia desde 10-15

um en la porcidn cervical hasta 200 um en la porcidn apical.?

Composicién

El componente inorganico del cemento conforma un 45-50% en volumen, mayormente
compuesto por cristales de hidroxiapatita. La matriz organica representa aproximadamente
un 33% del cemento, mientras que el agua constituye alrededor de un 22%. La matriz organica
estd compuesta principalmente por colageno tipo |, con menores cantidades de colageno tipo

I, V, VI y Xll. También se encuentran proteinas no coldgenas, como la sialoproteina,



osteopontina, sialoproteina dentinaria, fibronectina y tenascina. La proteina de unién
derivada del cemento es exclusiva del cemento y actia como molécula de adhesion (Figura

7).33

Formacién

La formacién de dentina y cemento en la raiz de un diente en desarrollo esta condicionada
por la vaina radicular de Hertwig. Esta estructura epitelial se extiende en direccién apical y,
en su extremo distal, origina el diafragma epitelial. A medida que la vaina envuelve la papila
dental en expansidén, induce a las células de su periferia a diferenciarse en odontoblastos, que
secretan la matriz orgdnica de la dentina radicular. Cuando la predentina alcanza un espesor
de 4 a 5 um, inicia su mineralizacién. Al avanzar este proceso, se interrumpe el aporte
nutricional de la papila a las células epiteliales, lo que provoca la fragmentaciéon de la vaina
radicular y la formacién de una red fenestrada. Los restos de estas células epiteliales persisten
en el adulto como los restos epiteliales de Malassez.

La ruptura de la vaina involucra la degeneracion de la lamina basal en la cara cementaria; al
volverse discontinua, es sustituida por una capa de material amorfo con finas fibrillas
orientadas al azar, las cuales participaran en la formacién de la zona hialina entre el cemento
y la dentina. A través de los poros de esta red epitelial, migran células ectomesénquimaticas
indiferenciadas procedentes del foliculo dentario, que se sitdan en intima aposicion a la capa
hialina de la superficie radicular. Estas células aumentan su volumen y desarrollan los
organulos caracteristicos de las células productoras de proteina, diferencidandose en
cementoblastos, que depositan la matriz orgénica del cemento.?

La mineralizacion del cemento, al igual que la de otros tejidos duros, es un proceso altamente
regulado. Proteinas como las morfogenéticas dseas (BMPs), prostaglandinas, osteopontina y

la proteina de la matriz 6sea (BSP) intervienen en la diferenciaciéon de los cementoblastos,



mientras que factores como la osteocalcina, la osteopontina y la fosfatasa alcalina modulan

la cristalizacion mineral del cemento.

Cementoblasto Dentina
Ligamento
periodontal
Tejido
Cementoblasto cementoide

Figura 7. Corte histologico de cemento. Modificado de Kumar, 2019.

Estructura

El cemento se clasifica en dos tipos principales: cemento acelular (sin cementocitos) y
cemento celular (con cementocitos). Las fibras extrinsecas del cemento, conocidas como
fibras de Sharpey, son las porciones insertadas de las fibras principales del ligamento
periodontal, mientras que las fibras producidas por los cementoblastos se denominan fibras
intrinsecas. Los cementocitos, atrapados en el cemento celular, son similares a los osteocitos
en su ubicacién dentro de lagunas y la presencia de canaliculos, aunque los canaliculos en los
cementocitos estan orientados hacia el ligamento periodontal. La unién entre el cemento y
la dentina en la raiz se denomina conexion cementodentinaria, y las lineas incrementales del

cemento se llaman lineas de Salter.!

Funcidn



La funcién principal del cemento es proporcionar una superficie para la fijacién de las fibras
del ligamento periodontal, facilitando la insercién del diente en el alveolo. La formacidn
continua de cemento mantiene el ancho del ligamento periodontal, contribuyendo a la
estabilidad dental. A diferencia del hueso, el cemento es avascular, lo que le otorga una mayor
resistencia a la reabsorcidn, factor crucial en los movimientos ortodonticos. El cemento se
deposita de manera lenta y constante a lo largo de la vida, sin experimentar remodelacién ni

presentar caracteristicas laminares ni espacios medulares.

PERIODONTO

El periodonto es el conjunto de tejidos que forman el sistema de soporte y proteccién del
diente, crucial para su funcion dentro del aparato masticatorio. El periodonto de insercién
estd compuesto por el cemento, el ligamento periodontal y el hueso alveolar.3*El cemento es
el tejido conectivo mineralizado que recubre las raices de los dientes y se encuentra en
contacto directo con la dentina radicular. Aunque su funcién principal es proporcionar una
superficie de anclaje para las fibras del ligamento periodontal, también forma parte
estructural de la pieza dentaria

El hueso alveolar es la porcidn del hueso maxilar o mandibular que forma y rodea los alveolos
dentales. Este hueso es una estructura odontodependiente, lo que significa que su formacion
y mantenimiento dependen de la presencia del diente. Cuando un diente se pierde, el hueso
alveolar sufre un proceso de resorcion, lo que disminuye su altura y volumen. Estd compuesto
por una fina capa de hueso compacto que se denomina lamina cribosa o hueso alveolar propio
en la pared interna, mientras que la pared externa se denomina ldmina peridstica, también
de tejido 6seo compacto. Entre ambas laminas se encuentra tejido éseo esponjoso, y la unién
de las ldminas compactas da lugar a la cresta alveolar, que es la primera drea en sufrir

resorcion dsea en caso de enfermedad periodontal.3®

El ligamento periodontal es un tejido conectivo fibroso que une el cemento del diente con el
hueso alveolar. Este tejido es fundamental para soportar las fuerzas generadas durante la
masticacién y para mantener el diente en su posiciéon dentro del alveolo. Las fibras que lo
conforman, principalmente coldgenas, estan organizadas de forma oblicua entre el hueso y el

cemento. Esta disposicién permite que las fibras soporten tensiones mecanicas, al tiempo que



mantienen su integridad funcional a través de una continua remodelaciéon de las fibras
individuales.!

El periodonto de proteccién se compone de la encia y la unién dentogingival, que cubren y
protegen el periodonto de insercién del medio externo. La encia rodea el cuello del diente y
se une a él mediante la unién dentogingival, creando una barrera que previene la entrada de

agentes patdgenos al periodonto de insercién.

ODONTOMORFOGENESIS

El desarrollo de los dientes comienza a partir de brotes epiteliales que se ubican de manera
precisa en la mandibula y el maxilar. Dos capas germinativas principales estan involucradas
en la formacién de los dientes: el epitelio ectodérmico, que da origen al esmalte, y el
ectomesénquima, responsable de formar los demds tejidos, como el complejo dentinopulpar,
el cemento, el ligamento periodontal y el hueso alveolar. Este proceso se basa en la
interaccion epitelio-mesénquima, una relacién crucial que regula el desarrollo de las piezas
dentarias.

La morfogénesis, que abarca la formacion y desarrollo de las coronas y raices dentales, es el
resultado de la divisién celular, su desplazamiento y la organizacidon de las poblaciones
celulares epiteliales y mesenquimatosas. El proceso inicia con la formacidon de la lamina
dental, que se origina del ectodermo que reviste la cavidad bucal primitiva. Esta lamina da
lugar a dos estructuras: la [dmina vestibular y la ldmina dentaria.

El desarrollo de los gérmenes dentales atraviesa varias etapas bien definidas, que se conocen
segun su morfologia como: estadio de brote o yema, estadio de casquete, estadio de campana
y finalmente el estadio de foliculo dentario (Figura 8). Durante este proceso, se lleva a cabo
la histogénesis o citodiferenciacién, que da lugar a la formacidon de los distintos tejidos

dentales: el esmalte, la dentina, la pulpa y el cemento radicular.*
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Figura 8. Embriologia dentaria. Modificado de Kumar, 2019.

Cada parte del germen dental dara lugar a diferentes estructuras del diente:

Organo del esmalte: de origen ectodérmico, es el responsable de la formacién del esmalte y

el epitelio dental reducido.

Papila dental: de origen ectomesenquimatico, se diferenciard en el érgano dentino-pulpar

(Figura 9).

Saco dentario: también de origen ectomesenquimatico, dara lugar al periodonto de insercidn,

gue incluye el cemento, el ligamento periodontal y el hueso alveolar.
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Figura 9. Pieza dental en desarrollo. Modificado de Kumar, 2019.

A lo largo del desarrollo dental, multiples moléculas y factores de crecimiento regulan cada
etapa de este proceso. Entre los mas importantes se encuentran BMPs, los factores de
crecimiento fibroblasticos (FGFs), las proteinas Hedgehog (Shh) y las proteinas Wnt. Estos
componentes juegan un papel clave en la interaccidn epitelio-mesénquimay en la regulacién
de genes como Msx-1, Msx-2, Lefl, Pax9 y Barxl, que son esenciales para el desarrollo

morfogenético de las piezas dentarias (Figura 10).2
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Carneiro, 2013.

4.2 TEJIDO OSEO

TEJIDO OSEO - GENERALIDADES
El hueso es un tejido conectivo mineralizado relativamente flexible y resistente a la
compresién. La propiedad de plasticidad le permite remodelarse segin las demandas

funcionales que se le imponen.3®

Clasificacion de los huesos

Los huesos se clasifican como largos, cortos, planos e irregulares segln su forma. También se
denominan maduros, inmaduros, compactos y esponjosos segun la estructura
microscopica.3” Segun su desarrollo, los huesos se clasifican como endocondrales e

intramembranosos.38

Composicion e histologia de los huesos




El componente mineral del hueso estd compuesto principalmente por cristales de
hidroxiapatita. El componente orgdnico estd compuesto mayormente por coldgeno tipo |,
seguido de colageno tipo V y proteinas no coldgenas. Osteocalcina, osteopontina, proteina
sialoproteica y osteonectina son las principales proteinas no coldgenas presentes en el
hueso.3?

Todos los huesos estan formados por un hueso compacto externo y trabecular/esponjoso
interno donde se ubica la médula ésea. La parte externa del hueso compacto estd rodeada
por el periostio. La superficie interna del hueso compacto y esponjoso esta cubierta por el
endostio (Figura 11).

El ostedn/sistema de Havers es la unidad estructural basica del hueso, compuesta por un
canal de Havers central rodeado por ldminas concéntricas (Figura 11). Las laminas
circunferenciales estdn presentes en las superficies periostal y endostal en capas paralelas.
Los sistemas de Havers adyacentes estdn conectados por los canales de Volkmann. Se
observan lineas de descanso que aparecen regularmente, que indican el periodo de descanso
en su aposicidn, y lineas de reversidn que aparecen irregularmente, que indican la transicidon

entre la resorcion y la formacién dsea.*°
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Figura 11. Esquema de hueso. Modificado de Junqueira & Carneiro, 2013.

Células del hueso

Las células en el hueso son: células de recubrimiento éseo, osteoblastos, osteocitos vy
osteoclastos. Los osteoblastos son células cubicas que tienen todas las organelas para la
sintesis de proteinas. Los osteoblastos secretan los componentes organicos de la matriz ésea.
Un factor de transcripcidén esencial para la diferenciacién de los osteoblastos es RUNX2. La

actividad de los osteoblastos esta regulada por hormonas como la PTH, 1,25(0OH)2D3



(vitamina D), hormona del crecimiento e insulina. Otros factores son BMPs, factores de
crecimiento insulinico 1y 2 (IGF-1y 2), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) y factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF). Después de completar la funcidn, los osteoblastos permanecen en la superficie como
células de revestimiento o quedan atrapados dentro de la matriz, convirtiéndose en
osteocitos.*!

Los osteocitos tienen un sistema interconectado a través de canaliculos con los osteoblastos
gue los cubren y los osteocitos vecinos, manteniendo asi la vitalidad e integridad del hueso.
Los osteoclastos son las células que resorben el hueso derivadas de células hemopoyéticas de
la linea monocito-macréfago. Aparecen como células gigantes multinucleadas y ocupan
cavidades en la superficie del hueso llamadas lagunas de Howship. Desarrollan un borde
festoneado asociado a una zona carente de organelas y membrana plasmadtica lisa llamada
zona de sellado en los bordes de la superficie de resorcion del hueso. RANKL y factor
estimulante de colonia de macrdéfagos (M-CSF) secretados por los osteoblastos y las células
estromales son necesarios para la formacidn de los osteoclastos. La interaccion entre RANKL
y RANK en la superficie de los precursores de osteoclastos es necesaria para la diferenciacion
de la célula.*?

Los factores que regulan la actividad de los osteoclastos son el estrégeno, la PTH, la

1,25(0OH)2D3 (vitamina D) y la calcitonina (Figura 12).



A

Celula
precondrogenica

Celula

Celula
miogenica

Adipocito

RANKL

¥

1
— @

Pre-osteoblasto

\\ fora

é—

Celula de recubrimiento

Ly

&
<
&

Osteocito

Tk
s

Osteoblasto

mesenguimatica

Osteoclasto inactivo

<9 q-w—THAP-r
[
~ ,

Celula madre

Progenitor
hematopoyetica

osteoclastico Pre-osteoclasto

TRAP+— 7 *
e — ® — |
O\ Osteoclasto activo
RANK IJ'I <Q 0-«-—-—THAP+
A" -
_ Moleculas de Factores de

"~ sefializacion ~ transcripcion

Figura 12. Origen de las células 6seas. Modificado de Cate, 2018.

Formacion del hueso

La formacion Osea puede ser intramembranosa o endocondral. En la formacién
intramembranosa, el hueso se forma directamente dentro de una membrana vascular y
fibrosa. La formacion ésea endocondral estd precedida por la formacidon de un modelo
cartilaginoso hialino que es reemplazado por hueso.

En laformacion dseaintramembranosa, las espiculas éseas que se forman inicialmente crecen
y se unen para formar trabéculas, que se extienden en direccidn radial rodeando los vasos
sanguineos. Este hueso inmaduro se llama hueso reticular o primario. Tiene fibras de

coldgeno entrelazadas y una densidad mineral mds baja en comparacién con el hueso maduro



llamado hueso laminar, que tiene un arreglo ordenado de fibras de colageno y un mayor

contenido mineral (Figura 13).43
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Figura 13. Osificacion intramembranosa. Modificado de Cate, 2018.

En la formacion ésea endocondral (Figura 14), el cartilago crece mediante el crecimiento
intersticial y de aposicién. Los capilares crecen en el cartilago y la capa celular interna del
pericondrio cambia su comportamiento hacia periostio donde células osteoprogenitoras se
diferencia en osteoblastos que forman hueso, formando el “manguito 6seo”. Posteriormente
vasos sanguineos del periostio (brote peridstico) ingresan al interior del cartilago arrastrando
consigo células osteoprogenitoras y formando el centro de osificacién primaria. La cavidad
medular se produce por la resorcién osteocldstica y luego se forman los centros de osificacion
secundarios donde persistira en los extremos restos de cartilago hialino en la superficie de la
epifisis y cartilago metafisiario (cartilago de crecimiento). La calcificacion ésea se explica
mediante tres teorias principales: nucleacion de cristales, vesiculas de matriz y actividad de
la fosfatasa alcalina. En este proceso intervienen fosfoproteinas como la osteonectina, que

facilitan la cristalizacién del mineral dentro de la matriz dsea.**
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Resorciéon

La resorcion 6sea es llevada a cabo por los osteoclastos, siendo la enzima fosfatasa acida
tartrato resistente clave en ese proceso. El acido clorhidrico liberado por el osteoclasto
disuelve la apatita y la matriz organica es eliminada por enzimas proteoliticas como la
catepsina-K. Las particulas organicas e inorganicas libres son endocitadas por el osteoclasto,
empaquetadas en vesiculas con membrana y liberadas por exocitosis. TRAP ayuda en la
regulacién de la adhesion del osteoclasto al hueso, su migracidn a sitios adyacentes y también

se fusiona con el material resorbido dentro del osteoclasto para su disposicién posterior.*

Remodelacién ésea

Para mantener la estabilidad e integridad del hueso, este sufre constantemente
remodelacién. Alrededor del 10% del material éseo se renueva cada afio. Este proceso es
llevado a cabo por los osteoclastos y osteoblastos. Luego de que cesa la actividad de los
osteoclastos, los osteoblastos depositan hueso formando nuevos sistemas de Havers. La PTH,
la 1,25(0OH)2D3 (vitamina D), y factores de crecimiento son mediadores importantes de la

remodelacidn dsea.*®



MANDIBULA
La mandibula es un hueso facial que forma la parte inferior de la estructura dsea de la cabeza,
se encuentra debajo de la maxila (hueso superior de la mandibula) y constituye la base de la
boca. Tiene forma de arco, con dos ramas que se extienden hacia atrads desde el cuerpo
principal del hueso, formando las articulaciones temporomandibulares. La mandibula alberga
los dientes inferiores en sus alvéolos dentales.3’
Estd compuesta por mayor cantidad de hueso compacto para soportar mas peso y fuerza,
como el cuerpo de la mandibula, y mayor cantidad de hueso esponjoso en las dreas menos
estresadas, como las ramas.*’
La mandibula se articula con el hueso temporal del crdneo a través de las articulaciones
temporomandibulares (ATM). Esta articulacidon permite movimientos de apertura y cierre de
la boca, asi como movimientos de lado a lado y hacia adelante.*®
Presenta principalmente una osificacion directa/intramembranosa. Este tipo de osificacion es
mas evidente durante la infancia y la adolescencia, cuando la mandibula esta en proceso de
desarrollo y crecimiento para adaptarse al tamano y la forma de la cabeza en crecimiento.
El condilo de la mandibula es una estructura anatémica que forma parte de la articulacién
temporomandibular, que conecta la mandibula con el craneo. Los céndilos mandibulares son
las protuberancias éseas redondeadas en la parte superior de las ramas de la mandibula.
Estan situados justo delante del proceso coronoides y son fundamentales para la funcién de
la mandibula, ya que articulan con las cavidades glenoideas del hueso temporal para permitir
el movimiento de la mandibula.*®
Los céndilos mandibulares estan recubiertos por una capa de cartilago articular que ayuda a
amortiguar y facilitar el movimiento de la mandibula.
Los condilos mandibulares presentan un tipo de crecimiento endocondral, donde el cartilago
en el extremo del céndilo se convierte en hueso nuevo, lo que contribuye al aumento en su
longitud y tamafio. Este crecimiento puede continuar hasta la edad adulta temprana,

momento en el cual se completa la mayor parte del desarrollo facial.

HUESO ALVEOLAR



El hueso alveolar es parte de los huesos de los maxilares y se relaciona directamente con las
piezas dentarias. Se clasifica como hueso alveolar propiamente dicho y hueso alveolar de
soporte.

El hueso alveolar propiamente dicho estd compuesto por hueso compacto que se denomina
también lamina cribosa. En la ldmina cribosa, se insertan las fibras del ligamento periodontal
denominadas fibras de Sharpey Se denomina también placa cribiforme porque muchas vasos
y nervios lo penetran. Radiograficamente, también se le llama lamina dura debido a su mayor
radiodensidad debido al aumento del grosor éseo.*

El hueso alveolar de soporte consta de placas corticales y hueso esponjoso. La disposiciéon de
las trabéculas en el hueso esponjoso es de dos tipos: un tipo | dispuesto regularmente y un
tipo Il dispuesto irregularmente.

La plasticidad del hueso permite el movimiento ortoddntico. El hueso se reabsorbe en el lado

de presién y se deposita en el lado de tensién.>®

MANDIBULA DE LA RATA
La rata es uno de los modelos animales mds comunes en la investigacion biomédica debido a
su bajo costo y facil manejo. Sus caracteristicas anatdmicas y fisiolégicas permiten extrapolar
los hallazgos de sus estudios a humanos, brindando una base comparativa valiosa para
comprender las patologias y tratamientos que afectan estructuras anatédmicas similares en
ambos. La mandibula de la rata (Figura 15) ha sido ampliamente empleada en investigaciones
sobre regeneracidn ésea, implantologia y desarrollo de biomateriales, pues sus patrones de
crecimiento y remodelacion dsea tienen paralelismos relevantes con los del ser humano. ! >2
Ademas, la mandibula de la rata es un modelo eficaz para estudiar el impacto de variables

como el estado nutricional, envejecimiento y desgaste oclusal en el sistema masticatorio,

siendo una referencia confiable para evaluar la salud dsea y dental en estudios preclinicos.>?
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Figura 15. Mandibula de la rata y sus dos tipos de osificacién. Modificado de Cate, 2018.

En el caso de la mandibula humana, se trata de un hueso unico, en forma de U, que
proporciona soporte estructural y funcional a la cavidad oral y a la articulacién
temporomandibular, que conecta la mandibula con el craneo y facilita la movilidad de la
boca.”* A diferencia de la estructura mandibular humana, que es una Unica pieza resultante
de la fusiéon embrionaria de dos mitades, la mandibula de la rata esta dividida en dos partes
independientes, lo que permite hablar de una “mandibula derecha” y una “mandibula
izquierda”. Esta disposicidn anatdmica es una de las caracteristicas que diferencia la
mandibula de la rata de la del humano, junto con la morfologia del proceso condilar y la

disposicion dental.>>>¢

Cada segmento mandibular de la rata presenta un incisivo grande que crece continuamente,
y tres molares, en contraste con los dientes permanentes del humano. El diastema entre el
incisivo y los molares en la rata, asi como la localizacién posterior del foramen mentoniano,
son particularidades anatdmicas significativas en el modelo roedor (Figura 16). Estas
estructuras permiten a la rata una funcién masticatoria adaptada a su dieta vy
comportamiento, lo que, en combinacidn con otras similitudes en el desarrollo vy

remodelacidn dsea, facilita su uso en estudios odontoldgicos y médicos. °7->8
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Figura 16. Mandibula de la rata y sus molares. Modificado de Cate, 2018.

4.3 CAFEINA

La cafeina (1,3,7-trimethylxanthine) es un alcaloide derivado de xantinas e identificado en el
café, mate, té, gaseosas, bebidas energizantes, chocolates, entre otros, ampliamente
consumido en la dieta humana (Figura 17). Produce un amplio rango de efectos fisioldgicos,
incluidos la estimulacién del sistema nervioso central, hiperactividad, aumento del estado de
alerta, diuresis, y estimulacién del musculo cardiaco.

Los granos de café contienen antioxidantes como acido clorogénico, acidos fendlicos,

polifenoles y alcaloides.>®

Figura 17. Granos de café y molécula de cafeina

CONSUMO DE CAFEINA
La cafeina se encuentra de forma natural en plantas como Coffea arabica, Coffea robusta,

Thea sinensis, Theobroma cacao, Cola acuminata e Illex paraguariensis (yerba mate), y esta



presente en una amplia variedad de bebidas, incluyendo café, té, mate, refrescos
carbonatados y bebidas energéticas (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).
Las ingestas de 20-200 mg dia estdn asociadas con efectos 'positivos' en el estado de animo,
como alerta, eficiencia, energia, concentracién y motivacion para trabajar. Cantidades
moderadas de cafeina (200-500 mg dia) pueden provocar dolores de cabeza, temblores,
nerviosismo e irritabilidad. El cafeinismo es un sindrome relacionado con el consumo excesivo
de cafeina descripto con ingestas diarias de mas de 1000 mg de cafeina. Presenta efectos
cardiovasculares, gastrointestinales y neuropsiquiatricas tipicas.®°

La ingesta de bebidas con cafeina esta ampliamente distribuida entre la poblacién argentina.
El 98% de los nifios y adolescentes (de 2 a 20 afios) y casi el 100% de los adultos consumen
cafeina de diferentes fuentes. La ingesta media de cafeina para adultos es de 288 mg/dia (4,4
mg/kg/dia). La ingesta de cafeina entre adultos es mayor en comparacion con los datos
reportados para paises como Estados Unidos: 193 mg/dia.

A pesar de que el café tiene los valores mds altos de cafeina, el mate es el principal
contribuyente a la ingesta total de cafeina entre la poblacién adulta argentina.
Aproximadamente el 75% de la poblacidn consume la infusién, y su consumo representa el

50% de la ingesta total de cafeina, seguido por el café con el 36%.

La ingesta media de cafeina para nifios de 2 a 10 afios es de 35 mg al dia (1,3 mg/kg/dia), para
nifios de 11 a 15 afios es de 120 mg al dia (2,3 mg/kg/dia), y para adolescentes (16-20 afios)
es de 240 mg al dia (4,1 mg/kg/dia).®*

El mate es una bebida popular entre los nifios y adolescentes argentinos; el 42% del grupo de
edad de 11 a 20 afios suele tomar la infusidn diariamente. El mate también es la principal
fuente de cafeina entre los nifios de 11 a 15 afios y para los adolescentes de 16 a 20 aios (32
y 50% de la ingesta total de cafeina, respectivamente).

Una taza de 250 mL de café tiene hasta 200 mg de cafeina, mientras que un café expreso

puede tener hasta 75mg de cafeina.®?



Concetracion de cafeina de diferentes bebidas y preparaciones

Bebida Concentracion (mg/mL-1) |Cantidad (mg) por porcion

Mean (SD) |Rango Mean (SD) |Rango ml por porcion
Café
Regular (espresso) 0,78(0,31) |0,46-1,59 |93,6(28,3) |59,7-158,9 200
Instantaneo 0,41(0,16) |0,21-0,44 (95,2(42,8) |48,2-159,9 200
Saquito de café 0,47(0,04) |0,42-0,52 |[53,7(15,0) |42,1-78,2 150
Magquinaelectrica 0,39(0,07) |0,26-0,53 86 4(16,5) |58,6-121,8 220
Caféconleche 0,22(0,14) |0,10-0,35 ,9(37,2) |22,7-87,2 150
Cafécorto 1,38(0,68) |0,73-2,76 90 7(25,1) |60,6-132,7 45
Te
Saquitodete 0,12(0,03) |0,08-0,17 24.8(7,4) [16,0-36,3 200
Hojasdete 0,27(0,04) |0,22-0,33 |55,0(8,9) 45,3-68,3 200
Mate
Saquito de mate 0,15(0,02) |0,12-0,18 [29,2(4,3) 24,3-35,3 200
Hojas de mate 0,33(0,03) |0,31-0,3¢ |75,2(5,8) 71,1-79,3 200
Leche chocolatada 0,034 (0,005)|0,030-0,042 (8,5(1,3) 7,4-10,5 250
Bebidas carbonatadas 0,11(0,01) |0,09-0,12 |38,8(4,6) 31,4-45,9 354
Bebidas carbonatadas dieteticas (0,13(0,01) [0,12-0,14  |45,7(2,9) 43,1-61,1 354
Bebidas energizantes 0,28(0,08) |0,17-0,36 |70,7(20,2) |42,6-93,3 250

FARMACOCINETICA y FARMACODINAMIA

La farmacocinética de la cafeina parece ser en gran medida independiente de la via de
administracion. Tras la ingestion oral, la cafeina se absorbe rdpida y completamente (el 99%
en 45 minutos) alcanzando niveles maximos en plasma entre 30 y 60 minutos. Las
concentraciones plasmaticas de 8-10 mg/mL se alcanzan después de dosis de 5-8 mg/kg,
mientras que niveles plasmaticos de aproximadamente 3 mg/mL son tipicamente observados
con dosis mas bajas, como consumir 2 tazas de café (~2 mg/kg).53%*

Una vez absorbida, la cafeina se distribuye por todo el cuerpo y puede cruzar la barrera
hematoencefdlica, hemato-testicular, placentaria y encontrarse en la leche materna. La vida
media de la cafeina es aproximadamente de 4 a 6 horas en adultos, pero puede verse afectada
por numerosos factores, incluido el embarazo, la dieta, los medicamentos y el tabaquismo.
La vida media plasmatica en nifios y adolescentes es mas corta o comparable a la de los
adultos. La cantidad de cafeina inalterada excretada en la orina es menos del 3%, lo que

demuestra que la cafeina se metaboliza casi por completo.®®



Aproximadamente el 95% de la cafeina que ingresa al higado se metaboliza a través de la
enzima hepdtica citocromo P450 1A2 (CYP1A2), que la desmetila para producir el metabolito
primario paraxantina (1,7-dimetilxantina). La fraccién restante de cafeina se metaboliza por
la xantina oxidasa (XO) y la N-acetil transferasa 2 (NAT2).%® Los nifios menores de 2 afios
parecen ser acetiladores lentos y los bebés hasta la edad de 8-9 meses tienen una capacidad
de metabolizar la cafeina muy reducida, excretando aproximadamente un 85% de la cafeina
administrada en la orina sin cambios.%7/%8

La paraxantina también es bioldgicamente activa y tiene efectos andlogos a la cafeina en todo
el cuerpo, aunque puede tener concentraciones séricas mas estables y una vida media
plasmatica similar o mas larga. Los otros dos metabolitos de primer paso son la teobrominay
la teofilina, que son estructuralmente analogos a la cafeina y también tienen vidas medias
mas largas.®?

Existen factores extrinsecos que pueden modificar la farmacocinética de la cafeina. Varios
compuestos comunes (por ejemplo, alcohol, tabaco, anticonceptivos orales, antibidticos
quinolénicos, ciertas verduras y jugo de naranja) y condiciones (por ejemplo, embarazo,
enfermedad hepdtica) pueden llevar a alteraciones en la farmacocinética de la cafeina al
inducir cambios en la actividad enzimatica hepatica. El metabolismo de la cafeina se ralentiza
durante el embarazo y aumenta la vida media de la cafeina. En una revision, Grosso y Bracken
(2005) informaron que, hacia el final del embarazo, la vida media de la cafeina variaba de 11,5
a 18 horas. Esto se debe en parte al hecho de que ni la placenta ni el feto pueden metabolizar
la cafeina y que el metabolismo materno de la cafeina se ve afectado debido a las reducciones
en la actividad de las enzimas CYP1A2 y NAT2.7°

La cafeina tiene diferentes modos de accion, pero debido a que la cafeina es quimicamente
similar a la adenosina, el mecanismo de accién principal es la unién no especifica a los
receptores acoplados a proteinas G de adenosina, tanto presinapticos A1 como postsinapticos
A2, que se encuentran en todo el cuerpo.’! La adenosina enddgena es un mensajero que
regula la actividad cerebral, actuando como neuromodulador en los receptores A1 y Az para
suprimir el estado de alerta.”? Debido a que la cafeina tiene una alta afinidad por estos
receptores, bloquea la accion normal de la adenosina y las respuestas de alerta se
incrementan. Por lo tanto, muchos de los efectos asociados con el uso de cafeina, adversos o
no, ocurren al bloguear estos receptores (por ejemplo, aumentar la liberacion de

noradrenalina, serotonina y dopamina y aumentar la liberacion de catecolaminas). Muchos



de los receptores que bloquea la cafeina se encuentran en los sistemas cardiovascular,
respiratorio, renal y nervioso central y, por lo tanto, los efectos de la cafeina en esos sistemas
se han estudiado cominmente.

La cafeina también tiene efectos intracelulares, que pueden ser debido a eventos post-
receptores o a interacciones directas con enzimas. La cafeina tiene la capacidad de movilizar
reservas intracelulares de calcio e inhibir enzimas fosfodiesterasas, pero estos resultados solo
pueden observarse en dosis de cafeina mas altas que no se encuentran tipicamente en la
dieta. Un aumento del calcio intracelular puede mejorar la excitacién neuromuscular y las
contracciones musculares esqueléticas durante actividades de fuerza y puede explicar por
gué los protocolos clinicos que evaluan los efectos de la cafeina sobre el rendimiento fisico

utilizan dosis mas altas.®®

CAFEINA — ANTIOXIDANTE

El café es aceptado como una fuente rica en compuestos antioxidantes y de eliminacién de
radicales libres. El catabolismo de la cafeina en sistemas bacterianos y plantas genera
alcaloides de purina, como la teobromina (3,7-dimetilxantina), teofilina (1,3-dimetilxantina),
otras metilxantinas, xantina y finalmente acido Urico. Los metabolitos de purina tienen un
efecto de inhibicidn sobre la produccién de radicales hidroxilos por la via L-DOPA-Cu. 73

Modelos experimentales y estudios en humanos han demostrado, aunque con algunos
resultados contrastantes, la atenuaciéon de marcadores inflamatorios, como IL-6, TNF-a, IFN-
V,TNF-B, después de la administracién de café. También se ha informado que la cafeina tiene
la capacidad de inhibir la activacién inducida de NF-kB a través de mecanismos similares a los

descritos para los acidos clorogénicos.>?

CAFEINA Y SALUD
Toxicidad general
La toxicidad de la cafeina en adultos puede presentar un espectro de sintomas clinicos que
van desde nerviosismo, irritabilidad e insomnio hasta trastornos sensoriales, diuresis,
arritmia, taquicardia, aumento de la respiracion y trastornos gastrointestinales. La toxicidad
de la cafeina en ninos se manifiesta por vdmitos graves, taquicardia, agitacidon del sistema

nervioso central y aumento de la diuresis.”*



La exposicion crénica a la cafeina se ha relacionado con una serie de disfunciones que
involucran al sistema gastrointestinal, higado, sistema renal y muscular.
Actualmente se cree ampliamente que el uso habitual diario de cafeina >500-600mg (4-7
tazas de café o 7-9 tazas de té) representa un riesgo significativo para la salud y, por lo tanto,
puede considerarse como “abuso”. El abuso sostenido puede resultar en cafeinismo, que se
refiere a un sindrome caracterizado por una variedad de reacciones adversas como inquietud,
ansiedad, irritabilidad, agitacion, temblor muscular, insomnio, dolor de cabeza, diuresis,
trastornos sensoriales (tinnitus), sintomas cardiovasculares (taquicardia, arritmia) vy
problemas gastrointestinales (nduseas, vomitos, diarrea).”
En la mujer embarazada, la cafeina atraviesa la placenta y también es transportada por la
leche materna. Por lo tanto, el consumo de esta sustancia por la madre debe ser considerado
por sus posibles efectos sobre la salud del feto.
No hay una opinidn unanime sobre el riesgo del consumo de cafeina durante el embarazo.
Varios estudios no pudieron encontrar una asociacion clara entre el consumo de cafeina y el
resultado del embarazo. Otros estudios han encontrado una asociacién entre la ingesta de
cafeina durante el embarazo y la muerte fetal, el aborto espontdneo, y otros efectos descritos
en neonatos como bajo peso al nacer o retardo del crecimiento. El consenso general es que
es deseable que la ingesta total de cafeina durante el embarazo no supere los 300 mg al dia.
76

EFECTOS SOBRE EL HUESO Y EL BALANCE DE CALCIO
La informacidn sobre el potencial de la cafeina para influir negativamente en el metabolismo
6seo incluye estudios epidemiolégicos que investigan la relacién entre el consumo de cafeina
y/o café y el riesgo de osteoporosis, caracterizada por baja densidad mineral dsea y mayor
susceptibilidad a fracturas, asi como estudios metabdlicos que examinan el efecto de la

cafeina en la homeostasis del calcio.”’

La ingesta de cafeina de 150-300 mg después de un ayuno de 10 horas aumenta la excrecion
urinaria de calcio 2-3 horas después de la exposicidn. La hipercalciuria inducida por cafeina

no se ve afectada por el nivel de estrégenos, género o edad. 78

Barger-Lux y col. (1991) informaron que las ingestas de cafeina de 400 mg por persona al dia

durante 19 dias mostraron evidencia de remodelacion dsea alterada en mujeres



premenopausicas saludables entre las edades de 35 y 44 afos, pero no tuvieron efecto en la

absorcion de calcio, el calcio fecal enddgeno o la excrecidn urinaria de calcio.”®

Ya sea a través del aumento de la excrecion urinaria de calcio o la disminucidn de la absorcidn
intestinal de calcio,’® la cafeina parece tener un efecto negativo en el equilibrio de calcio.
Barger-Lux y col. (1991) concluyeron que una ingesta diaria de 400 mg de cafeina en mujeres
premenopausicas saludables con una ingesta de calcio de al menos 600 mg al dia no tiene un
efecto apreciable en la excrecion de calcio. Datos recopilados de mujeres posmenopdusicas
indicaron que las ingestas de café >1000 mL al dia (760 mg de cafeina al dia) podrian inducir
una pérdida excesiva de calcio, mientras que las ingestas de 150-300 mL de café al dia (112—

224 mg de cafeina al dia) tendrian poco impacto en el equilibrio de calcio.®°

Se han llevado a cabo varios estudios epidemioldgicos para evaluar la relacion entre la ingesta
de cafeinay la densidad ésea. Algunos estudios describen que aumentar la ingesta de cafeina
no se asocié con disminuciones significativas en la densidad mineral ésea en mujeres
adolescentes, mujeres jovenes de 20-30 afios, mujeres premenopausicas, perimenopausicas
y posmenopausicas u hombres. Otros estudios han observado algunas asociaciones negativas
entre laingesta de cafeina y la densidad mineral dsea; pero estas asociaciones desaparecieron
cuando se ajustaron los factores de confusién como la ingesta de calcio en algunos trabajos.
Algunos investigadores encontraron que los efectos de la cafeina sobre la densidad dsea
dependian de las ingestas de calcio. Harris y Dawson-Hughes (1994) concluyeron que dos o
tres porciones de café (280-420 mg de cafeina al dia) pueden acelerar la pérdida dsea en
mujeres postmenopausicas saludables con ingestas de calcio <800 mg al dia.8! Barrett-Connor
y col. (1994) encontraron que solo las mujeres posmenopausicas que bebian menos un vaso
de leche al dia entre los 20 y 50 afios mostraron una disminucién asociada con el café en la

densidad mineral dsea.??

La ingesta de cafeina ha sido investigada como un factor de riesgo potencial para las fracturas
dseas, la principal causa de morbilidad y mortalidad asociada con la osteoporosis.8?

En estudios de casos y controles, las ingestas de cafeina no se asociaron con un aumento del
riesgo de fractura de cadera en mujeres mayores de 55 afios, mujeres de 18-70 afios, o

hombres o mujeres mayores de 65 afios. En un estudio transversal, tampoco pudieron



demostrar que las ingestas de cafeina estuvieran relacionadas con una mayor incidencia de
fracturas de bajo impacto.®3 En contraste, otro estudio encontré que las mujeres que
consumian mas de cuatro tazas de café al dia (>544 mg de cafeina al dia) tenian un mayor
riesgo de fractura de cadera que aquellas que "casi nunca" consumian café.8* Aunque otros
estudios han mostrado un aumento en el riesgo de fractura de cadera con la cafeina, no
estaba claro si el andlisis se ajustaba a diferencias en la ingesta de calcio o si los datos de

ingesta de calcio no estaban disponibles.?>

La interpretacion de los efectos de la cafeina sobre el metabolismo dseo es compleja porque
el consumo de café estd asociado con otros factores de riesgo para la osteoporosis: ingesta
de calcio, edad, consumo de tabaco y consumo de alcohol. En conjunto, los datos disponibles
sugieren que un aumento en la ingesta de cafeina estd asociado con un deterioro leve pero
biolédgicamente real en el equilibrio de calcio. La mayoria de las evidencias indican que este

efecto es a través de la hipercalciuria inducida por la cafeina.®

La significancia bioldgica del efecto negativo de la cafeina sobre el equilibrio de calcio sigue
siendo tema de debate cientifico, ya que los estudios tanto sobre densidad 6sea como sobre
el riesgo de fractura han revelado resultados no concluyentes. Se sugiere que un patrén de
vida de alta ingesta de cafeina (mds de cuatro tazas de café al dia 0 >400 mg de cafeina al dia)
en mujeres contribuye a un impacto negativo en el metabolismo del calcio y los huesos y esta
correlacionado con la pérdida ésea o el riesgo de fractura, especialmente cuando hay una
baja ingesta de calcio. Estudios epidemioldgicos muestran una asociacidon negativa entre la
ingesta de cafeina y la masa ésea pueden explicarse por una relacién inversa entre el consumo
de leche y el consumo de bebidas que contienen cafeina, concluyendo que no hay evidencia
de que la cafeina tenga algun efecto perjudicial sobre el estado dseo o el equilibrio de calcio

en individuos que ingieren niveles recomendados de calcio.?’

La evidencia indica que la importancia del potencial de la cafeina para afectar adversamente
el equilibrio de calcio y el metabolismo éseo depende de las ingestas de cafeina y calcio a lo
largo de la vida y es biolégicamente mads relevante en mujeres. Los datos actuales sugieren
gue las ingestas de cafeina de <400 mg al dia no tienen efectos significativos en el estado dseo

o el equilibrio de calcio en individuos que ingieren al menos 800 mg de calcio al dia.®



EFECTOS EN EL DESARROLLO
Hay evidencia de que muchas mujeres reducen espontdneamente su ingesta de cafeina
durante el embarazo, algunas aparentemente desarrollando una "pérdida temporal del
gusto" por la sustancia. Sin embargo, el consumo de cafeina en este grupo puede seguir
siendo relativamente alto. Aproximadamente el 98% de las mujeres en edad reproductiva
consumen regularmente cafeina en forma de bebidas con cafeina o en medicamentos que
contienen cafeina, mientras que el 72% de ellas contindan haciéndolo durante el embarazo.
Las investigaciones epidemioldgicas mostraron que la mayoria de las mujeres consumen
cafeina durante el embarazo en un rango de 100-300 mg al dia. Una pequeia proporcidn de
mujeres embarazadas en la poblaciéon puede ingerir una cantidad mucho mayor, de hasta
5400 mg de cafeina al dia. Durante los ultimos 20 afos, se ha acumulado una gran cantidad
de evidencia sobre los efectos del consumo de cafeina en la reproduccién y el desarrollo
prenatal y postnatal. Aunque los resultados de los estudios no han sido completamente
consistentes, la mayor parte de la evidencia sugiere que la ingesta de cafeina en niveles de
dosis muy altas (~5300 mg/dia) puede tener efectos adversos en algunos parametros

reproductivos/desarrollo.8°

Efectos de la cafeina en el resultado del embarazo parecen biolégicamente plausibles. Los
datos publicados sugieren que el feto humano y el recién nacido pueden estar expuestos a
cantidades sustanciales de cafeina o sus metabolitos, ya que la cafeina ingerida por la madre
se absorbe rdpidamente desde el tracto gastrointestinal, cruza facilmente la placenta y se
distribuye a todos los tejidos fetales, incluido el sistema nervioso central. La cafeina también
se excreta en la leche materna. Ademas, la exposicién del feto y del recién nacido a la cafeina
se ve favorecida debido a que la vida media de la cafeina aumenta notablemente en el feto
(las enzimas involucradas en la oxidacién de las xantinas metiladas estan ausentes en el feto),
en el recién nacido y en la mujer embarazada en comparacidn con adultos no embarazadas y

ninos mayores.

Nawrot y col. (2003) sugiere que el consumo de hasta 300 mg/dia (dos a tres tazas por dia)
en mujeres embarazadas y de 2,5 mg/kg/dia (una taza por dia) en jévenes no esta asociado

con efectos adversos. Sin embargo, se ha descripto que las mujeres que beben mas de 5 tazas



de café diarias (+300 mg/dia) tienen mayor probabilidad de parto prematuro, fetos mas
pequefios para el periodo gestacional y mayor incidencia de aborto espontaneo.””

La cafeina podria generar mayores efectos adversos en recién nacidos que en adultos ya que
la eliminacidn en infantes es mas lenta que en los adultos. Por lo tanto, el recién nacido puede

verse mas afectado por una dosis de cafeina que un adulto.*®

CRECIMIENTO FETAL

El posible impacto adverso del consumo de cafeina durante el embarazo en el crecimiento
fetal ha sido motivo de preocupacién durante muchos anos. La cafeina aumenta los niveles
de AMPc mediante la inhibicién de fosfodiesterasas, y el aumento en AMPc podria interferir
con el crecimiento y desarrollo celular fetal. La cafeina también puede bloquear receptores
especificos de adenosina. Como la adenosina esta involucrada en mantener el equilibrio entre
la disponibilidad y el uso de oxigeno tisular, el bloqueo de sus receptores podria aumentar la
susceptibilidad de la célula a la hipoxia. Se ha informado que el consumo de dos tazas de café
aumenta la concentracion de epinefrina maternay disminuye el flujo sanguineo placentario.”!
Dado que el tabaquismo esta estrechamente asociado con el consumo de cafeina, es
importante destacar que la cafeina y el tabaquismo imponen efectos fisioldgicos adversos
similares en el desarrollo fetal. Los resultados de los estudios epidemioldgicos que investigan
la asociacidn entre el consumo de cafeina y el crecimiento fetal han sido no concluyentes. De
18 estudios epidemioldgicos, tres indican una asociacion entre el bajo peso al nacer (peso
corporal <2500 g al nacer) o el retraso en el crecimiento intrauterino y el consumo de cafeina
<300 mg/dia. En un estudio de base poblacional realizado por Fortier y col. (1993), la ingesta
de cafeina por 7025 mujeres que vivian en el area de la ciudad de Quebec, Canadd, no se
relaciond con el bajo peso al nacer, pero si se asocié con un aumento del riesgo de retraso en
el crecimiento intrauterino.®? En un estudio brasilefio de casos y controles, los resultados
mostraron que la proporcion de madres que dieron a luz bebés con retraso en el crecimiento
intrauterino aumentd a medida que aumentaba el consumo promedio de café durante el
embarazo en comparacion con las madres cuyos bebés tenian un crecimiento adecuado para
la edad gestacional.®® En el estudio prospectivo de Watkinson y Fried (1985) en el que se
recopilaron datos sobre el uso materno de té, café, refrescos con cafeina, barras de chocolate,
bebidas de chocolate y medicamentos con cafeina, los efectos mas marcados asociados con

el uso intensivo de cafeina (> 300 mg/dia) fueron una reduccién del peso al nacer y un menor



perimetro cefdlico; las asociaciones aun fueron significativas después del ajuste por el uso de
nicotina materna. Los resultados sugieren que la ingesta diaria de cafeina de 5300 mg puede
interferir con el crecimiento fetal normal.

Tres estudios informaron una reduccion en el peso al nacer para los bebés nacidos de madres
gue consumieron cafeina durante la gestacién a 400, 500 o 5800 mg de cafeina al dia. En un
estudio de 11858 mujeres embarazadas en Dinamarca, encontraron que el consumo materno
de café de cuatro o mas tazas al dia (400 mg de cafeina al dia) se asocié con una disminucién
moderada en el peso al nacer.?

En un estudio prospectivo realizado por Shu et al. (1995), el consumo de cafeina en niveles
de hasta 300 mg/dia (tres tazas de café al dia) no mostro relacidn con el crecimiento fetal.
Aunque el consumo elevado de cafeina (2300 mg/dia) en el primer o segundo trimestre se
relacioné con una reduccion del peso al nacer promedio (93 g para el primer trimestre, 141 g
para el segundo trimestre), el estudio no informd una disminucién en el crecimiento fetal en
ningun trimestre cuando los datos se ajustaron.’® Un estudio de casos y controles
emparejados realizado por Santos et al. (1998) no encontrd asociacién entre el consumo de
cafeina a un nivel de dosis promedio de aproximadamente 150 mg/dia y un mayor riesgo de
bajo peso al nacer o retraso del crecimiento intrauterino.’’

Es dificil establecer la causa de las inconsistencias en los resultados de los estudios que
investigan la asociacién entre el consumo de cafeina y el crecimiento fetal. Pueden haber
resultado de sesgos, especialmente en estudios retrospectivos, informacion incompleta sobre
cantidades y fuentes de consumo de cafeina, clasificacidn incorrecta de la exposicion a la
cafeina, control inadecuado de factores de confusién o simplemente sesgo desconocido del
estudio. A pesar de las inconsistencias en los resultados, la asociacion persistente entre el
consumo de cafeina durante el embarazo y el bajo peso al nacer observada en varios estudios
sugiere firmemente que la cafeina puede afectar adversamente el crecimiento fetal.
Basandose en los datos evaluados anteriormente, a pesar de las inconsistencias en los
resultados, el consumo de cafeina durante el embarazo en niveles de dosis de 2300 mg al dia
podria interferir con el crecimiento fetal (disminuciéon del peso al nacer o retraso en el
crecimiento intrauterino), especialmente en fumadores o bebedores de alcohol

pesados.’%9%%°

Estudios en animales




Estudios en animales de experimentacién evaluaron los efectos de la exposicién prenatal a la
cafeina a una dosis de 120 mg/kg. Los resultados demostraron que la cafeina inhibe el
crecimiento éseo, y este efecto estd asociado con la exposicion materna a glucocorticoides y
la inhibicidn de la expresidn de IGF-1 en las placas epifisarias o cartilago de crecimiento.'%
Serakides and Sena Reis (2014) concluyen que la cafeina no detiene la osificacion
endocondral, sino que la inhiben. Ademas, los efectos de la cafeina son mas dafiinos en el
cartilago de crecimiento de crias de ratas de 3 dias, y la frecuencia e intensidad de los cambios
observados fueron dosis dependientes. A pesar de que los niveles séricos de cortisol no se
vieron alterados en madres que fueron tratadas con bajas dosis de cafeina, altas dosis de
cafeina (100 mg/kg) incrementaron los niveles séricos de cortisol materno, y esto estuvo
asociado con cambios mas severos en el tejido cartilaginoso relacionado con la osificacidn
endocondral de las crias.0!

En otro estudio se suministré una dosis de 0,25mg/kg de peso corporal de cafeina a madres
gestantes entre el dia 7 y 15 de embarazo y se analizaron los fetos. Se demostré que la cafeina
produce defectos en las extremidades y en el paladar de fetos de ratas y que tiene efecto en

la condrogénesis de las extremidades.10?

EFECTOS SOBRE EL TEJIDO MANDIBULAR Y DENTARIO

Nakamoto et al. 1 describen que las mandibulas de las crias de ratas sacrificadas en el
momento del nacimiento, cuyas madres consumieron, a partir del 7mo dia de gestacion, una
dieta suplementada con 20 mg/kg/dia de cafeina, presentan menor peso, contenido de calcio,
y actividad de fosfatasa alcalina y 4cida significativamente menores comparado con grupos
no suplementados.

En otro estudio, evaluaron grupos experimentales alimentados con dietas normoproteicas e
hipoproteicas suplementados con 2 mg/100 g de peso de cafeina concluyendo que la ingesta
de cafeina durante el embarazo y la lactancia de las ratas también causa cambios
composicionales en los dientes en desarrollo de las crias.’®* También investigaron como la
exposiciéon prenatal de cafeina en ratas recién nacidas cuyas madres recibieron dietas
normoproteicas e hipoproteicas afecta la superficie del esmalte de los primeros molares,
observando que los cristales del esmalte del grupo de cafeina eran mas pequefios que los del
grupo control, concluyendo que la ingesta de cafeina durante la gestacion afecta el desarrollo

de los primeros molares de las ratas recién nacidas.'® Falster y col. (1992), utilizaron ratas



gue a partir del 7mo dia de gestacidn se les implanté una tableta subcutdnea de cafeina. Se
obtuvieron los molares de las crias y se les aplico una solucion acida sobre el esmalte. Se
encontraron valores mayores de calcio y fosfato en la solucién acida en los grupos
suplementados con cafeina (mayor susceptibilidad al ataque acido); la superficie de los
grupos suplementados, al ser observada con microscopio, fueron significativamente
diferentes a los grupos controles; y se encontraron cristales mas pequefos en los grupos
suplementados. Todo esto indicaria que la exposicion de cafeina de los fetos a través de la
ingesta materna afecta el desarrollo de los molares de las crias. 106107

Otro estudio evalué la solubilidad acida del esmalte en las crias de ratas que se les administré
cafeina durante la gestacion y lactancia, determinando que una mayor cantidad de calcio y

magnesio se disolvio de la superficie adamantina de primeros molares de las ratas de los

grupos experimentales a diferencia del grupo control.%®



5 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis alternativa: Debido a los efectos conocidos de la cafeina sobre el metabolismo

mineral y los tejidos dentarios en animales que recibieron cafeina como suplemento, asi como
sobre la osificacidon endocondral de las crias cuando las madres consumieron cafeina durante
el embarazo, planteamos la hipétesis de que el consumo de cafeina durante el embarazo vy la
lactancia podria afectar negativamente el desarrollo mandibular y dentario de las crias.

Hipotesis nula: El consumo de cafeina durante el embarazo y la lactancia no afecta el

desarrollo mandibular y dentario de las crias.

En este proyecto, se propone utilizar metodologias que permitan evaluar las alteraciones
producidas por el consumo materno de cafeina durante el embarazo y la lactancia en el
desarrollo mandibular y dentario, aspectos que no han sido considerados en profundidad
previamente. Ademas, se busca actualizar el conocimiento sobre el tema y aportar nueva
informacién que permita conectar e interpretar datos previos, con el fin de construir nueva

evidencia cientifica sobre el impacto de la cafeina en el desarrollo mandibular y dentario.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el impacto del consumo de cafeina por ratas gestantes y lactantes en el desarrollo
dentario y mandibular de su progenie.

Objetivos especificos

Objetivo 1: Evaluar los efectos del consumo de cafeina en ratas gestantes y lactantes sobre
el desarrollo dentario de la progenie.

Objetivo 2: Analizar las alteraciones en el desarrollo mandibular de las crias de ratas que
consumieron cafeina durante la gestacién y lactancia.

Objetivo 3: Comparar los efectos del consumo de distintas dosis de cafeina en ratas gestantes

y lactantes sobre el desarrollo mandibular y dentario de la progenie.



6 MATERIALES Y METODOS
6.1  DISENO EXPERIMENTAL

Se utilizaron 12 ratas hembra de la linea Sprague-Dawley obtenidas del CIPReB (Centro de
Investigacion y Produccion de Reactivos Bioldgicos) de la Facultad de Ciencias Médicas (UNR)
de 7 semanas de edad. Estas fueron trasladadas al Bioterio del Laboratorio de Biologia Osea,
donde se habitaron en un ambiente ventilado y a temperatura controlada de 2311 °C, con un
ciclo de luz-oscuridad de 12 horas en racks ventilados.
Luego de una semana de adaptacion, se dividieron aleatoriamente en 3 grupos de 4 ratas
cada uno y se colocaron en plantel con 1 macho cada 2 hembras. Una vez comprobada la
prenez fueron separadas en cajas individuales y posteriormente al nacimiento de las crias se
normalizaron los grupos con una distribucién de 5 crias por madre.
Los grupos experimentales asi constituidos fueron (Figura 18):

1. Agua (grupo Control) (GC)

2. Cafeina dosis baja (25 mg/kg) (C)

3. Cafeina a dosis alta (50 mg/kg) (C+)
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A partir de este punto, los grupos con cafeina recibieron una solucién de cafeina (Caffeine
C0750 - Sigma-Aldrich) en agua ad libitum, preparada previamente, durante la prefiez (21
dias) y se continud hasta el dia 33 de vida de las crias, momento en el cual se llevé a cabo el

procedimiento de eutanasia en cdmara de CO».



Cada una de las crias recibio tres inyecciones de tetraciclina (Tetracycline hydrochloride
T7660 Sigma-Aldrich) en un intervalo regular de 8 dias en los dias 14, 22 y 30 de vida con el
objetivo de realizar marcaciones para mediciones histomorfométricas descriptas en las
siguientes secciones.

Las crias fueron pesadas en los dias de las inyecciones de tetraciclina y en el dia del sacrificio.
Finalizado el tiempo experimental, a los 33 dias de vida de las crias, se realizé la eutanasia en
camara de CO; de 20 crias por cada grupo y se obtuvieron 40 hemimandibulas por cada grupo,
las cuales fueron distribuidas de forma aleatoria para las distintas técnicas utilizadas para

cumplimentar con los objetivos (Figura 19).
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Figura 19. Linea de tiempo de experimento

Dado que las ratas presentan un metabolismo considerablemente mas acelerado (se estima
6.4 veces mayor) que el de los humanos, por lo que para lograr una equivalencia en términos
de exposicidn y efectos fisioldgicos se debe ajustar esta cifra. Matematicamente, la
conversidn es la siguiente: 5 mg/kg (humano) x 6.4 = 32 mg/kg (equivalencia en ratas). En
nuestro estudio se optd por administrar dos regimenes de dosis: 25 mg/kg y 50 mg/kg. De
esta manera, la dosis de 25 mg/kg se situa ligeramente por debajo del valor estimado para
una exposicion equivalente a la que se observaria en humanos, mientras que la dosis de 50
mg/kg representa un escenario de sobreexposicién, lo que permite explorar la relacién dosis-

respuesta de forma mas amplia.



Todos los procedimientos se llevaron a cabo bajo normas éticas universalmente
consensuadas, y fueron aprobadas por el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAL) Comité de Bioética, Facultad de Ciencias Médicas, UNR. CUDI/EXPTE. N° 13458-
2020.

6.2 TECNICAS

Se obtuvieron 110 hemimandibulas (36 grupo Control, 36 grupo Cafeina y 38 grupo Cafeina

dosis alta), las cuales se distribuyeron aleatoriamente para las distintas técnicas de estudio.

ESTUDIO RADIOGRAFICO
Una vez obtenidas las hemimandibulas, se limpiaron de tejidos blandos y se las fijé en alcohol
95%. Se obtuvieron radiografias (Kodak D-speed 30,5 x 40,5 mm) de 34 hemimandibulas junto

a una escala de aluminio con un equipo de rayos X (Work Ray de 70KV) que posteriormente

fueron digitalizadas (Figura 20).

Figura 20. Radiografia de hemimandibula con patron de calcio

Mediciones macroscdpicas morfométricas: Las mediciones se realizaron con el programa de

procesamiento digital de imagenes Imagel) (versidon 1.54, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, EE. UU.) sobre las radiografias de las hemimandibulas segun el protocolo

descripto por Eratalay.'® Las mediciones lineales realizadas fueron: A-B; A-C (longitud); A-D



(base); B-D; B-E (altura); F-G. También se midié el drea mandibular (A-B-D) (Figura 21) (Figura
22)

Mediciones de densidad mineral: Se midid la densidad ésea de la zona anteroinferior al primer

molar definido como ZONA 1 (rectangulo verde de 1.5 mm x 1 mm) y la densidad del incisivo
en un cuadrado por debajo del primer molar (rectangulo azul de 1 mm x 1 mm) y la densidad

de la porcidn coronaria del primer molar.

A: Punto mas anteroinferior de la mandibula B
B: Punto més posterosuperior de apdfisis caronoides

C: Punto medio del céndilo

D: Punto mas posterior de la mandibula

E: Punto mas inferior de la rama ascendente mandibular
F: Punto mas anterior del primer molar

G: Punto mds posterior del tercer molar F
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Figura 21. Mediciones macroscdpicas realizadas en hemimandibula

Figura 22. Mediciones realizadas en radiografia

RESISTENCIA OSEA
Una vez obtenidas las hemimandibulas, se limpiaron de tejidos blandos y se sometieron a la
criopreservacion (congelacion de huesos en condiciones himedas).
La evaluacion de la resistencia dsea se realizd en la hemimandibula a través del ensayo de
flexion a tres puntos. Fue realizado en un equipo disefiado en el Laboratorio de Biologia Osea,
este cuenta con una celda de carga de 200 N de capacidad mdaxima, con sensibilidad de 0,01

N y una precision de 10 micras para el desplazamiento. Se colocé la mandibula con su cara



vestibular mirando hacia arriba en el soporte. El punto de aplicacién de la fuerza fue alineado
con el segundo molar. La velocidad de desplazamiento fue de 0,01 mm/seg, y se obtuvo una
curva de carga en funcién de la deformacion para determinar las propiedades dseas. Los
valores de voltaje y desplazamiento fueron adquiridos por el software Biomedical Data
Acquisition Suite 1.9 (Argentina, 2011) (Figura 23). El software transformé los datos de voltaje
a fuerzay luego se calculd las demas variables biomecanicas: se obtuvieron medidas de punto
de fractura (N), fuerza maxima soportada (N) y rigidez del hueso que es la pendiente de la

seccion lineal de la grafica de carga vs desplazamiento (N/mm) (Figura 24).

ARGA (N)
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DESRLAZAMIENTO ey

Punto de fractura: Es la fuerza al momento de la fractura. Mide la resistencia y la tenacidad

de un material. Cuanto mayor sea la fuerza de fractura, mas resistente sera el material y mas
energia podra absorber antes de fracturarse.

Fuerza mdaxima soportada: Es el valor maximo alcanzado de fuerza en la curva y representa al

maximo valor de fuerza soportado antes de que se produzca una deformacidon permanente o
una fractura.
Rigidez: Es la pendiente de la parte lineal de la curva fuerza vs desplazamiento. Se refiere a la

medida de la resistencia del hueso a la deformacion cuando se aplica una carga.



Figura 24. Ensayo de flexion a tres puntos para hemimandibulas

HISTOMORFOMETRIA ESTATICA
Para llevar a cabo la histomorfometria estatica del céndilo y de tejidos dentarios del incisivo
de crecimiento continuo y del primer molar inferior las muestras se fijaron en formol al 10 %,
se descalcificaron en EDTA (acido etilen diamino tetracético) al 10% pH 7 durante 40 dias.
Posteriormente el material se deshidratd y se incluyéd en parafina para realizar cortes
orientados mesiodistales de 8 um en un microtomo de parafina RM2125 RTS (Leica
Microsystems). Los cortes fueron desparafinados y coloreados con hematoxilina y eosina, se

deshidrataron y se montaron con balsamo de Canada.

Céndilo mandibular: Se seleccionaron las secciones sagitales centrales de cada condilo

mandibular y se examinaron bajo un microscopio dptico (Mikoba serie F-320, China) con un
aumento de x200. La adquisicion de imagenes se realizd con una camara digital para
microscopio Touptek, XCAM1080PHA (Hangzhou ToupTek Photonics Co., Ltd., Hangzhou,
Zhejiang, China). Con un macro especifico (InteredgeDistance) del software Imagel) se
realizaron mediciones del ancho de las capas fibrosa, proliferativa, madura/hipertréfica y del
total de las tres capas a lo largo de 200 um del cartilago condilar. El area por medir se
determind tomando las 200 um caudales de una linea perpendicular a la distancia media de

polo superior a polo inferior del condilo (Figura 25).110,111,112



Figura 25. Corte histoldgico de condilo mandibular con capas de cartilago de crecimiento

TEJIDO DENTARIO

Ameloblastos: Mediante un protocolo de cuantificacién de células del software Imagel se
realizaron mediciones de la cantidad de ameloblastos (A) presentes a lo largo de un area de
200 um de la capa ameloblastica del incisivo de crecimiento continuo a la altura del primer
molar inferior como se muestra en la

Figura 26.
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Figura 26. Corte histoldgico de ameloblastos

Odontoblastos: Mediante el mismo protocolo de cuantificacion de células del software

Imagel se realizaron mediciones de la cantidad de odontoblastos presentes a lo largo de un
area de 200 um de la capa odontoblastica a la altura de la UAC distal del primer molar

mandibular hacia coronal (Figura 27).113114.115



Figura 27. Corte histolégico de odontoblastos. P: pulpa. O: Odontoblastos. D: dentina. E: esmalte.

UAC: unidon amelocementaria.

Espesor de predentina: Mediante la utilizacién del macro “Interedge Distance” del software

Imagel se midio el espesor de la capa de predentina a lo largo de 50 um a la altura de la UAC
distal del primer molar mandibular hacia coronal.

Cresta alveolar: Utilizando el programa Imagel) se determind la altura vertical del hueso

alveolar (AHA) midiendo la distancia desde una linea trazada entre la UAC entre el primer y el

segundo molar (M1-M2) hasta la cresta del hueso alveolar (CHA) (Figura 28). 116117118



Figura 28. Corte histolégico del hueso alveolar x100. M1: primer molar. M2: segundo molar. UAC:

unién amelocementaria. AHA: altura de hueso alveolar. CHA: cresta del hueso alveolar.

HISTOMORFOMETRIA DINAMICA

Para evaluar el crecimiento de la dentina se inyecté tetraciclina a las crias, con un intervalo
regular de 8 dias en los dias 14, 22 y 30 de vida. La dosis que se uso6 fue de 10 mg/kg (0.1 mL
tetraciclina 1%/100g peso corporal).

Las tetraciclinas tienen la propiedad de depositarse en los frentes de mineralizacién ya que
se asocian a los dtomos de calcio depositados en las superficies mineralizadas del hueso o
dentina en formacioén, y dado que fluorescen bajo luz ultravioleta generan bandas que pueden
detectarse mediante microscopia de fluorescencia. La distancia entre las bandas se midié
para estimar la proporcidn de aposicion dentinaria en intervalos especificos de tiempo (MAR
del inglés Mineral Apositional Rate).

Las hemimandibulas seleccionadas se fijaron en formol-PBS 10%, luego se deshidrataron en
etanol con concentraciones crecientes (70% a 98%) y un paso final en xileno puro (Biopack,
Argentina). Posteriormente se realizd una infiltracién con metilmetracrilato puro (MMA) por
48 h, y luego se colocaron las diferentes piezas en viales de vidrio con 0.5 g de peréxido de
benzoilo (Sigma, USA) cada 100 mL de MMA. El perdxido de benzoilo se utilizd

como catalizador de la polimerizacién. Se realizé vacio y se dejaron polimerizar los bloques a
37-40 °C durante 1 semana o hasta que se completd la polimerizacion. Luego se realizaron

cortes de 100-150 micras con sierra circular diamantada de baja velocidad (IsoMet Buehler



Ltd. lllinois, USA), los cortes obtenidos con la sierra se adhirieron sobre portaobjetos y se
redujo el espesor del corte con papel de esmeril de 600-2000 granos/pulgada, hasta obtener
el grosor de ~60 micras. Los cortes fueron finalmente montados con balsamo de Canada.

Para la obtencidn de las imdgenes y la determinacion de los scores histomorfométricos, se
utiliz6 un microscopio de fluorescencia (Mikoba serie F-320, China), camara Touptek
(XCAM1080PHA) y el software Image J 1.40 (NIH, USA). Para observar y poder obtener
imagenes con la fluorescencia emitida por la tetraciclina se utilizé un filtro azul (A excitacion:
450-490 nm). Con un macro especifico llamado “Interedge Distance” del software Imagel se
obtuvieron las distancias entre las 3 bandas y la distancia a la capa odontoblastica, se tomaron
20 medidas diferentes al azar en un area determinada, para luego promediarlas y arrojar un
valor final que fue el utilizado para hallar el MAR en cada muestra. Las mediciones se
realizaron en la dentina a lo largo de 50 um en cada marca a la altura de la UAC distal del

primer molar mandibular hacia coronal. (Figura 29).119120,121,122 123124
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Figura 29. Corte histoldgico sin descalcificar de histomorfometria dinamica, con marcaciones de
tetraciclina en dentina

ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS
El andlisis estadistico de los resultados se llevd a cabo mediante el uso del software GraphPad
Prism 8.0.2 empleando test paramétrico o no paramétricos segun corresponda. El andlisis de
normalidad se realizd con la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas se

evallo con la prueba de Barlett.



Silos datos presentaban una distribucién normal y el tamafio de muestra suficiente, se realizé
la prueba paramétrica ANOVA y andlisis post hoc de Tukey.

Silos datos no presentaban una distribucién normal o tamafio de muestra pequefio, se realizé
la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y analisis post hoc de Dunn.

En todos los casos se considerd diferencia significativa cuando p<0,05.



7 RESULTADOS

Se realizé un analisis inicial para investigar posibles diferencias significativas entre los sexos
en las variables de interés. Los resultados de este analisis indicaron que no existia dimorfismo
sexual significativo en ninguno de los pardmetros medidos (p > 0.05). Debido a esta ausencia
de diferencias sexuales significativas, se decidié agrupar los datos de todas las ratas
independientemente de su sexo para los analisis subsecuentes. Esta estrategia permitié
aumentar el poder estadistico de nuestros analisis y simplificar la interpretacién de los
resultados.

Respecto al peso de las crias al momento del sacrificio no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos (Figura 30).
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7.1 Estudio morfométrico mediante radiografias

El parametro BE Fe2 21 mostrd una disminucion significativa en el grupo Cafeinay en el grupo
Cafeina+ comparados con el grupo Control. El pardmetro FG también presentd una
disminucion significativa en el grupo Cafeina en comparacién con el control. En cuanto al
pardmetro ABD, se observaron disminuciones significativas tanto en el grupo Cafeina como
en el grupo Cafeina+ respecto al grupo Control. En el pardmetro “densidad del incisivo”, el

grupo Cafeina+ mostrd un aumento significativo comparado con el Control. Finalmente, el



parametro “densidad del molar” presenté un aumento significativo en el grupo Cafeina+ en
comparacion con el Control (Figura 31). Todos los demds parametros (AB, AC, AD, BD, ZONA

1) fieua2l no mostraron diferencias significativas entre los grupos (Tabla 2).

Tabla 2. Medidas morfométricas (mm) y densitométricas (g/cm?)

CONTROL CAFEINA CAFEINA+ p
AB 13,00 + 0,45 13,10+1,11 13,20+1,24 ns
AC 17,10+ 0,42 17,90 £ 0,96 17,10+ 0,76 ns
AD 17,00 £ 0,46 17,50 £ 0,99 16,80 £ 1,27 ns
BD 8,58 £0,29 7,85+0,92 7,76 £1,05 ns
BE 8,59+0,35 7,90 £ 0,68* 7,69 £0,71* 0,0143
FG 5,84+0,11 5,57 £0,25* 5,71+0,16 0,0063
ABD 54,30 £ 4,00 46,00 + 4,70* 47,00 + 5,82* 0,0019
ZONA1 21,70+8,73 17,10+£5,16 20,70+ 6,35 ns
INCISIVO 18,90 + 6,07 22,00 +4,90 25,20 +4,25* 0,0429
MOLAR 30,20 + 3,80 32,70+ 6,48 37,60 +4,37* 0,0141
Media + DS (p < 0.05) - * diferencia significativa vs grupo Control
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Figura 31. Densidad mineral del incisivo y del primer molar de los distintos grupos. (p < 0.05) - *

diferencia significativa vs grupo Control




7.2 Resistencia dsea

Se observo incremento significativo de la fuerza maxima soportada en ambos grupos que
recibieron cafeina versus el Control (CG: 24,60+2,10, C: 30,40+3,60*, C+: 30,10+5,60%;
p=0,01); sin diferencias entre ambos grupos que recibieron cafeina. El punto de fracturay la
rigidez mostraron incremento significativo respecto del GC solo en el grupo C+ (punto de
fractura: CG: 22,2042,60, C: 27,3044,40, C+: 28,5045,90*, p=0,05); (rigidez: CG: 39,50+7,80,
C: 52+22,80, C+: 63,80+13,50%*; p=0,01) (Figura 32).
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Figura 32. Parametros biomecanicos obtenidos por ensayo de flexidn a tres puntos. (p < 0.05) - *
diferencia significativa vs grupo Control.

7.3 Histomorfometria Estatica

Coéndilo mandibular
El espesor de la capa fibrosa, la capa proliferativa y la hipertréfica mostraron una disminucion
significativa en el grupo Cafeina comparado con el Control. En el espesor de la capa
hipertrofica hubo una diferencia significativa entre los grupos Cafeina y Cafeina+. En el
parametro total, el grupo Cafeina mostré una disminucion significativa respecto al control, y
también se encontrd una diferencia significativa entre los grupos Cafeina y Cafeina+. Los

demas pardmetros no mostraron diferencias significativas entre los grupos (Tabla 3).

Tabla 3, Histomorfometria estatica del condilo mandibular (um)

CONTROL CAFEINA CAFEINA+ ¢]

FIBROSA 93.87 £ 40.76 51.44 + 19.98* 84.07 £19.18 0.0304

PROLIFERATIVA 193.50 + 77.39 100.20 + 42.65* 165.20 + 65.32 0.0359



HIPERTROFICA 228.20 £ 47.45 158.80 £ 17.43* 224.70 +38.67*  0.0039
TOTAL 512.30+138.90 302.50 + 64.88* 453.90 + 68.72  0.0029

Media + DS (p < 0.05) - * diferencia significativa vs grupo Control -# diferencia significativa entre grupos

cafeina

Odontoblastos y ameloblastos
Se encontraron diferencias significativas en los paradmetros de odontoblastos y ameloblastos
(células/200 um) entre los grupos tratados con cafeina y el grupo Control. Especificamente,
el parametro de odontoblastos mostré un incremento significativo en el grupo Cafeina+
(74.50 + 8.53) comparado con el grupo Control (53.80+ 10.27) y, ademads, hubo una diferencia
significativa entre los grupos Cafeina y Cafeina+ (48 + 9.51 vs. 74.50 + 8.53). Similarmente, el
parametro de ameloblastos presentd un incremento significativo en el grupo Cafeina+ (61.50
+ 8.49) respecto al grupo Control (48.50 + 5.02), con una diferencia significativa también entre
los grupos Cafeina y Cafeina+ (47.08 + 6.89 vs. 61.50 + 8.49). (Figura 33) No se observaron

diferencias significativas entre el grupo Control y el grupo Cafeina para ambos pardmetros.
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Figura 33. Poblacion celular de odontoblastos y ameloblastos en los distintos grupos (células/200
um) (p < 0.05) - * diferencia significativa vs grupo Control - # diferencia significativa entre grupos
cafeina

Predentina
Se analizaron los efectos de la ingesta de cafeina en ratas gestantes sobre el espesor de la
predentina en las crias. (Tabla 4).
El andlisis de varianza (ANOVA) reveld diferencias significativas entre los tres grupos (p =

0.041). Sin embargo, el analisis post-hoc de Tukey no encontré diferencias significativas entre



pares de grupos individuales. A pesar de esto, se observé una tendencia hacia un mayor
espesor de predentina en los grupos tratados con cafeina en comparaciéon con el grupo

control, como se visualiza en el grafico adjunto (Figura 34).

Tabla 4. Espesor de predentina (um) — Media * DS

CONTROL CAFEINA CAFEINA+

ESPESOR DE PREDENTINA 306.80 + 96.27 415.60 +104.30  417.90  122.40
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800 A

[=2]

o

o
1

ESPESOR (gm)
Y
o
o
L

200
0 T T T
N LS x
< & >
R & &
< < ™

Figura 34. Espesor de la predentina en los distintos grupos

Cresta alveolar
No se encontraron diferencias significativas en la altura del hueso alveolar entre los grupos
tratados con cafeina y el grupo control. Las medias y desviaciones estandar fueron de 351,40

+ 86,65 um para el grupo Control, 343,70 + 56.84 um para el grupo Cafeina, y 378,40 + 86,52

pum para el grupo Cafeina+.



7.4 Histomorfometria dinamica

La distancia entre TO-T1 mostré un incremento significativo en los grupos Cafeina y Cafeina+
comparados con el grupo Control. Para el parametro TO-T3, el grupo Cafeina mostré un
incremento significativo respecto al grupo Control y, ademds, hubo una diferencia
significativa entre los grupos Cafeina y Cafeina+. Los demas parametros (T1-T2 y T2-T3) no

mostraron diferencias significativas entre los grupos (Figura 35).
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Figura 35. Mediciones de histomorfometria dindmica de los distintos grupos. DFR = Dentin
formation rate (P < 0.05) - * diferencia significativa vs grupo Control - # diferencia significativa
entre grupos cafeina



8 DISCUSION

La presente tesis investiga los efectos de la administracidn de cafeina durante la gestacién y
lactancia sobre el desarrollo mandibular y dentario en ratas, con el objetivo de establecer
correlaciones y posibles extrapolaciones al dmbito humano. La importancia de este estudio
se fundamenta en el elevado consumo de cafeina en la poblacion argentina, donde casi el
100% de los adultos y el 98% de nifios y adolescentes ingieren cafeina a través de diversas
fuentes. En adultos, la ingesta media se aproxima a los 288 mg diarios, lo que equivale a una
dosis de aproximadamente 4.4 mg/kg/dia, siendo la infusién de yerba mate y el café las
principales fuentes responsables de esta exposicion (el mate representa cerca del 50% y el
café alrededor del 36% de la ingesta total).®* En términos practicos, se estima que una taza
de 250 mL de café puede contener hasta 200 mg de cafeina, mientras que un café expreso
aporta cifras en torno a los 75 mg.

Una vez ingerida, la cafeina es absorbida de forma rdpida desde el tracto gastrointestinal y se
distribuye ampliamente por todo el organismo. Su capacidad para cruzar barreras bioldgicas
esenciales -tales como la hematoencefdlica, hemato-testicular, placentaria- y su deteccién en
la leche materna, refuerzan la relevancia clinica de estudiar su impacto en etapas criticas del
desarrollo. *2° Durante el embarazo, la farmacocinética de la cafeina se ve alterada, ya que
tanto la placenta como el feto carecen de enzimas capaces de metabolizarla eficazmente. En
este contexto, se observa una disminucion en la actividad de enzimas que ocasiona un
alargamiento de la vida media de la cafeina, la cual puede variar entre 11.5 y 18 horas hacia
el final de la gestacién. 126 Este fendmeno implica que el feto y el recién nacido estén
expuestos a concentraciones prolongadas de cafeina y sus metabolitos, lo que podria
interferir con el crecimiento y el desarrollo celular.

Diversos estudios en animales han evaluado el efecto de la exposicidn prenatal a la cafeina.
En particular, ensayos experimentales que han utilizado dosis elevadas (por ejemplo, 120
mg/kg) han demostrado una inhibicion en el crecimiento éseo, un efecto que se vincula a la
exposicion de la madre a glucocorticoides (aumentados por el consumo de cafeina) y a una
reducida expresién del IGF-1 en las placas epifisarias y en los cartilagos de crecimiento. Se ha
observado asimismo que la cafeina, en lugar de detener el proceso de osificacion

endocondral, lo modula negativamente de manera que sus efectos se manifiestan de forma



mas pronunciada en el cartilago de crecimiento, siendo la severidad de estos cambios
dependiente de la dosis administrada. 1%’

Tales hallazgos resaltan la necesidad de una evaluacién cuidadosa de la exposicion a cafeina
durante periodos criticos de desarrollo, tanto en estudios experimentales como en escenarios
clinicos. El amplio consumo de cafeina en la poblacién, sumado a su presencia en diversas
bebidas y alimentos, refuerza la necesidad de comprender sus efectos, especialmente en
poblaciones vulnerables como gestantes y neonatos.

Los hallazgos obtenidos en este trabajo permiten, por un lado, identificar un efecto
potencialmente positivo de la cafeina en pardmetros estructurales y funcionales de los
dientes (como el incremento en densidad y resistencia mecanica) y, por otro lado, evidenciar
como la misma sustancia puede tener un efecto adverso en regiones del desarrollo dseo de
tipo endocondral, como es el caso del condilo mandibular. Esta dualidad de efectos subraya
la complejidad de la influencia de la cafeina en distintos tejidos y la importancia de considerar

tanto la cantidad como el momento de exposicién para comprender plenamente su impacto.

8.1 Estudio Radiografico

Respecto a las medias morfométricas, si bien en la mayoria no hubo diferencias significativas,
en las que las hubo (B-E o ABD) (Figura 36) parecieran no ser clinicamente relevantes ya que
son decimas de milimetro las diferencias encontradas. Sumado a esto, nos encontramos con
la dificultad de preservar y radiografiar adecuadamente en todas las muestras la apdfisis
coronoides (punto B), involucrada en dichas determinaciones dado que es una estructura
6sea muy delicada en ratas con 33 dias de vida. Esta dificultad podria haber influenciado la

diferencia observada.



A: Punto maés anteroinferior de la mandibula B
B: Punto més posterosuperior de apdfisis coronoides

C: Punto medio del céndilo

D: Punto mas posterior de la mandibula

E: Punto més inferior de la rama ascendente mandibular
F: Punto mas anterior del primer molar

G: Punto més pesterior del tercer molar F
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Figura 36 Mediciones macroscépicas realizadas en hemimandibula

La distancia F-G mostré una media de 5,84 +0,11 mm en el grupo control y de
5,57 £ 0,25 mm en el grupo cafeina, lo que equivale a una disminucion del 4,6 % con respecto
al control (p = 0,0063). Aunque esta diferencia fue estadisticamente significativa, su magnitud
es pequena si la comparamos con las variaciones de longitud ésea o resistencia mecanica
reportadas en modelos animales. Por ejemplo, en estudios de osteoporosis en ratas se ha
demostrado que una reduccién del 10 % en la resistencia maxima del hueso tibial ya se
considera clinicamente relevante, pues compromete la integridad estructural y la funcién
mecdénica. 128

Hasta donde sabemos, no existen estudios que midan exactamente la distancia F—-G tal como
la definimos en nuestra metodologia; sin embargo, podemos inferir que una variacién inferior
al 5% en esta dimension no redundaria en un deterioro funcional detectable ni en cambios
macroscopicos relevantes. En consecuencia, aunque la administracidn de cafeina produjo un
acortamiento leve de la regidon molar posterior, este efecto por si solo no parece traducirse
en una repercusion clinica significativa en el modelo de rata.

Estos resultados son consistentes con la ausencia de diferencia de peso en las ratas, ya que
una alteracidon en medidas macroscépicas morfométricas seria un hallazgo con un impacto
fuerte en el desarrollo de las ratas y se veria reflejado en una alteracién de su peso. En los
estudios previos que describen alteraciones en el desarrollo éseo asociadas al consumo de
cafeina, los autores suelen enfatizar que las dosis administradas o ingeridas son
considerablemente elevadas, por lo general superiores a 300 mg/dia. Esta alta exposicion
farmacoldgica es sefialada como un factor clave para la aparicion de efectos adversos en la
formaciéon y mineralizacion 6sea.®*%1% por otro lado, las diferencias significativas

encontradas en el parametro Incisivo y Molar, donde lo que se esta midiendo es la densidad



de los tejidos dentarios (esmalte y dentina) se corresponde con los hallazgos encontrados en
pruebas histolégicas y biomecanicas, observandose una mayor densidad en los grupos que

consumieron cafeina.

8.2 Resistencia Osea

Los ensayos de flexion a tres puntos mostraron que los grupos expuestos a cafeina tuvieron
un incremento significativo en los principales pardmetros biomecdnicos (fuerza maxima,
punto de fractura y rigidez) con respecto al control (p < 0,05). No se detectaron diferencias
entre el grupo con cafeina y el de cafeina concentrada en ninguno de estos indicadores.

La hemimandibula de la rata contiene un incisivo de crecimiento continuo que recorre
practicamente toda la longitud del cuerpo mandibular. Dada la alta densidad mineral del
esmalte y la dentina, este diente puede sesgar la respuesta biomecanica global de la
mandibula completa. De hecho, nuestros andlisis radiograficos e histolégicos revelaron que
los animales tratados con cafeina mostraron mayor densidad mineral en el incisivo, mayor
poblacién de células amelobldsticas y odontoblasticas, y un incremento en la aposicién
dentinaria. Por lo tanto, es plausible que el aumento observado en la fuerza maxima, el punto
de fractura y larigidez se deba, al menos en parte, a la contribucién estructural de un incisivo
mas mineralizado, mas que a cambios exclusivos en el hueso cortical mandibular.

Estudios previos en hueso esquelético de rata han reportado que el consumo de cafeina
tiende a reducir la resistencia mecdnica dsea.!?>'39131 Sin embargo, al evaluar la
hemimandibula completa mediante flexién a tres puntos, la presencia de un incisivo con
mayor densidad mineral podria enmascarar o incluso superar ese efecto debilitante. Para
aislar el comportamiento del hueso cortical sin la influencia del incisivo, en futuros
experimentos seria recomendable realizar la prueba en secciones libres de diente o excluir la

region dentaria de la zona de soporte y carga.

8.3 Histomorfometria

Céndilo mandibular
La mandibula es un elemento éseo con la particularidad de tener dos tipos de crecimiento
diferentes, por un lado, el crecimiento aposicional en el cuerpo y rama mandibular y por otro

lado un crecimiento endocondral en el céndilo. El crecimiento endocondral, también



encontrado en los huesos largos, presenta un cartilago de crecimiento, elemento anatémico
caracteristico donde se pueden realizar mediciones histolégicas precisas de sus capas.
Estudios previos en huesos largos encontraron una asociacion negativa en el consumo de
cafeina y el desarrollo endocondral de huesos largos. Hay que tener en cuenta que las dosis
utilizadas en estos estudios son considerablemente altas (2100 mg/kg/dia).132133,134

Los resultados del presente estudio indican que la exposicién a cafeina tiene un impacto
negativo en el espesor de las capas del cartilago de crecimiento del cdndilo mandibular en
ratas jévenes. En particular, se observé una disminucion significativa en el espesor de la capa
fibrosa, proliferativa e hipertréfica en el grupo tratado con cafeina (25mg/kg/dia) en
comparacion con el grupo control.

El hecho de que el espesor total del cartilago de crecimiento también se vea
significativamente reducido en el grupo tratado con cafeina refuerza la idea de que la cafeina
puede tener un efecto generalizado inhibidor sobre la actividad condrogénica en esta region.
Dado que el cartilago del céndilo es esencial para el crecimiento, estos resultados sugieren
que la cafeina podria afectar negativamente el desarrollo mandibular durante periodos
criticos de crecimiento.

La diferencia significativa en el espesor de la capa hipertréfica y en el espesor total entre los
grupos Cafeina y Cafeina+ sugiere que la exposicioén a altas concentraciones de cafeina podria
mitigar parcialmente algunos de los efectos inhibitorios observados en el grupo Cafeina. Esto
podria deberse a mecanismos compensatorios o a diferencias en la absorcién, metabolismo
o efectos locales de la cafeina en el cdndilo mandibular.

Estos resultados concuerdan con estudios previos que han demostrado que la cafeina puede
interferir con el crecimiento dseo vy la diferenciacidon celular en el cartilago. Por ejemplo, se
ha reportado que la cafeina afecta la proliferaciéon de condrocitos y la actividad de las células
Oseas en otros modelos animales, lo que podria explicar los efectos observados en el presente
estudio. La reduccién del grosor de la capa proliferativa, en particular, podria estar
relacionada con una disminucion de la actividad mitdtica de los condrocitos, mientras que la
reduccion en la capa hipertréfica podria reflejar un impacto directo en la osificacion

endocondral.101 101102



Odontoblastos y ameloblastos

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la exposicion a cafeina, especialmente
en concentraciones mas altas, tiene un impacto significativo en la cantidad de odontoblastos
y ameloblastos en comparacidon con el grupo control. Especificamente, se observd un
aumento significativo en el niumero de odontoblastos en el grupo tratado con cafeina
concentrada (Cafeina+) en comparacién tanto con el grupo control como con el grupo que
recibié cafeina en bajas concentraciones. Estos hallazgos sugieren que la cafeina en altas
concentraciones puede estimular la proliferaciéon o actividad de los odontoblastos, lo que
podria estar asociado con procesos de reparacién dental.

De manera similar, se encontré que los ameloblastos también mostraron un incremento
significativo en el grupo de cafeina concentrada en comparacién con los otros grupos. Este
aumento podria indicar un efecto potenciador de la cafeina en la actividad de los
ameloblastos, células esenciales para la formacion del esmalte dental. Dado que no se
observaron diferencias significativas entre el grupo control y el grupo tratado con cafeina en
bajas concentraciones para ambos tipos de células, esto sugiere que los efectos observados
son dependientes de la dosis y no se presentan a niveles de exposicion mdas bajos.
No se han encontrado estudios que demuestren un efecto estimulante de la cafeina sobre Ia
proliferacién de odontoblastos o ameloblastos, seria valioso explorar esta drea en futuras
investigaciones. Particularmente, estudios que analicen el efecto de la cafeina en Ia
proliferacién de estas células durante el desarrollo dentario podrian proporcionar
informacidn relevante para comprender mejor los mecanismos involucrados.

Es importante considerar que, aunque los hallazgos sugieren un impacto positivo de la cafeina
en la proliferacidn de odontoblastos y ameloblastos, el consumo excesivo de cafeina también
podria tener efectos adversos. 103104105106 107 por |o tanto, futuros estudios deberian centrarse
en comprender mejor el equilibrio entre los efectos beneficiosos y perjudiciales de la cafeina
en la salud dental, asi como en explorar el impacto de diferentes dosis y tiempos de

exposicién.

Predentina
Los resultados obtenidos sugieren que la ingesta de cafeina durante la gestacion podria tener

un efecto significativo en el desarrollo del tejido dentario, particularmente en el espesor de



la predentina. Aunque el andlisis de ANOVA revel6 diferencias significativas entre los grupos,
el analisis post-hoc de Tukey no mostro diferencias significativas entre los pares de grupos.
Ademas del mayor espesor de predentina observado en los grupos tratados con cafeina, se
detecté un mayor numero de células generadoras de dentina (odontoblastos) y una mayor
tasa de aposicidon de dentina en estos grupos. Estos hallazgos se confirmaron mediante un
estudio de histomorfometria dindmica con marcaciones de tetraciclina, lo que indica que la
exposicidon a la cafeina no solo afectd el espesor del tejido dentario, sino también la actividad
celular y el ritmo de formacién de la dentina.

Estos resultados sugieren que la cafeina podria influir en la actividad de los odontoblastos, las
células responsables de la formacion de dentina, lo que podria explicar tanto el aumento en
el espesor de predentina como la mayor tasa de aposicion.

Es importante destacar que la falta de significancia en las comparaciones multiples entre
grupos podria estar relacionada con el tamafio reducido de la muestra, lo que limita el poder

estadistico del analisis.

Cresta alveolar

No se encontraron diferencias significativas en la altura del hueso alveolar entre los grupos
tratados con cafeina y el grupo control, lo que indica que la exposicidn a cafeina, incluso en
concentraciones mas altas, no afecta significativamente la altura de la cresta alveolar en ratas
jovenes. La altura de la cresta alveolar es un marcador importante de salud periodontal, y su
disminucion puede ser indicativa de pérdida dsea, como se observa en la periodontitis. Sin
embargo, los resultados sugieren que la cafeina no afecta la altura del hueso alveolar

Las medias obtenidas para los grupos Control, Cafeina y Cafeina concentrada (Cafeina+)
muestran valores relativamente similares, lo que refuerza la idea de que la cafeina, en las
dosis y tiempos de exposicion utilizados en este estudio, no parece influir en la pérdida dsea

alveolar en el espacio entre el primer y segundo molar.

8.4 Histomorfometria dinamica

Los resultados del estudio muestran que la exposicion a la cafeina tiene un impacto
significativo en la tasa de aposicion dentinaria en ratas jovenes, evaluada mediante

histomorfometria dindmica con tetraciclina. Los parametros TO-T1, T1-T2, T2-T3 y TO-T3



indican cambios en la deposicion de dentina en los grupos tratados con cafeina en
comparacion con el grupo control. Especificamente, se observé un incremento significativo
en la distancia TO-T1 en los grupos Cafeina y Cafeina+ en comparacién con el grupo Control,
lo que sugiere una mayor formacion de dentina durante el periodo evaluado.

Es importante destacar que el pardmetro TO-T1 representa la distancia desde los
odontoblastos, donde se deposita la dentina nueva, hasta la marca de tetraciclina
administrada el dia 30 de vida. En esta etapa, las ratas tienen mayor edad y han comenzado
a consumir alimentos sélidos, lo cual se traduce en un aumento de la actividad masticatoria
en comparacion con los periodos anteriores de lactancia exclusiva. Esta mayor actividad
masticatoria podria haber contribuido al incremento observado en la tasa de deposicién
dentinaria. 13°

El pardmetro TO-T3, que es la sumatoria del espesor total de las marcas de tetraciclina desde
la primera inyeccidn (dia 14) hasta la ultima (dia 30), también mostré un aumento significativo
en el grupo Cafeina comparado con el grupo Control. La diferencia significativa entre los
grupos Cafeina y Cafeina+ sugiere que la concentracidn de cafeina influye en la magnitud de
la deposicidn dentinaria, con un efecto potencialmente mas pronunciado a dosis moderadas.
Sin embargo, el efecto se modera a dosis mas altas, lo que podria estar relacionado con un
umbral fisioldgico para la respuesta al estimulo de la cafeina.

Estos hallazgos estdn en linea con estudios previos que sugieren que la cafeina puede tener
efectos variables en el metabolismo de los tejidos duros, como el hueso y los tejidos

dentarios, dependiendo del contexto fisiolégico, la dosis y la duracidn de la exposicidn.

100,101,103,104



9 CONCLUSIONES

La administracién de cafeina durante la gestacién y lactancia en ratas parece tener efectos
diferenciados en el desarrollo dentario y mandibular de sus crias. Mientras que la cafeina
mejora varios parametros dentarios, como la densidad mineral de los incisivos, la resistencia
biomecdnicay la proliferacion celular en los tejidos dentarios, parece tener un efecto negativo

en el cartilago condilar, regién mandibular con un desarrollo de tipo endocondral.

Se comprobd un aumento significativo en la densidad mineral y en la resistencia dsea de los
incisivos y molares, acompanado de un incremento en la poblacidn de odontoblastos y
ameloblastos y en la tasa de aposicién dentinaria. Este hallazgo confirma que, bajo
determinadas concentraciones, la cafeina ejerce un efecto promotor sobre la mineralizacion
y la mecanica de la dentina y el esmalte.

La exposiciéon a cafeina produjo una disminucién notable del espesor del cartilago de
crecimiento del céndilo mandibular, afectando sus capas fibrosa, proliferativa e hipertréfica.
Dicho efecto revela un impacto negativo sobre el crecimiento endocondral, lo que sugiere
una modulacién de la actividad condrogénica por parte de la cafeina.

Los efectos sobre odontoblastos, ameloblastos y deposicion de dentina fueron mas
pronunciados en dosis altas, mientras que en dosis moderadas se observé una respuesta
6ptima sin descenso pronunciado. La variacidn entre dosis bajas, moderadas y altas apunta a
mecanismos compensatorios o diferencias en la absorcién/metabolismo de la cafeina en
tejidos mandibulares.

Por ultimo, no se detectaron cambios significativos en la altura de la cresta alveolar, lo que
indica que, dentro de los rangos estudiados, la cafeina no compromete la salud periodontal.
Estos resultados aportan evidencia original sobre los efectos duales de la cafeina en el
desarrollo dentario y mandibular, sentando las bases para futuras investigaciones vy

aplicaciones en salud dental.
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