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REGULACION GENETICA DE LA Maria Cadenas de Llano Pérula
ACELERACION BIOLOGICA DEL MDO

1.1. Bases biologicas del movimiento dentario ortodoncico.

1.1.1. Introduccion historica.

La evolucion del conocimiento acerca de las bases biologicas sobre las que se
sustenta el movimiento dentario inducido ortodoncicamente, ha sido tan larga y prolifica
como la de la ciencia misma, y su avance ha dependido en gran medida del desarrollo

tecnoldgico de los métodos de visualizacion y analisis.

La primera referencia bibliografica que encontramos de movimiento dentario
inducido es la descrita en el afio 1 D.C. por Celso (1), que recomendaba presion digital para
mover los dientes, y hasta el siglo XVII no encontraremos la primera descripcion de un
aparato ortodoncico, que realizé Fauchard (1), proponiendo la union de las piezas dentales a

un arco de alambre.

Pero no seria hasta el siglo XVIII cuando Hunter (2) daria la primera explicacion
bioldgica acerca del movimiento dental, estableciendo que bajo presion mecanica, el hueso
ofrecia “una reaccion”, definida posteriormente por Delabarre 3) en el siglo XIX como un
proceso inflamatorio. Farrar ), en 1888 fijo la remodelacion del hueso alveolar como
causa subyacente del movimiento de los dientes sometidos a fuerza ortodoncica, y Wolf (s5)
en 1892 establecié que la arquitectura interna del hueso neoformado dependia de la

magnitud y direccion de las fuerzas que actuaban sobre €l.

Mas tarde, ya en el siglo XX, se publicaron los primeros ensayos en animales que
incluian informes acerca de la histomorfologia 6sea. Sandstedt (s) en 1904, utilizé un perro
como modelo animal para demostrar que los cambios inducidos por las fuerzas mecanicas
sobre los dientes tienen su efecto solo sobre el ligamento periodontal y sobre el hueso

alveolar inmediatamente adyacentes, y que tres semanas después de la aplicacion de la
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fuerza se da un nuevo crecimiento 6seo en el lado de tensioén y un proceso reabsortivo en el

lado de compresion, ocurriendo muerte celular cuando la fuerza es demasiado intensa.

Oppenheim (7 en 1910 ofreci6 sin embargo unos datos que contradecian la
afirmacion inicial de Sandstedt, constatando que los cambios se daban en todo el hueso
alveolar credndose un nuevo tipo 6seo que se trabeculaba en la direccion de la fuerza
aplicada. Sin embargo, al estar realizada su investigacion sobre un simio cuya denticion era
aun decidua, la comunidad cientifica de la época achaco sus resultados mas al crecimiento
y erupciéon propia de los dientes y las bases Oseas que al movimiento ortodoncico

propiamente dicho.

Entre 1941 y 1944, Sicher 8) y Weinemann (9) establecieron que el movimiento de
erupcion dental se debia al crecimiento conjunto del cemento radicular y el hueso alveolar.
Fue un trabajo pionero que descartaba el papel pasivo que anteriormente se habia
adjudicado al hueso en cuanto al movimiento dentario. En 1957, Fukada y Yasuda (10
publicaron que, en presencia de presion mecanica, las células dseas manifestaban una serie
mensurable de cambios de potencial de membrana en 4reas de tensidbn y compresion,

hallazgo que, como veremos, seria posteriormente de gran relevancia.

Reitan (1), publico entre los afios 50 y 80 una gran cantidad de estudios en animales
centrandose en la histologia y estableciendo definitivamente que las células del ligamento
periodontal proliferan en areas de tension y sufren una lenta reabsorcion en lugares de

presion.

1.1.2. Alteraciones celulares debidas al estrés mecanico.

Durante el siglo XIX, se trataba de discernir cudl era la causa real del movimiento

dentario inducido mediante fuerzas mecénicas externas, y se proponian dos hipdtesis

basicas: que fuera responsable el efecto de tension/presion sobre el ligamento periodontal o

18
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que el movimiento fuera realmente fruto de una remodelacion en el seno del hueso
alveolar. Posteriormente, ya en el siglo XX, se extendio la hipodtesis de que estos dos
procesos se daban de forma concomitante, y que era la respuesta celular a la aplicacion de

fuerzas mecanicas externas la que provocaba tal remodelacion.

Segin describio Davidovitch 12) en 1991, las fuerzas mecénicas alteran la
estructura celular creando una distorsion estructural en la matriz de coldgeno que provoca
la cristalizacion de los filamentos del citoesqueleto y abre los canales i6nicos
transmembrana. La generacion de estos fendmenos bioeléctricos (potenciales generados
por estrés y potenciales de flujo) alteran la carga de la membrana produciendo respuestas

osteogénicas, como ya vaticinaban Fukada y Yasuda (10).

Se ha sugerido que la matriz de proteoglicanos de la célula animal sea la que
posibilite que pequenas alteraciones en la membrana provoquen cambios de potencial, lo
cual se ha denominado “‘strain memory” o memoria de deformacion. Ademas, no sélo las
sefales mecanicas sino también las quimicas (endo, para y autocrinas) son capaces de
alterar las células del ligamento periodontal, lo cual es consistente con la teoria de Storey
(3) de que el intervalo de fuerzas Optimas para el ser humano varia dependiendo de los

cambios hormonales.

Cuando se ejerce presion sobre el diente, hay un alteracion de los fluidos en el
ligamento periodontal que distorsiona la célula y la matriz 6sea, liberando
neurotransmisores vasoactivos que activan a los leucocitos, los cuales segregaran
citoquinas y factores de crecimiento en los capilares adyacentes, alterando el ligamento y
remodelando el alveolo mediante un proceso de reabsorcion y aposicion Osea que
posibilitard el movimiento ortodoncico. Hay, por tanto, muchos tipos celulares implicados
en este proceso: c€lulas del sistema nervioso, inmune y endocrino; haciendo de esta un
area muy amplia donde debe estarse atento a las innumerables interacciones de fendmenos

fisicos, celulares y moleculares.
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Todos los tipos celulares son capaces de reaccionar ante estimulos mecanicos, ya
sea intra o extracelulares (14), y en el caso de la aplicacion de fuerzas ortoddncicas, las
células de la pulpa, el ligamento periodontal (LPD), los tejidos gingivales y alveolares se
ven afectados, siendo estos efectos tanto fisicos como quimicos y frecuentemente

interdependientes unos de otros.

Heneman y col. (15) en su articulo de 2008 proponian que el orden de sucesion de
los acontecimientos celulares tras la aplicacion de carga mecanica era: deformacion de la
matriz extracelular y movimiento de fluidos; deformacidon celular; activacion y
diferenciacion celular; y por ultimo remodelacion de tejidos. La respuesta bioquimica
adaptativa tras la aplicacion de las fuerzas ortodoncicas es un proceso altamente complejo.
Se produce un entramado de reacciones en las células del ligamento periodontal y del
hueso alveolar que traducen la presion mecanica en cambios moleculares y en MDO en
ultima instancia. Estas reacciones, segun Masella y Meister (16) se dan a cinco niveles
distintos: la matriz extracelular, la membrana celular, el citoesqueleto, las proteinas de la

matriz celular y el genoma.

1.1.2.1. Papel de la matriz extracelular en el movimiento dentario

ortoddoncico.

La matriz extracelular (ECM) es el sustrato principal en el que se dan las sefiales
mediante las que se controlan y regulan los cambios en la forma de la célula, los procesos
de adhesion y proliferacion y por tanto los cambios morfolégicos que tienen lugar en los
tejidos. Segun Holliday y col. (17) en su articulo de 2005, cuando hay una ausencia de
contacto del diente con su antagonista se dan una serie de reacciones en el periapice que
preceden al movimiento dental, y en ese momento, la expresion de algunos de los genes
especificos de la matriz aumenta (como los de la elastina o la tenascina C) mientras que la

expresion de otros disminuye (laminina, catepsina D y metaloproteinasa 11).
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Los proteoglicanos por tanto, tendrian un papel significativo durante el movimiento
dentario ortoddncico: la accion concomitante de los biglicanos y la elastina daria lugar a la
formacion de nuevas fibras elésticas ligamentosas, mientras que la tenascina se ha
relacionado con la respuesta del ligamento periodontal a las fuerzas mecanicas (18). Estas
glicoproteinas estdn en su mayor parte controladas o mediadas por los factores de
crecimiento de la matriz extracelular, especialmente el GF-9 de los fibroblastos que se

asocia con la formacion Osea a este nivel.

Otras proteinas de la matriz implicadas en este proceso son las metaloproteinasas
(MMPs, que son mediadores del crecimiento y migracion celular durante el MDO), la
catepsina D (asociada a la funcion de células especificas como los odontoclastos) y la
laminina. Esta altima es un componente importante de la ECM que aparece disminuido
cuando hay movimiento dental. Holliday y col. (17 proponen por tanto que Ia

desintegracion de la laminina podria facilitar el movimiento dental.

Cuando aparecen fuerzas mecdanicas externas, se produce en la matriz extracelular
una cascada de cambios gravitacionales que afecta el equilibrio de fuerzas existente entre
esta y las células, desencadenando un cambio en la expresion génica y en ultima instancia
en la produccion de proteinas. Son muchas (19) las moléculas implicadas en este proceso
(coladgeno en gran medida, proteoglicanos, laminina, fibronectina, elastina, &cido
hialurénico) que actian mediante la unién a las fosas de adhesion celular haciendo que las

sefiales se transfieran al interior de la célula.

1.1.2.2. Papel del citoesqueleto en el movimiento dentario ortodoncico.

El citoesqueleto esta constituido por tres estructuras moleculares que son las que
controlan la forma celular: microfilamentos, microtibulos y filamentos intermedios. Los
microfilamentos conectan proteinas de la membrana celular con las de la membrana

nuclear, transfiriendo las fuerzas mecanicas desde la matriz extracelular hacia dentro de la
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célula, y de nuevo hacia la matriz a través de integrinas y a las células adyacentes a través

de cadherinas.

Este fendémeno se denomina “Tensegrity” (integridad celular dependiente de la
tension) y cuando no se mantiene, se produce la muerte celular (20). Un citoesqueleto laxo
serd menos eficiente en la transmision de sefiales tanto al nticleo como a células adyacentes

que un citoesqueleto con mayor tension.

Las células son, por tanto, mas sensibles a las sefiales externas cuando el balance de
tension externo e interno es parecido que cuando el interno es mucho menor, ya que

cambios externos no producirian la alteracion esperada en el interior celular. 21)

FUERZA ORTODONCICA

‘—{ Movimiento de los fluidos del LPD —\

Distorsion gradual de la matriz y las células
del LPD.

Generacion de potenciales de tension que afectan
a las células del LPD y del hueso alveolar.

l |

Alteracion de la forma celular, la configuracion del Liberacion de neuropéptidos procedente de las
citoesqueleto y la permeabilidad de los canales terminaciones nerviosas aferentes del LPD.

i6nicos. l

Sintesis y liberacion de citoquinas, factores de
crecimiento y prostaglandinas.

1

N - P Vasodilatacion de capilares y migracion de
Efecto piezoeléctrico. A
leucocitos hacia areas extravasculares.

‘ Deformacion del hueso alveolar. ‘

Figura 1. Descripcion del proceso de diferenciacion osteoblastico. (12)

1.1.3. Teorias bioldgicas del movimiento dentario ortodoncico.

El movimiento dentario ortoddncico se ha definido como una respuesta bioldgica

del complejo dentofacial ante la accidon de una fuerza externa (22). El funcionamiento de
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esta respuesta biologica se ha intentado dilucidar a lo largo de todo el siglo XX, surgiendo

cuatro teorias que podemos considerar como principales.

1.1.3.1. Teoria de la presion-tension.

En el lado de presion, el ligamento periodontal se desorganiza y decrece la
produccion de fibras, ralentizandose la replicacion celular debido al parecer a una
disminucion en la vascularizacion @3). En el lado de tension, el estiramiento de las fibras
del ligamento periodontal aumenta la replicacion celular, incrementandose la produccion
de fibras, hipdtesis avalada por las teorias de Sansted (), Oppenheim (7) y Schwartz (24)

expuestas durante el primer cuarto del siglo XX.

Histologicamente se observa que cambios en la anchura del ligamento periodontal
causan una alteracion en las poblaciones celulares aumentando su actividad, rotura de las
fibras de colageno y evidencia de dafo tisular. 25) Debido a esto, los macrofagos y
osteoclastos de areas cercanas invaden el tejido necrético y lo eliminan, proceso que
conocemos como reabsorcion (26). Segun Reitan (27) estos procesos ocurren incluso aunque
la aplicacion de fuerza sea minima, y se dan en mayor medida cuanto mas corta sea la raiz

del diente.

Segun este autor, la remodelacion se llevaria a cabo en tres fases; una reabsorcion
frontal o directa (en el LPD y hueso inmediatamente adyacentes), una reabsorcion
profunda o indirecta y una pérdida de masa Osea en las zonas de presion y aposicion Osea
en zonas de tension, siendo esta sucesion de eventos el eje central de la teoria de presion-
tension.

1.1.3.2. Teoria de la deformacion osea.

Baumrind (23) consideraba que el ligamento periodontal funcionaba como un

sistema hidrostatico continuo que se regia por tanto por la ley de Pascal, por lo que
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cualquier fuerza que recibiera, seria transmitida por igual en todas las zonas, afirmacion
que entraba en clara contradiccion con la Teoria de Presion-Tension.

Sin embargo, tuvo que reconocer que las estructuras que rodea el periodonto son
solidas (dientes, hueso, algunas fracturas solidas del LPD) por lo que debido a las distintas
densidades, la fuerza podria no difundir homogéneamente, pudiendo la presion ser
diferencial. Debido a esto, enuncio la teoria de deformacion del hueso alveolar en 1969,
basandose en que la fuerza ortodoncica induce una reorganizacion dsea, y que la tension
que esto crea es la que modifica el ligamento periodontal. La fuerza ejercida sobre la
superficie Osea se disipa en el hueso creando lineas de estrés, y tal deformacion aceleraria

los procesos de renovacion celular. (2)

Esta teoria explicaria hechos como la disminucion de la velocidad cuando el diente
debe moverse en masa y la relativa rapidez de la resolucion del apinamiento en zonas con
menor grosor 6seo, asi como la mayor velocidad del movimiento dental cerca de un
alveolo post-extraccion y la aceleracion ortodoncica aumentada en nifios, donde el hueso
es menos calcificado y mas flexible que en adultos. Sin embargo, la hipotesis de
deformacion dsea entra en contradiccion con el dogma ortopédico (29) en el que se postula
que cualquier fuerza compresiva estimulard la reabsorcion 6sea mientras que la tension

producird osteogénesis.

1.1.3.3. Teoria bioeléctrica.

En 1962, Basset y Becker (30) propusieron que tras la aplicacion de fuerza mecanica
se generaban potenciales eléctricos en los tejidos que movilizaban iones a través de las
membranas. Zengo y col. 31) establecian que la zona céncava del alveolo era
electronegativa, lo cual potenciaba la actividad osteoblastica, mientras que en las
superficies convexas habia neutralidad o positividad eléctrica, lo cual favorecia la

osteoclastogénesis.
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La piezoelectricidad es un fenomeno que se da en estructuras cristalinas tanto
organicas como inorganicas cuando se deforma la estructura, ya que se crea un flujo de
electricidad y trafico de electrones de un lugar a otro (32). Sin embargo, este fendmeno
presenta dos propiedades que no se ajustan al movimiento dentario: decae inmediatamente
y se da una sefial en sentido contrario a la aplicacion de la fuerza, como respuesta a la

primera.

Borgens 33) determind que el hueso no sigue estrictamente este patron, debido a la
complejidad de su estructura, compuesta de matrices mineralizadas y no mineralizadas. Si
observo sin embargo la creacion de corrientes idnicas enddgenas en huesos de ratones, que
se comportaban mas como potenciales por tension que como piezoelectricidad, ya que

estos se ajustan mas al MDO, presentando periodos de duracion mas largos.

Pollack y col. 34) sugerian que el hueso estaba rodeado de una membrana con carga
eléctrica y que los cambios de potencial alterarian la carga de las membranas celulares.
Davidovitch y col. 35) propusieron que en tejidos hidratados los potenciales por estrés o
tension predominan, y que alteraciones de 1 minuto al dia eran suficientes para crear una
respuesta osteogénica, atribuyendo este hallazgo a la memoria de tension de la matriz

celular de proteoglicanos.

1.1.3.4. Teoria mecanobioldgica.

Cuando se aplican fuerzas mecdnicas, las células, asi como la matriz extracelular
del ligamento periodontal y el hueso alveolar responden de forma concomitante, resultando
en una remodelacion de tejidos. Durante fases tempranas, los fluidos del ligamento
periodontal se ven afectados, produciéndose distorsion celular y de la matriz, e
interaccionando entre ellas. (12) En respuesta a estos fenomenos fisico-quimicos, se liberan

citoquinas, factores de crecimiento, factores estimuladores de colonias y neurotransmisores
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vasoactivos, iniciando y manteniendo la remodelacion, hecho por el cual se posibilita el

MDO en tltima instancia. (36)

1.1.4. Fases del movimiento dentario ortodoncico.

En 1966 Burstone (37) determind que existian tres fases en el movimiento dentario
ortodoncico. La fase inicial se caracteriza por un movimiento rapido inmediatamente
secundario a la aplicacion de fuerza, debido al movimiento del diente en el espacio del
ligamento periodontal. Se produce en esta primera fase una compresioén de las fibras del
ligamento, iniciandose el reclutamiento de progenitores de osteoclastos y osteoblastos en
los lugares de presion y tension respectivamente. También ocurre una extravasacion de

células inflamatorias.

Esta primera etapa va seguida por una segunda de latencia, con bajas tasas de
movimiento 0 no movimiento dentario. Se ha propuesto que esto podria deberse a la
hialinizacién que ocurre en el lado de compresion. Esta fase no terminaria hasta que las
células renovaran todo el tejido necrotico. Se distinguen bien a este nivel las areas de
compresion por la distorsion de las fibras del ligamento periodontal, lo cual interrumpe el

aporte sanguineo provocando la hialinizacion e interrumpiendo el movimiento dentario. (38)

Aparecen macrofagos y osteoclastos de areas adyacentes no dafiadas que eliminan
el tejido necroético e inician la reabsorcion dsea en el lado de presion. Mientras, en el lado
de tension, osteoblastos quiescentes comienzan a activarse, produciendo nueva matriz
osteoide. Se reclutan también progenitores de osteoblastos de las poblaciones de
fibroblastos cercanas a los capilares que rodean al LPD. Después de esto, se daria una

tercera y ultima fase de post-latencia, con un aumento gradual de movimiento.

Sin embargo, los estudios de Vas Leeuwen y col. (39), dividen el MDO en cuatro

fases, siendo la primera y segunda similares a las propuestas por Burstone 37). La primera
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tendria una duracion de 24 horas a dos dias, y corresponderia al movimiento inicial del
diente en el alveolo. La segunda duraria de 20 a 30 dias y no habria movimiento dentario,

debido a los procesos anteriormente expuestos.

En las fases tercera y cuarta, denominadas respectivamente de aceleracion y lineal,
tendria lugar un aumento del movimiento dentario tras la remocion del tejido necrotico
inicial, encontrandose fibras de colageno desorganizadas, y superficies Oseas irregulares.
Este periodo comenzaria a los 40 dias de la aplicacion de la fuerza y comprenderia la

mayor parte del tratamiento ortodoncico.

Melsen (29) hipotetizaba que la reabsorcion dsea era un procedimiento continuo a lo
largo de todo el movimiento dentario, y que no constituia una reaccién a la fuerza, sino el

intento de los tejidos de eliminar los restos necroticos.

1.1.5. Sistemas de regulacion del movimiento dentario.

1.1.5.1. Regulacion endocrina.

El metabolismo del calcio estd regulado por la hormona paratiroidea (PTH), los
metabolitos de la Vitamina D y la Calcitonina. Cuando los niveles de calcio sérico estdn
disminuidos, la PTH estimula la resorcion 6sea, aumentando la reabsorcion renal de calcio
y fomentando la conversion de la vitamina D hacia su metabolito activo (hidroxilacion de
25 dihidroxicolecalciferol en 1,25 dihidroxicalciferol) que es un potente estimulador de la

reabsorcion dsea. (40)
El calcio sérico regula la secrecion de PTH a través de un mecanismo de

retroalimentacion: la hipocalcemia estimula la liberacion de PTH mientras que la

hipercalcemia la suprime. La vitamina D se absorbe a través de los alimentos y se sintetiza
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en la piel tras la exposicion solar; su metabolito activo (1,25 DHCC) aumenta el calcio

sérico; ademds aumenta la absorcion de fosfato por el intestino.

Se ha considerado por tanto que la vitamina D juega un papel importante en el
MDO, ya que interviene en el equilibrio homeostatico del calcio, por lo que algunos
estudios como el de Kawakami y col. @1), proponen su uso mediante inyeccion
intragingival con el fin de acelerar el movimiento dentario, ya que, segin este grupo, es un
potente estimulador de la reabsorcidon oOsea, diferenciando precursores en osteoclastos y

aumentando la actividad de los ya existentes.

En esta misma linea, experimentos como los llevados a cabo por Soma y col.,
proponen la aplicaciéon de PTH con fines similares. En 1999 42) sugerian su aplicacion
sistémica y en 2000 @3) su aplicacion local, aunque esta debia ser administrada de forma
continuada, diariamente durante al menos un mes, lo que dificultaba su aplicacién clinica.
Aunque es cierto que la administracion local disminuye en gran medida la dosis necesaria,
no pueden ignorarse los riesgos inherentes a la aplicacion de una hormona en un paciente

por lo general adolescente.

Xu y col. @44) repasaron la relacion entre la remodelacion 6sea y otras hormonas
como el estrégeno, que mediante su unidn a receptores periodontales promueve la
formacion oOsea e inhibe la reabsorcion, y sus fluctuaciones pueden variar los niveles

séricos de algunos marcadores 0seos.

Segun su hipotesis, si nos centrdramos en aplicar la fuerza ortoddncica en fases del

ciclo hormonal con bajos niveles de estrogeno, podriamos acelerar el movimiento dentario.
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1.1.5.2. Regulacion molecular de la osteoclastogénesis en el movimiento

dentario.

La regulacion de la osteoclastogénesis se ve inducida principalmente por dos
procesos; el dafio tisular, que desencadenara un proceso inflamatorio, y la deformacion del
hueso alveolar, que generara sefiales bioeléctricas. 45) La inflamacion conlleva un aumento
de citoquinas (especialmente interleuquina 1(IL1), IL6 y factor de necrosis tumoral, TNFa)
que actuaran de forma sinérgica con la sintesis de prostaglandinas para iniciar la

reabsorcion Osea, estimulando la diferenciacion de progenitores en osteoclastos.

El sistema RANK/RANKL/OPG es otro de los mecanismos de regulacion de la
actividad osteoclastica, ya que, segin Kanzaki y col. @4s), las fuerzas compresivas estimulan
la expresion de RANKL (Ligando del Receptor Activador del factor Nuclear Kappa) a
través de la prostaglandina tipo 2, (PGE2) lo cual promocionarad la osteoclastogénesis,
mientras que la transferencia génica de osteoprotegerina (OPG) local a los tejidos
circundantes tendra un efecto inhibitorio sobre el osteoclasto y por tanto sobre el MDO. 47
Las fuerzas mecdnicas son recibidas en la superficie del osteoclasto por moléculas que
actian como receptores (integrinas, proteinas de adhesion y citoesqueleto) que activan las
vias de la kinasa y la caspasa promoviendo la apoptosis del osteoclasto y provocando una

necrosis secundaria del tejido. @s)
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Figura. 2. Factores que afectan al proceso de remodelacion dsea. (36)

1.1.5.3. Regulacion molecular de la osteogénesis en el movimiento dentario.

Por su parte, las fuerzas de tension estimularan el reclutamiento de osteoblastos.

Segun Forwood y Turner 9), las cargas estaticas no tendran efecto inductor sobre la

osteogénesis, sino que sera la tasa, amplitud y duracion de los potenciales de tension sobre

el tejido lo que activara a los osteoblastos.

Algunas de las moléculas que se han considerado como osteoinductivas son el factor

de crecimiento beta, TGFp (50), algunos tipos de proteinas 6seas como las BMPs (Proteinas

Morfogenéticas Oseas o Bone Morphogenic Proteins) (1), la sialoproteina, y el factor de

crecimiento epidérmico (EGF). (52) La accion principal de estas moléculas, cuyas vias de

actuacion no son del todo conocidas, es la estimulacion de los promotores para su

conversion en osteoblastos maduros, encargados en ultima instancia de la formacion osea.
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1.1.6. Implicaciones del tipo de fuerza ortodoncica.

1.1.6.1. Linealidad temporal de la fuerza.

Para poder describir adecuadamente una fuerza hay que definir su magnitud,
direccion y duracion, asi como su punto de aplicacion. Las fuerzas continuas decaen

rapidamente y es dificil distinguir cuando se ven interrumpidas. (53)

Al parecer, las fuerzas de intensidad baja que se aplican de forma continua y se ven
interrumpidas en algin punto por estructuras anatémicas por ejemplo, son beneficiosas
bioldgicamente, ya que favorecen la hialinizacion del LPD en zonas de presion y la fuerza
decrece rapidamente al eliminarse el tejido necrético por lo que se potencia un estadio

posterior de retencion pasiva durante el cual se calcifica el osteoide neoformado. (54)

Cuando la fuerza es demasiado intermitente (impulsos cortos en un largo periodo
de tiempo o un corto periodo de aplicacién continua de fuerza) como ocurre con la
aparatologia removible, se produce lo que Reitan (11) denominé “semi-hialinizacion”. Esto

significa que no todas las fibras del LPD se comprimen, y la necrosis no es completa.

Quinn y Yoshikawa (s5) establecieron cuatro posibles modelos de relacion entre la
magnitud de la fuerza y la reaccion tisular. En primer lugar, que funcionara como un
interruptor que se activara a partir de un determinado nivel de fuerza, por encima del cual
se conseguiria siempre la misma tasa de movimiento ortodoncico. En segundo lugar, que la
relacién fuera lineal, es decir, a mayor fuerza, mayor reacciéon (s6). La tercera opcion
establecia una relacion dosis-dependiente mientras la fuerza aplicada fuera ligera,
alcanzandose una meseta a partir de la cual la aplicacion de una mayor fuerza disminuiria
el movimiento dentario, lo cual concuerda con la hipdtesis de fuerza diferencial de Begg.
s7) En el cuarto modelo, no se admite que fuerzas altas disminuyan la tasa de MDO, sino

que simplemente no lo aumentan.
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Segun estudios mas recientes como los de Bohl y col. (s8) establecen que el factor
que determinard el movimiento dentario es la hialinizacion del LPD, ademas de
caracteristicas individuales como la tasa de remocion del tejido necrotico o la morfologia,
metabolismo y densidad del hueso. Clinicamente, el movimiento dentario ortodoncico
necesita una aplicacion de fuerza de al menos seis horas al dia. Davidovitch (59) determin6
que se necesitan al menos tres horas para conseguir concentraciones suficientes de AMP

ciclico en el hueso alveolar y LPD tras la aplicacion de la fuerza.

El oxido nitrico se ha interpretado como un marcador inicial del movimiento
ortodoncico, ya que es segregado por varios tipos de células en vasos sanguineos y
terminaciones nerviosas (60). Se ha detectado su actividad desde las primeras tres horas tras

la aplicacion de la fuerza, alcanzando su maximo a las seis horas.

1.1.6.2. Magnitud de la fuerza.

Segun Krishnan y Davidovitch (61), una fuerza ortoddncica 6ptima es aquella capaz
de mover eficientemente el diente sin causar dolor al paciente ni dafio a los tejidos,
evitando que las raices impacten en areas anatdmicas potencialmente peligrosas.

Las fuerzas ortoddncicas se han catalogado como ligeras o intensas, siendo las
primeras mas fisioldgicas, aunque Storey (13) observaba que siempre se crea un trauma al

aplicar una fuerza mecanica externa en los tejidos, independientemente de su magnitud.

El debate acerca de cual debia ser la fuerza oOptima para que el movimiento
ortodoncico fuera estable sin causar dafios tisulares fue iniciado por Schwartz (24) en 1932,
cuando recomend¢ el uso de fuerzas ligeras y fijo la presion sanguinea de los capilares
(15-20 mm Hg o 20-26 g/cm? de superficie radicular) como el maximo de fuerza a aplicar.
Al contrario que en animales, en humanos parecia haber un rango mas amplio de fuerzas
optimas, por lo que Storey (61), propuso que la variacion dependia de la fuerza aplicada y de

cambios hormonales complejos.
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Observo asi mismo que cuando la fuerza aplicada estd dentro del rango adecuado,
el hueso neoformado es méas maduro, y que una fuerza excesiva resulta en un hueso de
calcificacion mas pobre, pudiendo producirse la necrosis del ligamento periodontal. Sin
embargo, si la fuerza es demasiado ligera, el movimiento puede enlentecerse, sobretodo en
huesos compactos, asi como recidivar. En animales de mas edad, vio un descenso en la tasa
de movimiento ortodoncico que atibuyd a la menor activacion celular que se da en los

organismos adultos con respecto a los jovenes.

De acuerdo por tanto con sus estudios (62), a fuerzas muy ligeras el hueso respondia
con una deformacion bioelastica, es decir, que al estar compuesto de fibras, sufria una
deformacion eléstica bajo estrés mecdnico externo unida a una activacion celular. Cuando
la aplicacion de fuerza sobrepasaba el limite elastico se daba una deformacion bioplastica
(proliferacion adaptativa y remodelacion) que, si la magnitud de fuerza seguia aumentando
y se pasaba el limite pléstico, provocaria una deformacion biodisruptiva, con isquemia,

muerte celular e inflamacion.

Actualmente se considera que la fuerza optima serd aquel estimulo mecénico
extrinseco que provoque una respuesta celular con el objetivo de restaurar el equilibrio
mediante la remodelacion de los tejidos de soporte periodontales. Esto significaria que hay
una fuerza de magnitud y caracteristicas temporales determinadas capaz de producir una

tasa de MDO maxima sin dafio tisular y con el méximo confort del paciente. (63)

Esta fuerza Optima variaria en funcion del diente y del paciente. Es imposible sin
embargo, con los instrumentos actuales, medir la cantidad de fuerza aplicada a cada parte
del diente, ya que la gran mayoria estd cubierta por la encia. Se prefieren por tanto las
fuerzas ligeras que producen reabsorcion osea frontal en contra de las intensas, que pueden

necrosar el LPD y provocar reabsorciones 0seas profundas, asi como reabsorcion radicular.
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1.2. Expresion génica en el movimiento dentario ortodoncico

1.2.1. Conceptos generales

La sintesis y modificacion de proteinas a partir de la expresion de los genes es la
base de todos los procesos celulares, incluido el movimiento dentario inducido por la
ortodoncia, que en definitiva activa la expresion génica y la sintesis proteica de las células
del ligamento periodontal y el hueso alveolar. La adaptacion del hueso a la fuerza
ortodoncica depende de que la regulacion de la expresion génica de osteoclastos y
osteoblastos orqueste la secrecion de proteinas adecuadas de un modo pautado y
secuenciado. La comunicacion se produce mediante mensajeros moleculares siendo un
proceso reversible ya que aquellas moléculas que actian como activadoras de otras

también son susceptibles de ser posteriormente inhibidas. (16)

Un metabolismo 6seo Optimo determina el comportamiento del hueso, aunque los
factores ambientales también influirdn sobre el movimiento ortoddncico, lo que hace atn
mas compleja la prediccion del mismo. Aunque muchas de las moléculas reguladoras ha
sido identificadas, (64) la coordinacion sinérgica entre expresion génica y sintesis proteica
encargada de orquestar la diferenciacion, proliferacion y apoptosis celular es un sistema

muy complejo que sigue sin descifrar en su mayor parte.

La reabsorcion del hueso alveolar y de la superficie radicular de los dientes se ha
descrito ligada a los osteoclastos, cuya formacion a su vez depende de varios tipos distintos
de citoquinas, tales como el M-CSF (factor estimulador de colonias de macrofagos),
RANKL (Ligando del Receptor Activador del Factor Nuclear Kappa B), RANK (Receptor
Activador del Factor Nuclear Kappa B), OPG (Osteoprotegerina), 64) IL-1p (Interleukina
1B), TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) y las BMP (proteinas morfogenéticas Oseas)

(65), entre otras.
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Se considera que el M-CSF juega un papel crucial en la reabsorcion y remodelado
6seo (66); asi como en la destruccion dsea relacionada con la enfermedad periodontal (67) y
es inducido por el TNF alfa. Regula la osteoclastogénesis durante la erupcion dental,
siendo indispensable para que las BMCs humanas se conviertan en osteoclastos. Para esto

ultimo también es necesaria la presencia de RANKL.

En 2013, Rhim et al () utilizaron microarrays especificamente disefiados para
comparar la expresion génica en células del ligamento periodontal (PDL) cultivadas
inmediatamente después de la extraccion dental y también de dientes criopreservados.
Encontraron un aumento de M-CSF dos veces mayor en las células del PDL
criopreservadas inmediatamente. Al mismo tiempo, confirmaron que las células de la
médula 6sea son capaces de diferenciarse en osteoclastos TRAP positivos (fosfatasa acida

tartrato-resistente) cuando se estimulan con RANKL junto con las secreciones M-CSF.

En 2002, Graves y col. (¢9) publicaron un estudio experimental en ratones que
relacionaba la expresion génica con el movimiento dental. Estudiaron el movimiento
dental eruptivo en ratones y su relacion con el gen MCP-1 (Monocytic Chemoattractant
Protein-1 ) observando que la tasa de erupcion se aceleraba en fases iniciales cuando se
suprimia de modo artificial la actividad de este gen comparado con los grupos control,

donde actuaba de manera normal, aunque en fases tardias se aceleraba en ambos grupos.

Esto, junto con el aumento de iNOS (inducible nitric oxide synthase) e interleukina
-11 y -6 que intervienen en la resorcion dsea, les llevo a pensar que el MCP-1 controlaba el
reclutamiento de monocitos y de osteoclastos modulando por tanto la reabsorcion osea, y
que en fases tempranas de la erupcion, el reclutamiento de monocitos ocurre mediante vias
independientes de este gen, que es fases tardias cuando se ve implicado, acelerandose el

movimiento eruptivo.

Huang et al. en 2009 (700 compararon la expresion génica que se daba durante la

erupcion natural de los dientes con la ocurrida tras un movimiento dental inducido
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ortodoncicamente, encontrando que el proceso metabdlico del hueso en ambos procesos se
daba a través del mismo mecanismo, y que es la aplicacion de fuerza (interna en el caso de
la erupcién y externa en el caso del MDO) la que inicia el movimiento dental. Asi mismo,
demostraron la relacion entre la reabsorcion especifica y localizada de hueso mediada por
osteoclastos y la expresion de MMPs (Matrix Metalloproteinases) 2 y 13, que se daba por

igual en procesos eruptivos y en MDO.

La Interleukina-1 es una citoquina que se encuentra en el fluido crevicular gingival
(GCF) y que existe en dos formas: IL-1a e IL-1B. La primera de ellas, la IL-1a, es una
citoquina multifuncional altamente inflamatoria localizada en su mayor parte en células
mononucleares, osteoclastos, osteoblastos y fibroblastos, estd asociada a células excepto en
caso de patologia severa. Aparentemente predomina en roedores (71) y de acuerdo con
algunos estudios no suele encontrarse en el torrente circulatorio o fluidos corporales de

forma fisiologica. (72)

La IL-1B, por el contrario, es conocida por promover la reabsorcion 0sea en areas
de compresion e inhibir la formacién de hueso. (73) Esta citoquina se regula mediante el
antagonista del receptor de la Interleukina-1 (IL-1RA), que compite con la IL-1p con el fin
de bloquear su interaccion con sus receptores ¢ inhibir su actividad, (74.) evitando por tanto
la reabsorcion 6sea. Debido a esto, el IL-1RA se ha convertido en un objetivo terapéutico
en enfermedades relacionadas con la reabsorcion 6sea como la artritis reumatoide o la
enfermedad periodontal. (75) El balance entre éstas dos moléculas mantiene el metabolismo

0seo.

Las Interleukinas han sido asociadas previamente con la reabsorcion radicular post
ortodoncica. (external apical root resorption, EARR), y se ha encontrado incluso una
correlacion especifica entre las variantes genéticas del cluster de genes de la interleukina-1
y la predisposicion a que ocurra la EARR (76). Newman (77) y Harris (78) fueron los primeros

en sugerir la posibilidad de una predisposicion genética a la EARR, y mas recientemente,
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Al-Quawasmi et al (79) determinaron que un marcador genético en ciertos sujetos podria
desembocar en una tendencia mayor a ésta. Bastos et al (80) comprobaron finalmente que un
polimorfismo en el gen de la IL-1p estaba relacionado con la tendencia a una reabsorcion

radicular aumentada.

Nuestro perfil genético determina nuestra respuesta individual al medio ambiente.
Las mutaciones ocurren de manera habitual en nuestra secuencia genética, y a pesar de que
solo un porcentaje muy pequeno de ellas da lugar a cambios importantes en la expresion
génica, siendo capaces de dar lugar a enfermedades y sindromes genéticos, la mayoria de
las mutaciones s6lo desencadenan cambios sutiles. 81) Cuando una mutacion se da en mas
del 1% se la poblacion, se denomina polimorfismo. Se ha descrito en la literatura que un
polimorfismo en el cluster de genes de la IL-1 modula los niveles de I1-1B/IL-1RA. (s2)
Mas concretamente, un polimorfismo en el exon 5 (+3954) del gen de la IL-1B da lugar a
dos alelos: homocigético (A1/Al), que daria una secrecion normal de IL-1f;
heterocigotico (A1/A2) que provocaria una secrecion dos veces mayor y homocigdtico
(A2/A2) que daria una secrecion de IL-1P hasta cuatro veces mayor. Para la IL-1RA, el
comportamiento es similar. Un polimorfismo en el intrén 2 se asociaria a secrecion
proteica aumentada de IL-1RA (83) en aquellos pacientes con al menos una copia del alelo 2

(A2+).

Incluso aplicando la misma fuerza, existen diferencias entre individuos de hasta 4
veces mas o menos MDO s1), y tanto la IL-1p como la IL-1RA han sido identificadas
como las responsables de mas del 60% de la variacion interindividual de la velocidad del

MDO. 72

Mientras el papel de la IL-1p en el MDO parece estar mucho mas claro, no hay
mucho escrito sobre la IL-1a a éste respecto. De acuerdo con Dinnarello et al (s4), la
produccion de IL-1o aumenta durante la inflamacion secundaria a procesos infecciosos y

enfermedades autoinmunes, por lo que su producciéon puede interrumpirse con
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corticoesteroides. Esta molécula y su receptor estan implicados en la homeostasis y
remodelacion tisular durante el MD fisiologico. (ss) Bletsa et al (86) encontraron un aumento
en la expresion de IL-1a y TNF-a en areas de tension y compresion incluso un dia después
de la aplicacion de la fuerza, y ésa expresion podia observarse en hueso, tejidos gingivales,

PDL o dientes bajo MDO.

La mayoria de las publicaciones a éste respecto miden la fuerza en gramos, pero se
ha publicado que la mejor manera de medir el estrés y la presion sobre el PDL es en KPa,
87) como evidencia de las reacciones que el MD ejerce sobre los tejidos circundantes. En
cuanto a la intensidad de la fuerza usada, Luppanapornlarp (88) encontré mayores niveles de
IL-1B 24 h y 2 meses después de la aplicacion de una fuerza continua de 150 g, pero tras 2
meses, la misma cantidad de movimiento dentario se consiguié con 50 g y menores
molestias al paciente. Esta ausencia de consenso acerca de la magnitud y unidades de
medida de la fuerza ortoddncica dificulta aun mas el establecimiento de comparaciones

absolutas entre estudios.

Las proteinas morfogenéticas Oseas (BMPs) son un grupo de proteinas
osteoinductivas obtenidas de matriz 6sea no mineralizada. Se considera que son capaces de
estimular a las células madre 6seas mesenquimales a diferenciarse en osteoprogenitores. Es
bien conocido que las BMP-2 tienen un papel crucial en el control de la proliferacion
diferenciacion y secrecion de osteoblastos por parte de la matriz 6sea, mediante la
estimulacion de programas de transcripcion especificos necesarios para la formacion dsea

durante el desarrollo esqueletal embrionario y la remodelacion dsea postnatal.(s9)

Ultimamente, la accion de las BMP’S sobre la regeneracion 6sea en fracturas y su
capacidad para aumentar la respuesta 6sea alrededor de materiales alopléasticos han llevado
a su uso como estrategia terapéutica. De acuerdo con Diaz-Sanchez et al, (90) seria posible
en un futuro proximo que las BMP's reemplacen a los injertos 6seos tanto autélogos como

alogénicos. La aplicacion de factores de crecimiento especificos orientados a la
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osteoinduccion, sin necesidad de usar un injerto dseo constituye un impacto importante en

la regeneracion dsea.

La BMP-2 recombinante humana se ha usado en estudios animales consiguiendo
aumentar la tasa de creaciéon de hueso intramembranoso y de cemento durante la
cicatrizacion osea. (91) Sin embargo, los efectos de las BMPs estan modulados por una serie
de factores que incluyen el acondicionamiento de la raiz, la carga oclusal, la dosis de
BMP’s, las caracteristicas del portador y la idoneidad del modelo de estudio para poder
comparar debidamente los resultados. Estos factores pueden afectar la tasa de osteogénesis,
cementogénesis y regeneracion de PDL inducida por BMP’s tanto en fases tempranas

como tardias de la cicatrizacion. (92)

Las MMPs 1 y 2, junto con sus inhibidores enddgenos (Inhibidor tisular de
metaloproteinasas, TIMP 1 y 2) son muy importantes para la remodelacion de la matriz
extracelular en PDL humano, y su expresion es sensible al estrés mecéanico. Varios estudios
han demostrado que las fuerzas tensoras y compresivas inducen la expresion de MMPs y

TIMPs a nivel proteico y del mRNA en células del ligamento periodontal. (93) (94)
Zheng et al, (95) analizaron en su articulo de 2012 cémo la presion sobre el PDL era
el responsable de regular el sistema de expresion de las MMP’s. Concluyeron que el estrés

altera los fluidos alrededor del PDL y que esto regula las MMP-1, 2 y la expresion de
TIMP-1y 2

1.2.2. Microarray

Determinar el perfil de expresion génica constituye una frontera crucial a la hora de

explicar y anticipar el comportamiento celular. Durante las tltimas dos décadas se han
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desarrollado un gran ntimero de técnicas con éste objetivo, como por ejemplo las PCR
cuantitativas en tiempo real (Real-Time PCR), el “enzyme-linked immunosorbent

assay“ (ELISA), Western blot, o la immunofluorescencia.

El andlisis por microarray en particular, es capaz de establecer una diferencia en los
patrones de expresion génica de una amplia variedad de muestras y comparar la expresion
de tejidos fisiologicos y patolégicos. Los microarrays de alta densidad pueden analizar el
transcriptoma del genoma completo de un organismo cualquiera y mostrarnos una
instantdnea de la expresion génica en la muestra de tejido concreta que se analiza, en el
momento exacto que el ARN fue aislado. Tanto colecciones homogéneas como
heterogéneas de células pueden usarse para generar un perfil genético, y el nivel del ARN

mensajero (MRNA) normalmente puede oscilar entre baja y alta disponibilidad. (96)

Con el fin de estudiar la expresion génica relativa al movimiento dentario, los
cambios en el hueso alveolar y procesos tales como la reabsorcion radicular, pueden
construirse plantillas adaptadas conteniendo los genes elegidos, incluyendo OPG, RANKL,

RANK, M-CSF, IL-1b, TNF-a y BMPs. (68)

Un primer paso crucial a la hora de analizar la expresion génica en los tejidos
mediante métodos como la “real-time PCR” o el microarray es el aislamiento previo de
ARN viable y de buena calidad. En hueso, este paso constituye un reto especial debido a la
baja cantidad de células que presenta el tejido, que ademés estdn embebidas en una matriz

altamente mineralizada. (97)

Tradicionalmente, el hueso congelado se envolvia en ldminas y era introducido en
nitrogeno liquido hasta solidificarse y convertirse en polvo, pulverizandolo con un martillo
o herramienta similar. (98) Tras esto, el hueso se trasladaba a otro recipiente usando un
reactivo con base de fenol-guanidina para el aislamiento del ARN. (99) Sin embargo, existe

cierta preocupacion acerca de que la realizacion de multiples pasos pueda aumentar la
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posibilidad de pérdida de la muestra y de contaminacidén cruzada, ya que la extremada

facilidad con que el ARN se degrada es un problema afiadido a la hora de extraerlo. (100)

En 2012, Carter el al (i01) desarrollaron una “técnica en un paso” que podria
simplificar la extraccion de ARN de multiples muestras de tejido 6seo orientadas a su uso
para andlisis mediante procesos altamente exigentes como el microarray. Este
procedimiento ayudaria a mantener temperaturas cercanas a la congelacion conteniendo las
muestras en microtubos Eppendorf y colocandolos rodeados de nitrégeno liquido. Se
centrifugarian manteniéndolas a 4°C en una habitacion refrigerada, previamente enfriados
con hielo y para la homogeneizacion, pulverizacién del hueso y posterior aislamiento del
ARN se utilizaria RNAeasy MiniKit (Qiagen). Mediante ésta técnica, encontraron que las
muestras no se degradaban tan facilmente y que la disponibilidad de ARN de alta calidad
aumentaba en ocho veces, con numeros de integridad de ARN (RNA integrity numbers,

RIN) entre 6.7 (102) y 9.2. (101

Debido a la importancia de la calidad del ARN para la exactitud de los resultados,
antes de su uso para microarray, las muestras pueden seleccionarse de acuerdo a su
integridad mediante varias técnicas como espectrofotometria UV o medicion mediante
electroforesis. Para ello, se usa una plataforma para la separacion de biomoléculas
mediante electroforesis denominada Byoanalizer. (103) (104) Sin embargo, Harrington et al
describen en su articulo de 2009 (105) que en presencia de abundante ARN, la sensibilidad
de deteccion de mARN en ésta plataforma puede verse reducida, como ocurre por ejemplo

en muestras de sangre. (106)
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1.3. Osteoclasto, osteoblasto y osteocito.

1.3.1. El osteocito.

Los osteocitos son las células constitutivas del tejido 6seo, y funcionan como
mecanosensores (107). Estan conectados entre si y a las células de la superficie 6sea por

dendritas o procesos citoplasmaticos.

El mecanismo por el que se produce la activacion de los osteocitos tras la
aplicacion de carga mecanica ha sido objeto de hipotesis como la del movimiento de
fluidos (108) que sostiene que al producirse la fuerza, el fluido intersticial se mueve
alrededor de la matriz extracelular no mineralizada que rodea a las células 6seas alterando
la tension que se recibe en la membrana celular de los osteocitos, lo cual iniciaria su

actividad.

El intrincado sistema de sefiales celulares que se da desde que se produce la
estimulacion mecénica en la superficie 0sea hasta que se activa el osteocito no es bien
conocido, por lo que son muchos los estudios que se han centrado en la descripcion de
aquellas moléculas que podrian estar implicadas en la regulaciéon de la funcion del

osteocito, siendo las mas representativas las que se exponen a continuacion.

Segundos después de la aplicacion de una fuerza mecdnica externa, se eleva la
sintesis de productos anabdlicos como el 6xido nitrico, las prostaglandinas y el ATP, y en
minutos, productos propios del metabolismo de los osteocitos como la glucosa 6-lactato-
deshidrogenasa y el c-FOS mRNA. Alrededor de 4 horas después, se eleva la sintesis de
factores de crecimiento y de marcadores especificos de los osteocitos, como la proteina de

la matriz dentinaria 1, MEPE (109)y esclerostina.
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Los osteocitos son las unicas células que producen esta ultima, que es un producto
del gen SOST y antagoniza las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) encargadas de la
formacion de hueso y de la osteoblastogénesis (son las encargadas de activar a los
precursores mesenquimales de los osteoblastos) (110) por lo que se ha propuesto a la

esclerostina como un regulador de la funcién osteoblastica derivado del osteocito.

Segun Gluhak-Heinrich y col. (109, son las proteinas de la matriz como Ia
fosfoglicoproteina de la matriz extracelular (MEPE) y la proteina de la matriz dentinaria 1
(DMP1) las que intervienen en la mineralizacion y desmineralizacion de espacio que rodea
al osteocito, ya que son sensibles a la carga mecanica externa. Los hallazgos de este grupo
de investigadores sugieren que las respuestas de ambas proteinas son independientes,

actuando la DMP1 mas rapidamente, mientras que MEPE ejerceria una accion retardada.

Ademas, se ha observado que los osteocitos emiten sefales para activar la
cascada de reabsorcion Osea a través de la secrecion de Factor Estimulador de las Colonias
de Macréfagos (M-CSF) y mediante su propia apoptosis en lugares donde se ha producido
un dafo 6seo (microfracturas, grietas...). Controlan también la expresion de RANKL en el
osteoblasto (Receptor Activador del Ligando NF-«kB), ejerciendo asi mismo un control
indirecto sobre la diferenciacion del monocito en osteoclasto, ya que este proceso ocurre

en presencia de RANKL y M-CSF. (1)

Cuando las fuerzas mecanicas actuan sobre el osteocito, alteran su estado metabolico
haciéndole secretar factores osteotropicos (MLO-Y4) capaces de estimular los receptores
de superficie de los osteoblastos. Esta comunicacion intercelular se da por medio de las
conexinas, y como consecuencia, el osteocito secretard PGE> que activard finalmente al
osteoblasto. La estimulacion mecanica induce también la expresion de CTGF (Factor de
crecimiento del tejido conectivo) (112) en los osteoblastos y osteocitos que se encuentran
alrededor del tejido inmediatamente anexo al ligamento periodontal de aquellos dientes

que han sido sometidos a movimiento ortodoncico.
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| REMODELACION OSEA MEDIANTE FUERZAS ORTODONCICAS |

‘ Tension local generada por la aparatologia ortodoncica ‘

Desplazamiento de fluidos en los
canaliculos

‘ Activacion de osteocitos ‘

Activacion de células de
revestimiento de la superficie 6sea

Expresion de ‘ Apoptosis de osteocitos
RANKL y M-CSF

‘ Generacion de osteoblastos ‘ Expresion de BAX
Generacion de ‘ ‘
osteoclastos
BONE RESORPTION BONE FORMATION

Figura. 3. Papel del osteoclasto, osteoblasto y osteocito en la secuencia de
las etapas de remodelacion 6sea durante el tratamiento ortoddncico. (20)

En los ensayos realizados por Yamashiro y col. (112) tras 12 horas de aplicacion de
fuerza, la expresion aparecia aumentada, extendiéndose a osteoclastos de capas profundas
de la matriz dsea alveolar, lejos del LPD, tanto en el lado de presion como en el de tension.
Por ello, estos investigadores sugerian la posibilidad de que el CTGF tuviera un papel
importante en la regulacion de la funcion del osteocito durante la estimulacidon mecanica

del hueso.

Sakai y col. (113) hipotetizaron que la expresion génica del CTGF y la induccién de
apoptosis de osteocitos por parte del movimiento ortodoncico podrian estar conectados, ya
que en su experimento de 2009, observaron un aumentd en la expresion génica de CTGF
dos horas después de la aplicacion de la fuerza, seguida de apoptosis de osteocitos tras 6
horas. Como consecuencia se produjeron lagunas 6seas 24 horas después y un aumento de
osteoclastos al tercer dia, teniendo lugar una aceleracion del movimiento dentario

alrededor del dia 10.
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1.3.2. Vias de regulacion osteoblasto/osteoclasto.

El osteoblasto es la célula del tejido 6seo encargada de la produccion y aposicion de
nuevo tejido mineralizado, mientras que el osteoclasto se encarga de la reabsorcion 6sea.
El control de la produccion de estos dos tipos celulares se lleva a cabo mediante el balance

RANKL/RANK/OPG. (20

El Ligando del Receptor Activador del factor Nuclear Kappa (RANKL) regula la
formacion y activacion de osteoclastos y ejerce su efecto uniéndose al receptor RANK de
los precursores de osteoclastos. La union desencadena una rapida diferenciacion de estos
precursores hematopoyéticos en osteoclastos maduros. Por otra parte, la osteoprotegerina
(OPG) es un receptor de la superficie del osteoblasto que compite con el RANK por la
unioén de RANKL. La OPG inhibe las fases terminales de la diferenciacion osteoclastica,
suprime la actividad de los osteoclastos ya maduros e induce su apoptosis. Mediante este

balance se regula la remodelacion 6sea de los tejidos.

El RANKL es liberado por progenitores osteoblasticos en mayor proporcion, pero
en casos de inflamacion como la que tiene lugar por ejemplo en la artritis reumatoide, el
movimiento dentario ortodoncico o la periodontitis, el RANKL es producido también de
forma abundante por los linfocitos T (114). Ademas del RANKL, el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) también promueve la osteoclastogénesis en condiciones de

inflamacion. (115)

El fluido crevicular gingival es un exudado inflamatorio que se encuentra en el
surco gingival y que aumenta en volumen con la inflamacion y el incremento de
permeabilidad en los capilares. Aunque compuesto principalmente por suero, el fluido
crevicular puede variar su composicion (i16) en funcion de los cambios que tengan lugar en

los tejidos circundantes, por lo que muchos estudios recientes se han centrado en los
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componentes de este fluido para encontrar marcadores bioldgicos que indiquen los

distintos estados de salud del periodonto y el hueso.

Mogi y col. (117) describieron en sus estudios un aumento en la concentracion de
RANKL y una disminucion de OPG en pacientes con periodontitis, sugiriendo que este
sistema podia tener un papel decisivo en la destruccion osteoclastica del hueso, y
Yamaguchi y col. reportaron en 2009 (118) una alta concentracion de RANKL encontrada en

el fluido crevicular durante el movimiento dentario ortodoncico.

Este ultimo grupo proponia por tanto que el conocimiento de los mecanismos que
componen este sistema podria abrir la puerta a métodos de modificacion del movimiento
ortodoncico como el propuesto por Fujita y col. (119) en el que irradiando con laser de baja
frecuencia los tejidos sometidos a fuerza ortodoncica se estimularia la velocidad del
movimiento dentario via sistema RANKL/RANK/OPG. También se ha propuesto la

transferencia génica del gen RANKL, que sera expuesta en capitulos posteriores.

El movimiento ortodoncico conlleva cambios en el patrén de remodelacion Osea,
produciéndose reabsorcion en el lado de presion y formaciéon de hueso en el lado de
tension. Son muchos los grupos de investigacion que han propuesto diferentes métodos de
modificacion del movimiento dentario ortodoncico, ya sea aumentandolo o
disminuyéndolo mediante el uso de agentes, como el citado RANKL, la OPG, inhibidores

de la integrina, inhibidores de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y relaxinas. (120)

La reabsorcion 6sea puede inhibirse de dos maneras: evitando la diferenciacion del
osteoclasto desde los precursores o impidiendo su conversion en osteoclasto maduro capaz

de reabsorber hueso, aunque ninguno de los dos procesos tiene consecuencias claras. (121

Holliday y col. (122) informaron de que el osteoclasto sufria una polarizacion al

entrar en contacto con seflales de activacion relacionadas con el hueso. Tal polarizacion es
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necesaria para que se produzca la reabsorcion Osea e implica mecanismos altamente
especificos que podrian ser objetivo de terapias especificas centradas en el osteoclasto,

bloqueando el MDO y consiguiendo anclaje.

En su investigacion buscaron nuevos inhibidores del MDO mediante péptidos o
pequefias moléculas que modularan la actividad osteoclastica, que se liberaban de una
membrana (ELVAX) implantada subgingivalmente en ratas sometidas a MDO. Vieron que
tanto la inhibicion de integrinas como de MMPs tenia demasiados efectos colaterales como

para ser usadas en la practica clinica. (123)

Por otra parte, la OPG y moléculas como el Denosumab (anticuerpo monoclonal
que bloquea el RANKL) realizan una actividad reguladora inmune. Incluso, la doble
accion moduladora dsea y activadora de la respuesta inmunitaria llevada a cabo en el hueso
por las citoquinas y el RANKL se ha denominado osteoinmunologia (124) y nos lleva a

pensar que la inhibicion de RANKL podria disminuir la resistencia a patdgenos orales.

Para que los osteoclastos maduros reabsorban hueso, debe haber senales de
activacion que provoquen reorganizacion profunda del citoesqueleto del osteoclasto,
resultando en la formacion de estructuras como anillos de actina en la superficie donde el
osteoclasto contacta con el hueso. (125), (126) Estos anillos estan vinculados al transporte
vesicular desde y hacia las membranas onduladas. Una de las moléculas que mas
comunmente se transporta es la ATPasa vacuolar (V-ATPasa) (127) que saca protones de la
célula disminuyendo el pH hasta 5.0, que es el necesario para que se produzca la

reabsorcion.

Sélo unos pocos tipos de células mas, como las células renales y algunas del tracto
reproductivo de mamiferos (128)(129) son capaces de llevar a cabo un proceso de
acidificacion debido a la existencia de grandes depdsitos de ATPasa vacuolar (V-ATPasa)
en el citoplasma. Es mediante este procedimiento como el osteoclasto acidifica las lagunas

de reabsorcidn.
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La V-ATPasa esta compuesta de varias subunidades. (130) La subunidad B interactua
con la actina de los microfilamentos lo cual es vital para la funcion del osteoclasto. La
propuesta de Holliday y col. (131) es identificar una molécula que inhiba la interaccion entre

la V-ATPasa y los microfilamentos mediante técnicas quimicas computarizadas.

En el lado de tension, el proceso de formacion Osea tiene lugar mediante la
atraccion quimica de precursores de osteoblastos al lugar donde debe realizarse la
osteogénesis. Los osteoblastos se superponen formando una matriz osteoide que se
remineraliza tras trece dias siguiendo una tasa de 1 micra al dia hasta que se sella por

completo el defecto 0seo. (132)

En las capas del fondo los osteoblastos tienen grandes nucleos y forman una gruesa
capa de osteoide. Las células se van alisando y entrando en quiescencia, quedando algunas
dentro de la matriz 6sea neoformada. (132) Los osteoblastos que quedan rodeados por la

matriz calcificada formando lagunas ¢seas son los denominados osteocitos.

1. 4. Células Madre en el movimiento dentario ortodoncico.

1. 4. 1. Biologia de las células madre

Es importante conocer la biologia de las células madre para comprender el alcance de
sus posibilidades en cuanto al tratamiento de numerosas enfermedades ya que presentan
multiples usos, como la regeneracion tisular y la revascularizacion, por lo que son de

incalculable valor en el campo de la medicina regenerativa.
Una célula madre es una célula con dos caracteristicas principales: capacidad de

proliferacion (mediante divisiones mitoticas, dando lugar a células madres y otros

progenitores) y capacidad de diferenciacion en distintas lineas celulares. (133) Por la
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posesion de estas dos caracteristicas se dice que las células madre tienen capacidad de

autorenovacion.

Existen dos tipos de células madre en funcion de su grado de multipotencialidad, las
embrionarias, con alta capacidad proliferativa y pluripotentes (diferenciacion a cualquier
tipo de célula) y las células madre propias de tejidos, con capacidad proliferativa limitada y
multipotentes (diferenciacion sélo a células especificas del tejido del cual proceden). (134)
Las células madre embrionarias s6lo se encuentran cuando el embrioén esta en fase de
blastocisto, mientras que las propias de tejidos pueden encontrarse durante toda la vida del
organismo multicelular, y participan en el mantenimiento de tejidos, ya que se mantienen
en latencia hasta que tiene lugar un dafio tisular y activan a los precursores aumentando la
tasa de produccion celular. (135) Las células madre pueden derivar del ectodermo, como las
de los tejidos del sistema nervioso (células de la glia: neuronas, astrocitos,
oligodendrocitos) o del endodermo, como las células mesenquimales (médula 6sea, entre

otros tejidos) (136)

El nicho celular es el hogar de las células madre. Es una entidad tanto estructural
como funcional que funciona en dos direcciones: el nicho regula la biologia de las células
madre (proliferacion, destino de la progenie y evitar el agotamiento o la muerte de las
células) y estas a su vez conservan la integridad del nicho. Las células madre
mesenquimales (MSCs) se hallaron por primera vez en la médula 6sea (BMMSCs), y la
busqueda de MSCs en tejidos especificos ha llevado al descubrimiento de una gran

variedad de células madre en todos los drganos y tejidos del cuerpo en las tltimas décadas.
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Figura. 4. Nicho celular de las células madre
hematopoyéticas. (137)

En la cavidad oral existen dos tipos basicos de células madre: del tejido dental y de la
mucosa oral (hOMSCs). Se han encontrado varios tipos de células madre mesenquimales
derivadas del tejido dental: de la pulpa (DPSCs), de dientes deciduos exfoliados (SHED),
del ligamento periodontal (PDLSCs), de la papila apical (SCAP) y del foliculo dental
(DFPCs).

Las células madre de la pulpa pueden obtenerse directamente de tejido pulpar, tienen
clara capacidad osteogénica (ya que son capaces de regenerar dentina y tejido 6seo), pero
no tan clara capacidad neurogénica. Sin embargo, las células madre de la mucosa tienen
probada capacidad tanto neurogénica como osteogénica y se obtienen de cultivo de
explantes de mucosa. (138) Una de las diferencias entre las BMMSCs y las células madre
dentales es que estas Ultimas estdn mas vinculadas al desarrollo odontogénico que al

desarrollo osteogénico. (139)
Las células madre mesenquimales de la médula 6sea (BMMSCs) se han descrito

como “colony-forming unit-fibroblasts” (CFUFs), siendo capaces de diferenciarse en

células del tejido d6seo pero también en otras muchas lineas celulares (osteogénica,
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condrogénica, adipogénica, miogénica y neurogénica, entre otras) cuando se cultivan en
determinadas condiciones in vitro. Los tejidos dentales son tejidos especializados que no
son objeto de remodelacion continua, al contrario que el tejido 6seo. Asi, las células madre
que derivan de los tejidos dentales pueden tener un menor potencial de diferenciacion que

las BMMSCs.

Una caracteristica importante de las células de la pulpa es su potencial de
diferenciacion odontobléstica: pueden ser inducidas in vitro a diferenciarse en células
odontoblésticas, caracterizadas por cuerpos celulares polarizados y acumulacién de

ndédulos mineralizados.

Por su parte, las células de dientes deciduos exfoliados (SHED) proliferan mas
rapido que las DPSC y BMMSCs (SHED>DPSC>BMMSCs), y una caracteristica notable
de estas células es que tienen capacidad osteoinductiva, algo que no se atribuia a las DPSC
(inducen que determinadas células receptoras se diferencien en células encargadas de
generar hueso). También se estd estudiando el potencial de desarrollo neuronal mediante la

inyeccion de SHED en el hipocampo de ratones inmunodeficientes. (140)

La papila apical hace referencia a los tejidos blandos de los apices de dientes
permanentes en desarrollo. (141) Este tejido se localiza mas hacia apical de la membrana
epitelial y consiste en una zona rica en células. Las células madre derivadas de la papila
apical (SCAP) parecen ser una fuente primaria de odontoblastos, responsables de la
formacion de la dentina de la raiz, mientras que las DPSC son probablemente una fuente

de odontoblastos de reemplazo que forma dentina reparativa.

El papel de la papila apical en la formacién de raices fue investigado por Huang y
col. en 2008 (142) con un ensayo en modelo animal: la extirpacion quirtrgica de la papila
apical de la raiz en una fase temprana de su formacion dio lugar a la detencidon del

desarrollo radicular, a pesar de seguir intacta la pulpa. Por el contrario, los dientes en los
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que esta papila permanecia, continuaban con su normal crecimiento y desarrollo. Existe
evidencia cientifica de que en el ligamento periodontal se encuentran poblaciones celulares
que pueden diferenciarse en cualquier célula generadora de cemento (cementoblastos) o de
hueso (osteoblastos). La presencia de multiples tipos de células dentro del ligamento
periodontal sugiere que el tejido contiene células progenitoras (PDLSCs) para mantener la

homeostasis y la regeneracion de los tejidos periodontales.

El foliculo dental es un tejido ectomesenquimal que se encuentra alrededor del
organo del esmalte y de la papila del germen dental en desarrollo antes de la erupcion. Este
tejido contiene células progenitoras (DFPCs) que forman el periodonto, es decir, cemento,
ligamento periodontal, y el hueso alveolar. Estas células precursoras se han aislado de
foliculos dentales de los terceros molares retenidos. Las diferencias y puntos comunes
entre las células madre derivadas de la médula dsea y las derivadas de tejidos dentales se
dan a multiples niveles, como veremos a continuacién. En cuanto al inmunofenotipo, en
conjunto, la evidencia actual sugiere que las vias bioquimicas implicadas en la
diferenciacion de DPSC a odontoblastos funcionales son similares a las vias de
diferenciacion de BMMSCs en osteoblastos. Ademas, segin lo publicado por Shi y col.
(143), las DPSC comparten un patrén similar de expresion de la proteina con BMMSCs in
vitro. En lo que concierne a la expresion génica, se encontrd un nivel similar de expresion
entre DPSC y BMMSCs en mas de 4000 genes humanos, a excepcion de algunos como el
colageno XVIII alfa-1, el factor de crecimiento parecido a insulina tipo II (IGF2), y la
ciclina-quinasa dependiente tipo 6 entre otros, que estan altamente expresados en DPSC,
mientras que otros, como por ejemplo el colageno tipo I alfa-2 se expresan con mas

frecuencia en BMMSCs.

Con respecto al potencial de diferenciacion; aunque las células madre derivadas del
tejido dental y las de la médula 6sea estan reguladas por factores similares y comparten un
perfil de expresion proteica comun, estas poblaciones difieren significativamente tanto en

su capacidad proliferativa como en su potencial de diferenciacion durante el desarrollo in
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vitro, donde las BMMSCs forman solo tejido 6seo.

El potencial condrogénico de DPSC parece débil, y tanto DPSC como SCAP son
mas débiles en la adipogénesis en comparacion con BMMSCs En teoria, el potencial de
desarrollo neuronal de las células madre dentales podria ser mas potente que de las células
madre procedentes de médula 6sea, debido a que tienen su origen en la cresta neural. Por
otra parte, el nicho celular de las células DPSC en la pulpa dental humana fue identificado
por los anticuerpos contra STRO-1, CD146, y el antigeno de pericitos asociados (3GS5) y se

encontrd que se localizaba en las regiones de la vaina perivascular y perineural.

1.4.2. Evolucion en la investigacion con células madre

Desde finales de los afios 90 y principios de los 2000 se han empezado a estudiar
mas en profundidad las caracteristicas de este tipo de células para orientar su potencial al

amplio campo de la terapéutica clinica.

Las posibilidades son muy variadas: células de la médula 6sea para leucemia y
quimioterapia, c€lulas nerviosas para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson,
Alzheimer, células cardiacas para tratar los infartos, células del pancreas para la diabetes y
un largo etcétera. Identificar los tipos de células madre propias de tejidos ha sido el primer

paso: médula osea, tejido neural, etc.

Gronthos y col. en el ano 2002 (144) establecian la posibilidad de la existencia de
c€lulas madre derivadas de la pulpa dental humana (DPSCs). Previamente se habia
constatado la existencia de células madre derivadas de la médula 6sea (BMSSCs) con
capacidad para diferenciarse en diferentes tipos de células como osteoblastos, condrocitos,

adipocitos, células musculares y neurales.
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Este grupo describia que las células madre de la pulpa presentan varios puntos
comunes con las BMSSCs, ya que expresan marcadores como sialoproteinas, fosfatasa
alcalina, colageno tipo I y osteocalcina (al igual que los osteoblastos). Ademas su
diferenciacion esta mediada por reguladores de la formacion 6sea como el factor de
crecimiento tisular B y las citoquinas, y los perfiles de expresion génica entre ambas lineas

celulares son muy parecidos.

Partiendo de esta base, se intentan identificar las DPSCs como una nueva poblacion
de células madre con alto potencial proliferativo, capacidad de autorenovacion y

diferenciacion en varias lineas celulares.

En su articulo anterior del afio 2000, (145) Gronthos y col. describieron ya que estas
c€lulas eran capaces de regenerar un “complejo pulpa-dentina compuesto de una matriz
mineralizada tubular con odontoblastos, ademas de tejido fibroso con vasos sanguineos en

una distribucion similar al complejo dentino-pulpar encontrado en dientes humanos”.

En este nuevo articulo tomaron células DPSCs y las transplantaron a un raton
inmunocomprometido que generd tejido en forma de complejo dentino-pulpar,
demostrando asi la capacidad de autoproliferacion de estas células. Ademas fueron capaces

también de generar adipocitos y células neurales.

Por otra parte, se estudié el potencial odontogénico de 12 cepas de DPSCs, dos
tercios de las cuales generaron abundante cantidad de dentina ectdpica in vivo, y en el
tercio restante s0lo se detectd una cantidad limitada de dentina. Esto indica que las
colonias difieren entre ellas en su potencial odontogénico. Todos estos resultados indican
que las DPSCs se comportan como células madre, con capacidad autoregenerativa y de

diferenciacion.
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Afos después, cuando la existencia de células madre propias de la pulpa dental era
ya un hecho més que constatado, Sloan y col. en su articulo de 2008 (146) revisaron de
forma mas amplia lo escrito hasta entonces sobre las células madre de los tejidos orales,
resaltando que las células madre se estructuran en nichos que estan quiescentes cuando el
tejido esta sano y activos cuando sufre algiin dafo, ya que mueren odontoblastos, lo cual

estimula una cascada de sefiales.

Existen varias teorias sobre donde se localiza el nicho del que provienen las células
madre pulpares y que promueve la proliferacion de odontoblastos tras un dafio pulpar. Se
hipotetiza que esté en la misma pulpa, bajo la zona danada, generando células derivadas de
fibroblastos, o que se encuentre en regiones perivasculares adyacentes, migrando desde ahi
a la zona danada. Cuando se activan los progenitores, aumenta la expresion génica de
NOTCH, que es una molécula de sefalizacion que controla la actividad de la célula madre,
y que se activa tras dafio pulpar en diferentes localizaciones, como la pulpa, las capas sub-

odontobléasticas o las estructuras perivasculares.

Estudios recientes sugieren que existe mas de un progenitor de células madre en la
pulpa dental madura, de diferente origen embrionario, uno tipo cresta neural y otro
mesenquimal. Esto explicaria las diferentes respuestas de capacidad osteogénica,
proliferativa y los distintos patrones de sefalizacion NOTCH obtenidos en anteriores
estudios, asi como el hecho de que células madre de otros tejidos como la pulpa de dientes

temporales y el periodonto tengan diferentes genotipos y patrones de expresion proteica.

Sloan y col. (146) repasaban otras lineas de células madre dentales recientemente
descritas por aquel entonces : SHED (de dientes temporales) y PDLSCs (del ligamento
periodontal), estableciendo que mantienen un mayor potencial de crecimiento que las
lineas celulares derivadas de médula 6sea (BMSSCs). Ademas establecian que las SHED
tienen mayor proliferacion y mayor capacidad osteoinductiva que las DPSCs, pudiendo asi

mismo diferenciarse en odontoblastos. Son inmunorreactivas a sialofosfoproteina, pero no
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pueden formar complejo dentino-pulpar, lo que las diferencia de las DPSCs y segun se ha

sugerido, podrian ser una linea previa de progenitores mas inmadura.

El primer tipo de células madre dentales aisladas fueron del tejido pulpar (hDPSCs)
de terceros molares de pacientes adultos jovenes (mayores de 19 afios) en la etapa de raiz
en formacion 6 raiz recientemente completa. Debido a que en la mayoria de los casos estos
pacientes no necesitan terapia de regeneracidon, se esta estudiando la posibilidad de

conservar estas células madre mediante técnicas como la criopreservacion. (147)

El desarrollo dental es un proceso complejo que comprende varias etapas: corona
completa, raiz en formacion y raiz completa. En concreto, el desarrollo del tercer molar
ocurre entre las siguientes edades: 12-16 afos (corona completa), 15-20 afios (raiz en
formacion), 18-25 afios (raiz completa). Un gran nimero de pacientes presentan terceros
molares que son potencialmente perjudiciales para los tejidos circundantes y dientes
vecinos, de ahi que diversos estudios aislen células madres de estos dientes los cuales son

extraidos por propositos ortoddncicos o profilacticos.

Takeda y col., en 2008, (148) aislaron células madre de la pulpa del tercer molar en
una etapa mas temprana, tras la formacion de la corona, para determinar la induccion de la
osteo/odontogénesis, induccion de la adipogénesis, determinar la diferenciacion neural y el
numero de duplicaciones. Los resultados sugirieron que el aislamiento de hDPSCs durante
una etapa temprana del desarrollo del tercer molar mostraba un potencial de diferenciacion
comparable con los recogidos en estudios donde aislaban hDPSCs en etapas mas tardias
del desarrollo dental. También se realizdo el transplante de hDPSCs cultivadas a la
superficie dorsal de ratones inmunodeprimidos. Las células generaron una matriz a las 8
semanas del transplante y a las 15 semanas se produjo la formacion de dentina y pulpa
como tejido conectivo. Igualmente se observo una matriz de colageno perpendicular a la

capa de odontoblastos y existia evidencia de calcificacion de la matriz dentinaria.
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Figura. 5. Tercer molar humano en desarrollo. (149)

Esto sugiere que la pulpa dental contiene células madres capaces de generar dentina
incluso cuando son aisladas en etapas tempranas del desarrollo dental. Asi mismo, los
autores del estudio observaron un potencial de proliferacion mayor en esta etapa de
desarrollo aunque la observacion de células en cultivo a largo plazo revel6 una pérdida en

la capacidad de diferenciacion tanto in vitro como in vivo.

Ding y col. constataron (147) que las células madre de la papila apical (SCAP)
representaban una nueva poblacion de células madres pluripotenciales, proposicion que
venia avalada por su capacidad de diferenciarse en odontoblastos y adipocitos y por su
expresion de altos niveles de survivina y telomerasa, dos proteinas que juegan un papel

critico en la proliferacion celular.

En comparacion con las células madre del ligamento periodontal, las de la papila
apical muestran un aumento de la capacidad de formacion del tejido dentinario, lo que
sugiere que la papila apical de la raiz contiene una poblacion de células madres superior
para la regeneracion de tejidos. Estas células madre tienen un papel importante en el
desarrollo radicular, apexogénesis, regeneracion de pulpa y dentina e importantes

aplicaciones por tanto en la ingenieria tisular.
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1.4.3. Usos para la regeneracion de tejidos

La regeneracion de tejidos mediada por células madre mesenquimales es un
acercamiento prometedor a la medicina regenerativa con un amplio abanico de
aplicaciones. Sonoyama y col. (141) usando un modelo animal, transplantaron células madre
SCAP y del ligamento periodontal (PDLSCs) para generar un complejo radiculo-
periodontal capaz de dar soporte a una corona de porcelana que dé lugar a una unidad

funcional.

Las células de la papila apical tienen mas capacidad de proliferacion que las de la
pulpa (DPSCs), (lo cual se determina por la gran actividad de la telomerasa) asi como un
mayor potencial de regeneracion de tejidos. Segiin Sonoyama y col. (140, son ademas
faciles de obtener porque de un solo diente obtenemos un gran nimero de ellas, e incluso
podrian obtenerse de la papila apical de los cordales al extraerlos, y almacenarse en bancos

en caso de necesidad de posteriores transplantes autdlogos.

En primer lugar se llevé a cabo un estudio de viabilidad: se tomaron células SCAP
de la papila apical de la raiz de un diente porcino; y para comprobar si estas células podian
diferenciarse, asi como su capacidad dentinogénica, se transplantaron a un ratén
inmunocomprometido usando un vector para el transporte de hidroxiapatita/

tricalciofosfato (HA/TCP).

Observaron que se creaba dentina y tejido conjuntivo, y se pasaron también células
madre del ligamento periodontal (PDLSCs) al raton para ver si generaban cemento. Ocho
semanas después de ser transplantadas in vivo, habia cemento y Fibras de Sharpey

(coladgeno) ancladas a éste.

Estudios muy recientes, como el de Volponi y col., de 2010 (149) se atreven a ir un

paso mas alla en la regeneracion de tejidos, y clasifican los tipos de células madre del
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tejido oral en funcidn al potencial reparativo que estas tendrian con respecto a las distintas
partes del diente susceptibles a la patologia. Los dientes tienen una capacidad limitada de
respuesta a la agresion y las células madre pueden ser la respuesta para el reemplazo de

células danadas y la reparacion del tejido.

Las células madre orales pueden obtenerse muy facilmente constituyendo una fuente
autdloga de células para restaurar la vitalidad pulpar tras infeccion, regenerar el ligamento
tras enfermedad periodontal o para generar estructuras dentales parciales o completas que
funcionen como “implantes biologicos”. Como las células madre dentales comparten
propiedades con las células madre mesenquimales, tienen también un considerable
potencial para el tratamiento de desérdenes celulares mesenquimales, como por ejemplo la

enfermedad de Parkinson.

Hay varias areas en las cudles se considera hoy en dia que las células madre dentales
pueden tener potencial reparativo, como, por ejemplo, la reparacion de tejido dental como
dentina, ligamento periodontal, pulpa e incluso esmalte. Se ha sugerido asi mismo su uso

para regeneracion de tejidos no dentales como el tejido dseo y nervioso. (150

Volponi y col. (149) tomaron células del ligamento periodontal de un tercer molar
extraido que implantaron posteriormente en otra localizacion donde hubiera un dafio
periodontal, y observaron coémo se regeneraba el ligamento y se creaba cemento
neoformado, mientras que Huang y col. (151) consiguieron la regeneracion pulpar completa
de un diente desvitalizado introduciendo células madre derivadas de la pulpa y de la papila
apical. Es muy importante asegurarse de que aunque se haya eliminado la pulpa sigue

habiendo un aporte adecuado de sangre (mantenimiento de la vascularizacion en el apice).
Cuando se ha perdido por completo una pieza dental la opcidén terapéutica mas

frecuente es la colocacion de un implante metélico en el hueso. Una de las razones del fallo

de los implantes es que en ausencia de ligamento periodontal, las fuerzas se transmiten
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directamente al hueso. Hoy dia se prefiere un implante con base celular antes que metalica.

Lo mas importante es conseguir la formacion de la raiz con su ligamento periodontal,
y su aporte nervioso y sanguineo, y esto requiere la existencia de dos tipos de células:
epiteliales y mesenquimales. Hay dos maneras de conseguir la regeneracion: con induccion

epitelial de células mesenquimales o viceversa.

S6lo se han encontrado células madre embrionarias epiteliales capaces de
proporcionar una respuesta odontogénica, excepto las de la Vaina Epitelial de Malassez,
que contienen restos de células embrionarias y pueden encontrarse en dientes adultos. Se
ha visto que el cultivo de estas células puede crear estructuras de esmalte. También se han
tomado células de la mucosa oral que consiguen crear partes dentales aunque en ningun

caso un diente completo.

Sin embargo, la capacidad odontogénica de las células mesenquimales ha sido
sobradamente probada tanto in vitro como in vivo, y son mucho mas faciles de conseguir
como hemos visto anteriormente, por lo que la tendencia actual en investigacion se decanta

por esta segunda opcion.

Las células disociadas (separacion de células epiteliales y mesenquimales) tienen la
capacidad de reorganizarse formando aquellas estructuras para las que estaban
programadas cuando vuelven a asociarse, de modo que si las obtenemos ya disociadas de
la lamina primordial embrionaria de los dientes, se puede conseguir crear una nueva

estructura dental mediante reagregacion celular.

1.4.4. Revascularizacion

La revascularizacion de la pulpa parcialmente necrdtica en una raiz inmadura

presenta relacion con las células madre vitales localizadas en la papila apical. Estas pueden
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sobrevivir a la necrosis pulpar incluso en presencia de una infeccion periradicular. Son
capaces de resistir bajo condiciones extremas, como quimioterapia o radiacion, de ahi la

recurrencia de algunos tumores. (152)

Al inducir la formacion del coagulo con limas mas alld del 4pice, las células madre
de la papila apical emergen dentro del conducto y se diferencian posteriormente en
odontoblastos. Estos odontoblastos secundarios permiten la posterior deposicion de
dentina. La supervivencia de las células madre se ve beneficiada por un suministro
sanguineo a la papila apical, lo que contribuye a la revascularizacion de la pulpa y a la
finalizacion del desarrollo radicular. Una raiz mas larga y mas gruesa disminuye el riesgo
de fractura del diente, problematica que surge con los procedimientos de apicoformacion
(153). Ademas un diente con tratamiento exitoso de revascularizacion no requiere

tratamiento adicional, a diferencia de la apicoformacion.

Por lo tanto, la literatura actual est4 siguiendo un protocolo de no instrumentacién
del canal en todo el procedimiento de revascularizacion con el fin de preservar estas
células madres de la papila apical. Sin embargo, se necesita una mayor evidencia cientifica
para determinar si las células madres de la papila apical son totalmente responsables de la
diferenciacion en odontoblastos y posteriormente de la deposicion de dentina implicada en
la maduracién de la raiz. Tampoco se ha determinado el estado y la duracién de la
patologia que dara lugar a la destrucciéon completa de células mesenquimales apicales y

supervivencia de células madre de la pulpa dental

1.4.5. Células madre y regulacion del movimiento dentario.

Hasta el momento, no es mucho lo que se ha publicado acerca de la relacion entre
c¢lulas madre y movimiento dentario, pero varias afirmaciones publicadas en los ultimos

afios han ido abriendo camino para futuras investigaciones.
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En 1992, Zahrowski y Turley (154) estudiaron los efectos en ratas de la magnitud de
la fuerza sobre la actividad celular de los progenitores osteoblasticos durante la expansion
palatina, encontrando que las fuerzas mayores de 100 gramos se correspondian con un
aumento en el numero de células osteoblésticas, aunque a partir de una fuerza determinada
disminuia el nimero de progenitores, y a fuerzas de 200 gramos no habia diferencia con
los controles, con lo que sugerian que la formacién 6sea podia maximizarse variando la

magnitud de la fuerza y la distancia al punto de aplicacion de la misma.

En 1997, Basdra y Komposch (155 realizaron un andlisis concluyendo que los
fibroblastos del LPD en humanos exhibian in vitro caracteristicas fenotipicas consistentes
con las de las células osteoblasticas. Este hecho les llevo a sugerir la posibilidad de que
tuvieran el potencial de diferenciarse en osteoblastos, osteoclastos y/o cementoblastos,
aunque aun se desconoce qué factores mediarian este proceso. En 2001, Zetner y col.
(156) realizaron un experimento en ratas que demostraba que la fuerza mecéanica no soélo
activaba precursores de células Oseas sino que también inducia una progresion mayor del
ciclo celular de células progenitoras de fibroblastos gingivales. En 2008, Nayak y col. (157)
publicaron un estudio en el que se transplantaban células madre del ligamento periodontal
para lograr su total cicatrizacion, a la vez que realizaba un movimiento ortodoncico. Este
autor postulaba que el rango de recuperacion del ligamento periodontal tras haber sido
dafado era muy limitado, y que los intentos por recuperarlo mediante el uso de diferentes
moléculas como algunos componentes de la matriz extracelular, factores de crecimiento
(158),(159) € incluso transplantes celulares, no habian tenido el éxito esperado. En este ultimo
caso, el problema residia en que las nuevas células introducidas no estaban marcadas,
haciendo imposible saber con posterioridad cuantas de las células encontradas provenian

de la nueva colonia y cuales no.
Los resultados de su estudio fueron que en un entorno de movimiento dentario

ortodoncico, las células madre del ligamento periodontal transplantadas se diferenciaron en

tipos celulares osteogénicos y no osteogénicos, y tal diferenciacion se inici6 alrededor de
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las areas perivasculares de los vasos sanguineos del periodonto, de forma simultanea a la

entrada de las nuevas células en el tejido dafiado.

En aquellos tejidos donde el movimiento dentario ortoddncico haya sido extenso, el
transplante de células madre progenitoras del ligamento periodontal puede ser usado para
potenciar la cicatrizacion y el restablecimiento de los tejidos, ya que, al parecer, el
movimiento ortoddncico potencia la neoformacion celular. La alta vascularizacion que se
produce a consecuencia de la aplicacion de fuerza mecénica externa sobre el diente, hace
que las células transplantadas migren con mas facilidad, proliferando y diferenciandose

mas rapidamente.

Recientemente, los estudios de Yu y Barnouti, ambos de 2011, avalados por
estudios anteriores, confirman el papel de diferentes moléculas en la proliferacion de
promotores celulares 6seos. Segin Yu y col. (160), una sobre expresion de Osteoprotegerina
induce la diferenciacion de pre-osteoblastos en osteoblastos maduros y de acuerdo con
Barnouti y col. (161) las BMPs, especialmente las de tipo 2 y 4, aceleran la diferenciacion de

células mesenquimales en células dseas.

1.5. Métodos de modificacion del movimiento dentario

ortodoncico.

La modificacion del movimiento dentario ortodoncico comprende todas aquellas
técnicas que, de forma coadyuvante a la clasica aplicacion de fuerzas ortodoncicas
(mediante aparatologia disefiada para tal proposito), ejerzan algiin efecto sobre la tasa neta
de movimiento dentario, ya sea acelerandola, disminuyéndola o inhibiéndola totalmente.
En las ultimas dos décadas, han sido muchos los métodos descritos en la literatura
cientifica acerca del MDO, con resultados contradictorios e incluso en ocasiones,
controvertidos. Con la idea de poder establecer un esquema claro de los mismos, se ha

realizado una revision sistematica, incluyendo aquellos articulos que conciernan el MDO
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modificado biologicamente, tanto para aumentarlo como para disminuirlo. No se

establecieron limites temporales y la revision se actualizd hasta Febrero de 2014.

Debido a la creciente importancia de la medicina basada en la evidencia, nuestro
proposito es analizar aquellos articulos que ofrezcan experimentacion sobre la
modificacion del movimiento dentario ortodoncico, resumiendo los datos expuestos de
forma que pueda realizarse una comparacion efectiva entre métodos, incluyendo asi mismo
un analisis de calidad de los citados articulos, con el fin de crear un esquema claro y
comprensible de los métodos existentes y su efectividad, abriendo la puerta a las multiples
posibilidades que ofrece la terapia ortoddncica acelerada. En lineas generales podemos
encontrar cinco grandes grupos de investigacion: métodos quirdrgicos, farmacoldgicos o

quimicos, laser, uso de campos magnéticos y terapia génica.

1.5.1.Métodos de deceleracion del movimiento dentario ortodoncico

1.5.1.1. Quimicos.

Los métodos quimicos que retardan o incluso inhiben el movimiento dentario
ortodoncico, estan relacionados sobretodo con el uso de farmacos por parte del paciente y
con la utilizacion de diferentes moléculas bioldgicas cuya aplicacion podria segun los

autores, proveer al clinico de un anclaje diferencial.

Los bifosfonatos son analogos sintéticos del pirofosfato organico (PPi), un
regulador endégeno de la mineralizacion 6sea. Su estructura de fosfonato-carbon-fosfonato
(P-C-P) les proporciona su habilidad para unir iones metalicos divalentes como por
ejemplo el calcio. (162) Debido a esto, los bifosfonatos se eliminan rapidamente del torrente
circulatorio y se unen a las superficies Oseas in vivo en lugares de remodelacion dOsea
activa, particularmente en areas en las que esté ocurriendo un proceso de reabsorcion

osteoclastica.
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Ademas, son altamente selectivos por los osteoclastos, por lo que su objetivo es
alcanzar el hueso y almacenarse alli hasta que son liberados localmente cuando ocurre una
reabsorcion dsea. (163) Suprimen la actividad osteocldstica, se pierde la integridad del
citoesqueleto, el borde ondulado del osteoclasto y finalmente se produce la apoptosis de la
célula. Los bifosfonatos inhiben la expresion de RANKL y potencian la produccion de
OPG por parte de las células de la médula 6sea y los osteoblastos de modo que la
interaccion RANK-RANKL queda interrumpida, provocando la disminucion de la

reabsorcidn Osea. (164)

El papel de los bifosfonatos en el movimiento dentario ortodoncico ha sido discutido
largamente durante las ultimas dos décadas. Choi y col., en su estudio de 2010 (165
establecieron una relacion entre el uso de Clodronato y el movimiento ortoddncico en ratas
Wistar usando dos concentraciones: 10 y 2,5 mg/mol, encontrando un descenso en el

movimiento dentario en ambos grupos.

Estos resultados son consistentes con los publicados por Adachi y col. (166) Igarashi
y col. (167)y Liu y col. (168) en los que se describe que el MDO disminuye cuando se
inyectan bifosfonatos intragingivalmente, el movimiento dental ortoddncico decrece, como
consecuencia de los cambios en forma y funciéon que se inducen en el osteoclasto que
reducen la expresion de H(+)-ATPasa y catepsina K durante el MDO. (169) De acuerdo con
sus estudios, el Risedronato seria el de mayor accion contra el MDO, seguido del
Clodronato y el Pamidronato, que al parecer decrece el numero de osteoclastos sin afectar

de forma relevante al MOD.
Mas recientemente, en 2013, estudios como los de Kaipatur et al, (170) confirman el

papel inhibidor de los bifosfonatos, encontrando un 65% menos de MDO cuando éste se

hacia al mismo tiempo que la administracion de Alendronato, y el 86% cuando se hacia 3
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meses después de la administracion del mismo. Toro et al, (171) en un estudio similar en

ratas, confirmé que tanto el Alendronato como la Bis-enoxacina inhiben el MDO.

Se ha propuesto también que los bifosfonatos podrian tener un efecto de
disminucion de la reabsorcion radicular, y podrian asi mismo ser usados para proveer
anclaje diferencial y evitar la recidiva, aunque es importante resaltar que la mayoria de los
estudios que proponian el uso de bifosfonatos para proporcionar anclaje y evitar la recidiva
fueron publicados antes del 2003, afio en que Migliorati publico el primer informe que
relacionaba bifosfonatos con osteonecrosis mandibular, por lo que las hipotesis deben ser

tomadas con cautela. (172)

Por otra parte, las prostaglandinas son mediadores de la inflamacion muy
conocidos, y el dolor que causa en el paciente el tratamiento ortodoncico puede con
frecuencia hacer que necesite tomar algun analgésico. Los antiinflamatorios no esteroideos
o AINES actian como inhibidores de la sintesis de prostaglandinas via ciclooxigenasa, que
es la enzima que regula su sintesis. Segun los estudios consultados, los AINES y otros
inhibidores selectivos de la COX-2 como el Rofecoxib y el Celecoxib disminuyen el

MDO.

En 1984 Sandy (173) estudio los efectos del Fluribuprofeno en conejos aplicando
100g de fuerza con un muelle cerrado, y Arias y col. en 2006 (174) realizaron una
comparacion en ratas entre el Ibuprofeno, el acido acetil salicilico (AAS) y el
acetaminoprofeno. Ambos estudios llegaban a conclusiones similares: los AINES
disminuyen el numero de osteoclastos mediante la inhibicién de las prostaglandinas
decreciendo por tanto el MDO. Sin embargo, el acetaminoprofeno, que pertenece a la
familia de los paraminofenoles ejerce accion analgésica sin interferir con el movimiento
dental. Esto mismo ocurria con el Tenoxicam, de la familia oxicam, estudiado por Arantes

y col. en 2009 (175) en un ensayo clinico randomizado a doble ciego en 36 pacientes.
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Los inhibidores selectivos de la COX> como el Rofecoxib fueron comparados por
De Carlos y col. en su articulo de 2006 (176) con un AINE (Diclofenaco) usando en ratas dos
intensidades diferentes de fuerza (50 y 100 g) encontrando una inhibicion parcial y total
con el Rofecoxib y el Diclofenaco respectivamente. Mas tarde, en su estudio de 2007 (177),
compar6 tres terapias diferentes de Coxib (Rofecoxib, Parecoxib y Celecoxib),
estableciendo que para uso terapéutico, el primero era el menos adecuado y el Celecoxib

era el de uso recomendado como analgésico durante la terapia ortoddncica.

Gameiro y col. en 2008 (178) comprobaron los efectos del uso de Celecoxib a corto y
largo plazo en ratas demostrando que aunque el ntimero de osteoclastos no disminuia
significativamente, su actividad celular si lo hacia, en detrimento por tanto del MDO, que
se enlentecia. Debe tenerse en cuenta que los experimentos revisados utilizan unos rangos
de fuerza muy altos (hasta 100 g en conejos) y que el estrés causado en los animales por

las terapias de administracion por via parenteral continuada podria influir en los resultados.

(178)

Karsten y col., en su articulo de 1997 (179), describieron el significativo descenso
que se observaba en la expansion palatina ortodoncica cuando se inyectaba Fenitoina (un
farmaco anticonvulsivo) de forma intragingival en ratas con un dispositivo de expansion
que ejercia una fuerza de 15g. Este descenso puede deberse a la inhibicion de la actividad
osteoclastica encontrada en la superficie dsea alveolar y al incremento de densidad de los
fibroblastos del ligamento periodontal en el lado de presion, mientras que en el lado de
tension, la Fenitoina aumenta la aposicion de hueso no mineralizado. La administracion de
Fluoruro, tal y como se muestra en los articulos de Gonzales en 2011 (1s0) y Hellsing en
1991 @81y disminuyeron el MDO en un 74% y un 52% respectivamente. La administracion
oral de fluoruro se ha utilizado en el pasado para evitar la caries y la desmineralizacién
Osea, y a pesar de que suprime la reabsorcion radicular durante el tratamiento ortodoncico,
también disminuye su velocidad, tal y como se demuestra en los articulos de Hellsing y

Gonzales.
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Finalmente, Meh, en 2011, (182) encontré un descenso de MDO usando Cetirizina,
un antagonista de los receptores de histamina, demostrando que el uso crénico de

antihistaminicos en los pacientes de ortodoncia podria suprimir el MDO.

1.5.2. Métodos de aceleracion del movimiento dentario ortodoncico.

1.5.2.1. Quimicos

Prostaglandinas

La inhibicién de las prostaglandinas disminuye el MDO, por lo que derivandose de
este principio, la utilizacioén de estas deberia aumentarlo. Basados en esta premisa destacan
los estudios de Seifi y col. en 2003 (183) y de Gurton y col. (184) en 2004. Seifi y col. (185)
inyectaron PgE> en ratas encontrando un claro incremento de movimiento dentario
ortodoncico y al combinarlo con calcio, aunque la tasa de MDO paso6 de 0,47 a 0,40 mm,
parecia haber mayor control sobre la reabsorcion radicular. Gurton y col. (184) compararon
dos analogos de las prostaglandinas, prostaciclina (PGI2) y tromboxano (TxA2), con dos
inhibidores de estos, indometacina e imidazol. Los analogos aumentaron
significativamente el nimero de osteoclastos multinucleares y la tasa de MDO en ratas,
ejerciendo una accion mucho mas intensa la prostaciclina que el tromboxano. Por su parte,
los inhibidores disminuian el MDO cuando se inyectaban en altas concentraciones aunque

no se observaron diferencias relevantes entre ambos en cuanto a su potencial inhibitorio.

Estos resultados son consistentes con los publicados por Chung y col. en 2007 (1s5)
inyectaron antagonistas de la EP4 en el lado de tension para estimular la produccion de
prostaglandina (PGE2) induciendo por tanto una respuesta 0sea anabolica a la carga
externa. Durante el movimiento dental inducido por estrés mecénico, el LPD y los
osteoblastos producen prostaglandinas tipo E, que realizan una doble tarea: promover la

reabsorcion 6sea (aumentando por tanto el MDO) y promover la formacién dsea.
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Por esa razon, el propdsito de estos autores es inducir la sintesis de PGE, aunque es
importante recordar que aunque los tres experimentos se realizaron en ratas, los rangos de
fuerza usados, asi como los dispositivos ortodéncicos, varian mucho entre ellos: Gurton
uso6 un resorte de acero inoxidable que aplicaba 20 g de fuerza, Seifi un muelle cerrado de
Niquel-Titanio que ejercia 60 g y Chung, arcos de Niquel-Titanio de 6,5 g, por lo que es

dificil establecer comparaciones entre ellos.

Antagonistas de los receptores ETa.:

La endotelina 1 (ET-1) es liberada en situaciones de estrés intravascular, hipoxia e
isquemia por parte de células endoteliales, fibroblastos y osteoblastos entre otras células
(186) y estimula la formacién de hueso predominantemente via receptores ETa de los
osteoblastos. Por tanto, la aplicacion de un antagonista de la endotelina 1 que actie de
forma selectiva sobre los receptores ETa deberia acelerar el MDO. Sin embargo, los
estudios acerca de la influencia de la ET-1 sobre la reabsorcion 6sea son controvertidos.
Mientras, algunos autores como Chiao y col., en el afio 2000 (187), defienden la teoria de
que inhibe la reabsorcion, otros como Stern y col., 1995 (is88), creen que la potencia. El
Tezosentan, un antagonista de los receptores ETA y ETg aumenta la reabsorcion osea y el
MDO. Sprogar y col., en 2007 (189) inform6 de un descenso significativo en el MDO en

ratas tratadas con TBC3214, un antagonista altamente selectivo de los receptores ETa.

Como explicacion a este hallazgo propuso dos hipotesis; en primer lugar que la
endotelina 1 potencie la reabsorcion 6sea via receptores ETa por lo que un antagonista
selectivo de este disminuiria el MDO. En segundo lugar, que la endotelina 1 inhiba la
reabsorcion Osea indirectamente: una mayor actividad de los receptores ETg versus ETa
resultaria en una disminucién de MDO porque la eliminacion de endotelina estd mediada

por los receptores ETs que al aumentar la retirarian antes.
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Hormonas:

Por su parte, la aplicacion local y sistémica de PTH para aumentar el MDO ha fue
estudiada por Soma y col. 42) entre varios autores. En su articulo publicado en el afio 2000,
3) se utilizaban inyecciones intragingivales de PTH combinadas con un gel de
metilcelulosa para retardar su liberacion, consiguiendo un aumento de 1,6 veces en el
movimiento dentario ortodoncico y encontrando en andlisis histolégico reabsorcion
osteoclastica del hueso y ensanchamiento del espacio periodontal en el lado de
compresion. Aunque la aplicacion local de PTH presenta la ventaja de necesitar 1/32 veces
menos concentracion de la requerida en aplicaciones sistémicas, debe ser inyectada
constantemente para mantener niveles 6ptimos en los tejidos circundantes. Aun combinada
con el gel de metilcelulosa, debia ser aplicada cada 72 horas, haciendo de la alta frecuencia
de aplicacion uno de los mayores inconvenientes para su uso en la practica clinica. Li et al,
(190) encontraron en 2013 un 38% mas de MDO en ratas inyectando diariamente 4ug/100g

de peso durante 12 dias seguidos.

Hellsing en 1991 @s1) halld un 32% mas de MDO en ratas embarazadas
comparandolo con el que se daba en ratas no embarazadas, argumentando que los
estrogenos junto con una desmineralizacion d6sea aumentada debido a la osteoporosis
podrian ser la causa de la aceleracion del MDO. Salazar et al, a su vez (191) realizaron un
experimento en ratas sometidas a ovarectomia cuya falta de estrégenos habia inducido un
estado osteoporotico. Las trataron con teriparatida, una fraccion de la PTH humanas,
encontrando un aumento en el MDO del 15%, proponiendo por tanto el uso de teriparatida
como un tratamiento para la osteoporosis con menores efectos secundarios para la

ortodoncia que los bifosfonatos clasicos.
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Simvastatina, colestasis y opioides:

Nilforoushan y col. en 2002, (192) realizaron ligaduras de los conductos biliares en
ratas y tras la aplicacion de fuerzas ortoddncicas encontraron una aceleracion en el MDO
que al combinarse con naltrexona (un opidceo), no tuvo lugar. Han y col. (193) en 2010,
utilizaron simvastatina, un farmaco que se usa para disminuir las concentraciones de
colesterol sericas, para disminuir la recidiva ortodoncica, encontrando que el farmaco

estimulaba la formacion 6sea osteoblastica disminuyendo significativamente el MDO.

La colestasis hepatica es una enfermedad asociada con osteopenia y dificultad en el
remodelamiento 0seo. Resulta de la deficiencia de sales biliales intraluminales, esenciales
para la absorcion de vitamina D, que conlleva una reducciéon de la funcion osteoblastica y
del factor de crecimiento 1 (194). Ademas, esta enfermedad se asocia con un aumento en la
neurotransmision mediada por opiaceos. Los reultados de Nilforoushan y Han son
consistentes con este hecho, la induccioén de un estado colestasico en ratas puede aumentar
el MDO mientras el uso de simvastatina lo disminuiria. Finalmente, Akhoundi in 2010, (195)
estudio el efecto de la morfina sobre el MDO en ratas, encontrando un descenso del 52%

que no tuvo lugar cuando se uso otro opioide, la naltrexona.

Otros:

Se considera que el M-CSF es capaz de inducir la diferenciacion temprana de
osteoblastos. Brooks en 2011 (196) encontré un aumento del 14% al utilizarlo. Las fibras
nerviosas periféricas juegan un papel crucial en los procesos inflamatorios causados por el
MDO. Davila en 2011, (97 examind el efecto de la denervacion causada por la

administracion neonatal de capsaicina en ratas, que no afectd finalmente la tasa de MDO.
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1.5.2.2. Quirurgicos

Existen dos tipos de técnicas quirrgicas principales aplicadas a la aceleracion del

movimiento dentario ortodoncico: la corticotomia y la distraccion 6sea 6 la osteotomia.

La corticotomia (198) consiste en realizar pequenas perforaciones en el hueso
cortical que desencadenan una respuesta inflamatoria reparativa que eleva la actividad de
varias citoquinas acelerando por tanto el MOD. Este efecto puede explicarse mediante el
Fenomeno de Aceleracion Regional o RAP descrito por Frost en 1983 (199), por el cual el
hueso que rodea las raices dentales se desmineraliza durante un periodo de tiempo corto
durante el cual puede obtenerse MDO mas rapido, antes de que la remineralizacion
comience de nuevo, sosteniendo que era un sistema de alarma disefiado para potenciar la
cicatrizacion dsea local como defensa tisular a la agresion. Al infligir un dafo tisular, se
aceleran procesos como la renovacion celular dsea y cartilaginosa y la remodelacion dsea

en la zona de la lesion. (200

Shin y Norrdin (201) realizaron estudios en animales acerca de la cicatrizacion de los
defectos 6seos, induciendo heridas quirtirgicas en huesos largos para observar el proceso
de remodelacion Osea que tenia lugar. Asi, demostraron que el RAP potencia la
reorganizacion de los tejidos alrededor de la herida, asi como la cicatrizaciéon mediante la
formacion transitoria de tejidos mineralizados y no mineralizados después de un dafio dseo

cortical.

Bollander y col. (202) aseguraban que el RAP comenzaba justo después del dafio
6seo, y se veia influenciado por factores mecénicos, genéticos inmunoldgicos y
hormonales cuyo funcionamiento detallado es desconocido, aunque si se sabe que el hueso
pasa por todos los estadios de cicatrizacién hasta que se calcifica por completo. Estos
estudios sugieren que los niveles disminuidos de calcio y la menor densidad 6sea que se

dan durante el fendmeno de aceleracion regional son los factores que facilitan el
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movimiento acelerado del diente durante el tratamiento ortodoncico inducido por

corticotomia.

En 2001, los doctores Wilcko (198) desarrollaron la corticotomia como parte de un
proceso acuiiado como “Ortodoncia Osteogénica Acelerada”, basado en la realizacion de
corticotomias alveolares seguidas de un agregado trioxido mineral en combinacion con la
terapia ortodoncica convencional, con la cual puede conseguirse la finalizacion del
tratamiento usando entre un tercio y un cuarto del tiempo que se empleaba en la

finalizacion de los tratamientos tradicionalmente. (203)

Figura. 6. Esquema convencional de corticotomia. (200)

No obstante, la corticotomia para facilitar el tratamiento ortodoncico no es un
procedimiento quirdrgico reciente, ya que Guilford en 1898 (204) publicé los primeros
informes en inglés sobre esta técnica. Sin embargo, Kdle (20s5) fue el que proporciond en
primer lugar una descripcién detallada del procedimiento. El creia que el hueso cortical era
el responsable del enlentecimiento del movimiento ortoddncico por lo que al interrumpir

su solucidn de continuidad, se acentuaria el movimiento.
En su técnica, se practicaban cortes interdentales verticales y un corte horizontal

supra-apical mas parecido a una osteotomia en el caso de realizarse en la arcada superior,

donde en ocasiones se alcanzaba la membrana sinusal de Schneider. En arcada inferior sin
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embargo, el corte horizontal se realizaba de forma mas parecida a la corticotomia para no

interferir con las estructuras nerviosas.

Segun su punto de vista, si la médula 6sea permanecia intacta se prevenia el dafo
periodontal y se mantenia la vitalidad pulpar, evitindose también la reabsorcion radicular
ya que lo que se movia eran “unidades de hueso” y no dientes. Al terminar con la técnica
quirargica, se colocaban una serie de aparatos ortodoncicos y el tratamiento, segiin Kole
(205), se concluia en 12 semanas, y la retencion podia ser tan solo de 6-12 meses debido a
que la cicatrizacion 6sea proporcionaba un “soporte afiadido” a los dientes. Al ser un
tratamiento complejo que incluia una cirugia extensa, el procedimiento no fue muy

aceptado.

Bell y Levy (206) estudiaron la posible interrupcion de la vascularizacion, que segin
ellos se daba con la técnica de Kole, en Monos Rhesus. Determinaron, que particularmente
en los incisivos centrales, semanas después, ocurria una isquemia y cambio de coloracion.
Propusieron como explicacion el hecho de que las raices estan mas proximas y el hueso es
mas denso, menos esponjoso en esa zona, y al realizar los cortes, se interrumpia el aporte
sanguineo apical. Sin embargo no aplicaban estrictamente la técnica de Kole, sino que
todos los cortes eran corticotomias a los que se les aplicaba un distractor dseo, haciendo

que la movilizacion de los segmentos cortara el aporte vascular.

Posteriormente, en 1975, Duker (207) investig6 los efectos de la corticotomia sobre
el periodonto y el tejido pulpar. Siguié en lineas generales la técnica de Kdle con una
salvedad, los cortes interdentales debian quedar a 2 mm al menos de la cresta alveolar, ya
que segun este autor, esa medida evitaria dafos periodontales y pulpares, tal y como

avalaron sus resultados.

Desde los anos 70 hasta la década de los 90, varios autores como Mossaz (208)

continuaron aplicando y desarrollando esta técnica, haciéndola mas asequible para la
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practica diaria, aplicando de forma inmediata fuerzas altas e investigando el posible dafio
periodontal, del que no parecia haber constancia en ninglin caso, segin Kerdvongbundit
(209) podia deberse a la corta duracion del tiempo de tratamiento. Sin embargo, el método

por el que histolégicamente se movian los dientes era ain desconocido.

En 1998 Liou y Huang (210) variaron la técnica original practicando en lugar de
cortes de mayor profundidad, unas perforaciones o estrias en el hueso, que resultaron ser
igualmente efectivas simplificando en gran medida la técnica. Este hallazgo sorprendio a la
comunidad cientifica, que no se explicaba por qué los resultados eran tan similares a los

obtenidos con la técnica inicial.

Ya en 2001, los Doctores Thomas y William Wilcko (198) patentaron la técnica
denominada por ellos como “Accelerated Osteogenic Orthodontics” u Ortodoncia
Osteogénica Acelerada (AOO). La diferencia principal con el resto de técnicas es que
incluye el suplemento con hueso sintético en la regién alveolar pretendiendo evitar la
pérdida de altura de la cresta 6sea preservando el periodonto (se evitan dehiscencias,
recesiones gingivales o bolsas) y facilitando la formacion 6sea, comprobada por medio de

tomografias seriadas.

La repeticion de las tomografias mostraba hasta dos afios después de la finalizacion
del procedimiento (que puede completarse entre 4 y 6 meses segun los Doctores Wilcko) la
existencia de un tejido 6seo remineralizado en diferentes grados (mayor capacidad de
remineralizacion cuanto mas joven fuera el paciente) alrededor de las raices dentales, lo
que avalaba que el MDO se producia a consecuencia del RAP y no por el desplazamiento

de los segmentos dseos.
Gran parte de la literatura publicada acerca de la corticotomia se basa en informes

de casos (Wilcko 2005 (211)) y se sabe muy poco de la base celular que hay detras de estos

procedimientos. Los estudios de Lee y col. 212) y Wang y col. 213) apoyan la teoria de Frost
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(199); se trata de una respuesta local en la que la inflamacion provocada por el trauma
conlleva una desmineralizacion dsea transitoria que aumenta las citoquinas y facilita el

MDO.

Iino en 2007 (214), Mostafa (215) en 2009, Sanjideh (16), Teixeira (217) en 2010 y
Baloul en 2011 18) estudiaron los efectos de la corticotomia sobre el MDO mediante
experimentos en perros y ratas respectivamente, y aunque los rangos de fuerza diferian
ampliamente (de 200 a 50 g) muestran datos similares: el MDO consigue una tasa de
aceleracion del doble cuando se utiliza corticotomia. Fischer (219) publicé en 2007 una
investigacion en 6 pacientes con impactacion bilateral de caninos, y el uso de corticotomia
disminuyo el tiempo de tratamiento entre un 28 y un 33%. Aboul-Ela en 2011 (220) encontro
a su vez doble tasa de MDO cuando se utilizaba corticotomia para la retraccion bilateral de

caninos en 13 pacientes.

Mas recientemente, hemos observado que existe una tendencia a disminuir la
extension de las intervenciones quirdargicas, y estudios como el ensayo clinico
randomizado realizado en 2013 por Alikhani, (221) muestra un aumento en el MDO de 2.3
veces mas cuando se realizan microperforaciones en el hueso cortical, sin necesidad de
colgajo previo. Kim YS et al, (222) también en 2013, encontrd 3.26 y 2.45 veces mas MDO
en maxilar y mandibula respectivamente en su estudio en perros, cuando se realizaba
“piezocision” o perforaciones corticales a través del tejido blando, sin realizacion de

colgajo tampoco en este caso.

Sin embargo, en la corticotomia, como en la mayoria de los procesos locales, los
efectos son temporales, por lo que la aceleracion inicial disminuye. Se han observado tres
fases en la cicatrizacion dsea en ratas (213): una fase resortiva a los 3 dias, reemplazamiento
a los 21 dias y remineralizacion a los 60 dias, por lo que entre los dias 20 y 30 se
necesitaria una segunda cirugia si no se ha completado el movimiento. Sanjideh y col. (216)

llevaron a cabo un experimento en perros en el que se repetian las cirugias a los 28 dias sin
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encontrar diferencias significativas con el movimiento logrado mediante corticotomias

realizadas una unica vez.

Al ser un fenomeno local afecta al lugar del trauma y al hueso adyacente, por lo que
encontramos como inconveniente que si se necesita enderezamiento en la arcada completa,
necesitariamos realizar multiples intervenciones (con los riesgos inherentes que ello
conlleva) y como ventaja que la corticotomia podria conseguir un anclaje diferencial. (213)
Aunque la inflamacion controlada puede funcionar en nuestro beneficio, puede crear

también dafio periodontal y dental ademas de pérdida Osea si se descontrola.

Actualmente se piensa que la razén del MDO es que el hueso tras una agresion
quirurgica entra en un estado de desmineralizacion que lo hace mas susceptible a los
cambios, un estado que se ha denominado de osteopenia alveolar y que se caracteriza por
recambio 0seo acelerado, descenso de masa Osea mineralizada y aumento de la matriz
osteoide no mineralizada, manteniendo el volumen total de masa 6sea pero disminuyendo

su densidad. Esta osteopenia es inducida por la corticotomia y es reversible. (223)

La Osteotomia fue descrita por primera vez en la literatura por Codivilla en 1905
(224) y desarrollada posteriormente por Ilizarov en 1988 (225). Est4 basada en la Distraccion
Osteogénica, en la que un segmento de hueso se separa por completo, formandose un callo
0seo.

La osteotomia como acelerador del MDO fue analizada por Liou y col. en 2000.
(226) Segun sus afirmaciones, el movimiento dental podia facilitarse cuando se realizaba a
través de hueso fibroso neoformado tras distraccion Osea. Sus resultados sugieren que el
MDO puede darse cuatro veces mas rapido cuando se comienza inmediatamente después

de la distraccion comparandolo con la aplicacion simultdnea de ambas técnicas.

Iseri (227, Kumar (228) y Kharkhar (229 realizaron por su parte distracciones 6seas con

el fin de acelerar la retraccion de los caninos en casos de extracciones en 10, 8 y 6
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pacientes respectivamente. Iseri y col., en 2005 (227) establecieron que el movimiento se
daba un 50% maés rapido que en el lado control, consiguiendo la retraccion canina
completa en un plazo de 8 a 14 dias. Kumar y col. en 2009 (228) completaron la retraccion
en 20 dias, y un afo después Kharkhar y col. (229) lo consiguieron en 12 dias. Ninguno de

ellos describe pérdidas de la vitalidad pulpar, lesion gingival o reabsorcion radicular.

Figura 7. Distraccion Dentoalveolar. A)Incision, B)
Realizacion de perforaciones, C) Conexion de las
perforaciones, D) Remocion de espiculas dseas. (174)

Para realizar osteotomia con fines de acelerar el MDO, hay que conseguir la reseccion
completa del hueso cortical dejando de 0,5 a 1 mm del hueso alveolar adyacente a los
dientes a mover, colocando un dispositivo de distraccion o tornillo de disyuncion que
conecte ambos lados del hueso. Seglin Liou y col. (210), se necesita un periodo de latencia
de 7 dias después del cual, el tornillo puede activarse 1 mm al dia. En los estudios
consultados (Iseri (227), Kumar (228) y Kharkhar (229)) 1a activacion se realizé inmediatamente

y 2y 3 dias después de la colocacion del dispositivo, aplicando 0,5 y 0,8 mm/al dia.
Los efectos a largo plazo de la distraccion dsea son desconocidos y algunos de los
estudios consultados describen ciertos efectos secundarios que deben estudiarse con mas

profundidad, como extrusion de molares, pérdida de anclaje e inclinacién mesial de la
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corona del canino. Como justificacion para esta ultima se han propuesto la resistencia del
hueso interseptal y la existencia de interferencias dseas en la region apical de alveolo que

podrian encontrarse durante el movimiento del diente.

Las diferencias en cuanto al tiempo de tratamiento entre estudios podrian ser fruto
de variaciones en la técnica quirargica o a la diferente rigidez de los dispositivos. Aunque
no se han descrito cambios pulpares, con la inclinacion del diente al moverse podria darse
un estrechamiento de los vasos sanguineos a nivel del dpice que podria causar alteraciones

pulpares, por lo que seria deseable un seguimiento a medio-corto plazo.

Un informe parecido fue el realizado por Héssler y col. en 1999 (230), comparando la
retraccion de los caninos justo después de la extraccion de premolares comparada con la
retraccién en el lado contralateral donde el alveolo post-extraccion habia cicatrizado.
Encontr6 un incremento significativo del MDO en el lado donde la extraccion ain estaba
reciente, que podia estar causada por la condicidon fibrosa del hueso neoformado, y la
inclinaciéon indeseada de los caninos podria deberse una combinacion entre la pobre
calcificacion del hueso y la técnica ortoddncica usada, aunque estas afirmaciones se
basaban en suposiciones ya que el estudio no incluia registros histologicos. La
osteogénesis mediante distraccion dsea conlleva cuatro fases. En primer lugar se realiza
una osteotomia, en la que el hueso se segmenta manteniendo intactos los tejidos

encargados de la osteogénesis.

A continuacidon hay que observar un tiempo de latencia, es decir, un periodo de
pausa entre la cirugia y la separacion activa de los segmentos, que oscila en la literatura
entre 5 y 21 dias, aunque Constantino y col. (231) propusieron que no debia exceder de 10
dias ya que el rico aporte sanguineo craneofacial resulta en una cicatrizacion 6sea mas

rapida.

Después de esto se procede a realizar la distraccion, que consiste en la separacion

de los segmentos mediante un dispositivo activo de distraccién o expansion oOsea. Ilizarov
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(25) recomendd una activacion diaria de 1 mm al dia, ya que tasas mas elevadas podrian
evitar la unidn y tasas mas bajas producirian union prematura. Finalmente se pasa a la fase
de consolidacion; el periodo de tiempo que transcurre entre la inactivacion del distractor y

la maduracion completa del hueso neoformado.

Lee, en 2008 (212) compar6 corticotomia y osteotomia usando un resorte de Niquel-
Titanio de 100g encontrando la osteotomia como mas rapida pero sin diferencias
estadisticamente significativas. Mediante micro tomografias seriadas constatdé que ambos

procedimientos estaban basados en fendmenos tan diferentes como el RAP y la distraccion.

Estos resultados fueron confirmados por Wang en 2009 (213) mediante un
experimento similar: la reabsorcion 6sea inducida por la corticotomia alrededor de las
raices dentales bajo tension era reemplazada por tejido fibroso tras 21 dias y por hueso tras
60 dias, mientras que en el caso de la osteotomia se llevaba a cabo una osteogénesis post-

distraccion sin conllevar una etapa de reabsorcion dsea regional.

Son muchos los factores que contribuyen a la estabilidad del tratamiento
ortodoncico. Se ha estudiado la influencia de condiciones tan variadas como el disefio del
retenedor hasta el efecto neuromuscular sobre la oclusion. La capacidad de adaptacion de
los tejidos periodontales a la nueva situacion es un factor principal en la estabilidad post
ortodoncica, y el fenomeno de aceleracion regional potencia la reorganizacion tisular, pero

lo cierto es que la estabilidad del tratamiento a largo plazo es atin desconocida.

1.5.2.3. Laser de baja frecuencia

Una aplicacion de laser por debajo de 500 mW se considera Terapia con Laser de
Baja Frecuencia (Low-Level Laser Therapy, LLLT) y sus beneficios sobre el recambio
0seo, la vascularizacion y el alivio del dolor han sido estudiados mediante experimentacion

animal siguiendo patrones comunes: aplicacion de una onda continua a 860 nm de laser de
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Galio, Aluminio y Arsénico (GaAlAs) combinado con la fuerza ortodoncica generada por

un muelle cerrado de Niquel-Titanio. Los resultados, sin embargo, son confusos.

Yoshida (232) y Yamaguchi (233) en 2009 y 2010, con experimentos muy similares en
ratas Wistar, encontrando un incremento en el MDO del 46 y el 32% respectivamente,
mientras De Silva Sousa, (234) realizo retraccion bilateral de caninos en humanos un 93%
mas rapido usando LLLT en comparacion con los controles. En 2000, Kawasaki &
Shimizu (235) realizaron uno de los primeros experimentos en este campo usando un muelle
cerrado de acero inoxidable que ejercia una fuerza de 10 g en 48 ratas Wistar, e informaron

de un aumento en el MDO de 1,3 veces en comparacion con el grupo no irradiado.

Figura 8. Protocolo para irradiacion
con LLLT (B) y placebo (C). 236

Posteriormente, Kim (237) y Abi-Ramia y col. en 2010 (238) llevaron a cabo estudios
parecidos, (aunque los rangos de fuerza eran ligeramente distintos (18 y 34,86 J/cm2
respectivamente) se usaron las mismas fuentes de laser y aparatos ortoddncicos similares)
y ninguno de los dos pudo encontrar diferencias significativas. Ambos autores

referenciaron el potencial del laser de baja intensidad para fomentar la formacion 6sea, la
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sintesis de coldgeno tipo I y fibronectina, facilitando la reorganizacion del tejido
conjuntivo durante el MDO y la vascularizacion, que podria ser un modo de disminuir el

dafio pulpar.

Limpanichkul y col. (239) reprodujeron en 2006 el mismo experimento en un ensayo
clinico aleatorizado a doble ciego en 12 pacientes sin obtener diferencias relevantes en
cuanto a MDO, que podrian deberse a la baja intensidad de las fuerzas aplicadas (25J/cm2

con respecto a los 54 J/cm?2 del informe de Kawasaki y col. en 2000). (235)

Kim y col. en 2009 (240) combinaron LLLT con corticotomia obteniendo que a pesar
de que por separado ambas técnicas consiguen un aumento en el nimero de osteoblastos y
de tejido mineralizado, la combinacién de ambos disminuye la tasa neta de MDO en una
proporcion alta. Fujiyama y col. en 2008 realizd un ensayo clinico aleatorizado a simple
ciego en 90 pacientes usando terapia con laser de CO> sin encontrar cambios en el MDO

aunque si un claro efecto analgésico. (241

Sin embargo, Seifi encontrd en 2007 una disminucion del MDO en un 40,6% y en
50, 6% respectivamente usando laser continuo e intermitente en conejos. (183) El laser de
CO; fue usado por Fujiyama en 2008 (241) en un ensayo clinico randomizado en 90
pacientes, sin encontrar diferencias en el MDO pero si un claro efecto sobre el control del
dolor. Finalmente, Gama en 2010 (242) utilizd fototerapia con laser infrarojo (790 nm,

40mW) en roedores, sin encontrar aumentos significativos en el MDO.

Los estudios de Kawasaki, (235) Yoshida (232), Yamaguchi (233) y De Silva Sousa (234
muestran diferentes niveles de aumento de MDO utilizando un diodo de Galio, Aluminio y
Arsénico (Ga-Al-As) de 808 nm y 100W. Los cuatro estudios son similares, aunque so6lo

uno de ellos se realizé en humanos.

82



REGULACION GENETICA DE LA Maria Cadenas de Llano Pérula
ACELERACION BIOLOGICA DEL MDO

Youseff et al en 2008 (243) realizaron un experimento en 15 pacientes de entre 14 y
23 aios, aplicando laser de GaALAs 809 nm, 100 mw en la hemiarcada derecha superior e
inferior al primer, tercer, séptimo y catorceavo dia durante la retracciéon de caninos.
Encontraron MDO 3.6 veces mayor en el lado experimental comparado con los controles.
También encontraron significativamente menor dolor para el paciente en el lado irradiado,
aunque debe tenerse en consideracion que en este estudio el nivel de dolor se determinaba

por los mismos pacientes puntuandolo en una escala.

Aunque ligeramente diferentes, las técnicas usadas por Marquezan, (244) Abi-Ramia
38) y Kim (237) en 2010 pueden compararse, usando la misma intensidad que los articulos
mencionados anteriormente (808 nm/100 w) y tanto la fuerza ortodoncica como la
aparatologia es similar, aunque ninguno de ellos pudo encontrar diferencias en el MDO.
Sin embargo, todos ellos defienden el potencial osteogénico del LLLT, asi como sobre el
colageno tipo I, la sintesis de fibronectina y la vascularizacion. Duan et al, en 2012, (245
encontrd un incremento del 30% en el MDO utilizando onda continua ¢ intermitente de 2,
4 y 8 Hz en ratas Wistar, sin diferencias relevantes entre grupos. Finalmente, Genc et al,
(246) en 2013, encontraron 42% mas MDO con LLLT comparado con los controles en un

estudio realizado en humanos durante la retraccion de caninos.

1.5.2.4. Campos Magnéticos

Los estudios a proposito del uso de fuerzas magnéticas se publicaron en su mayor
parte en los afios 90, y su relacion con la aceleracion del movimiento dentario se centra
mas en el dafio que puede infligirse en los tejidos que en los efectos netos sobre el
movimiento dental. Rechazan la teoria de que ciertas aleaciones con los llamados
elementos de “tierras raras” en contacto con piel y mucosas podrian adelgazar el epitelio y

disminuir la formacion dsea (247).

Darendeliler y col. en 1995 (248) utilizaron imanes de Samario y Cobalto junto con

muelles cerrados de Niquel-Titanio en 18 cerdos de guinea encontrando formacion de
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hueso en éareas de tension y un aumento en la tasa de MDO del doble. Sin embargo, Linder-
Aronson y col. en 1996 (249) no obtuvo resultados concluyentes en sus ensayos con monos
en los que usaba el mismo tipo de imanes y los comparaba con muelles cerrados de
Sentalloy, aunque no menciona los rangos de fuerza usados. Las grandes diferencias
halladas entre los dos estudios pueden deberse entre otros factores al reducido tamafio
muestral de este ultimo estudio, y, segin Darendeliler, los imanes podrian haber causado
una reduccion en la fase de “latencia” observada en ocasiones en el movimiento

ortodoncico.

Con técnicas tradicionales, se necesitan sesenta horas para inducir cambios en los
osteoclastos, y la presencia de un campo magnético podria haber inducido una
diferenciacion mucho mas rapida de células madre multipotenciales en osteoclastos

activos, aumentando la reabsorcion dsea y por tanto el MDO. (250)

El articulo de Tengku et al, en 2000 (251) se basa en éstas premisas, aunque no se no
encontraron diferencias relevantes con respecto al MDO utilizando un campo magnético
estatico, sin embargo, la exposicion a los imanes aumentd la reabsorcion radicular y

provoco el ensanchamiento del PDL.

Tanto Darendeliler 248y como Linder- Aronson (249) descartaron posibles efectos
secundarios en los tejidos provocados por los campos magnéticos, aunque en el primero de
los dos articulos se encontré doble tasa de MDO mientras en el segundo, con un tamafio
muestral muy reducido, no se encontraron diferencias relevantes. De acuerdo con

Darendeliler, los imanes podrian causar una reduccion en la fase de latencia del MDO.

1.5.2.5. Terapia Génica

Uno de los problemas mas importantes que surgen en cuanto a la aplicacion local
de agentes quimicos como aceleradores del movimiento ortodoncico es que, debido al gran

aporte sanguineo que conlleva la inflamacion generada por fuerzas ortodoncicas, se

84



REGULACION GENETICA DE LA Maria Cadenas de Llano Pérula
ACELERACION BIOLOGICA DEL MDO

requiere en la mayoria de los casos la inyeccion o aplicacion del farmaco de forma diaria,
lo que constituye una traba para la aplicacion clinica real de numerosos ensayos realizados
con administracion de agentes naturales o sintéticos inductores de movimiento dentario

durante la terapia ortodoncica.

En 2004, Kanzaki y col. (252) observaron que cada tres dias se realizaba una
transferencia genética de osteoprotegerina a los tejidos periodontales que inhibia la
osteoclastogénesis mediada por RANKL, disminuyendo asi la aceleracion inicial del MDO
inducida experimentalmente. A la luz de estos resultados, en 2006 (253) este grupo de
investigacion propuso la transfeccion local de RANKL en los tejidos periodontales como
factor acelerador del movimiento dentario por la ruptura en el equilibrio observado

respecto a la osteoprotegerina.

Esto conservaba la capacidad de aceleracion del movimiento ortodoncico de forma
mantenida evitando las anteriores desventajas. El proceso por el cual se produjo la
transfeccion génica fue el siguiente: se utilizd una envuelta viral inactiva del Virus
Hemaglutinante de Japon (HVJ) que contenia un plasmido con la informacion para la
expresion génica de RANKL, y se inyectd el preparado periddicamente de forma

intragingival alrededor de los dientes sometidos a fuerza ortodoncica.

Kanzaki y col. (252) describieron un aumento significativo del MDO tras la
transferencia local de RANKL, aumentando la osteoclastogénesis sin efectos sistémicos
indeseados, y sugiriendo el uso de esta técnica no solo para disminuir el tiempo de
tratamiento sino para mover por ejemplo dientes anquilosados que pudieran estar

fusionados al hueso circundante.
Ya en 2010, Iglesias-Linares y col. (254) establecieron una comparativa entre la terapia

génica y la corticotomia como métodos de aceleracion del movimiento ortodéncico, con un

experimento en roedores que apoyaba la propuesta de Kanzaki sobre la capacidad
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osteoclastogénica de la transfeccion génica de RANKL. Como resultados, se observaron
unas tasas de movimiento dentario del 10,58%, 25% y 43,3% superior al grupo control en
los dias 2, 10 y 32 de observacion utilizando transfeccion génica y de un 21,13%, 23,7% y
16,37% cuando se realizaban corticotomias. Concluyeron por tanto que, aunque ambos
métodos aceleraban el MDO, la transfeccion génica de RANKL era un 26,93% mas

efectiva que la corticotomia como método de aceleracion del movimiento dentario

La aplicacion de la terapia génica sobre el movimiento dentario ortodoncico no s6lo
puede realizarse de forma directa, como la que hemos visto anteriormente, sino también de
forma indirecta, localizando y reparando aquellas mutaciones que afecten a genes
asociados al movimiento ortodoncico, restaurando la funciéon normal o la sintesis de

proteinas de la matriz extracelular. (16)

La ortodoncia se acerca a un cambio en la forma de enfocar nuestros tratamientos, el
uso de células madre para controlar de forma especifica la remodelacion de tejidos la
utilizacion de ingenieria genética para reparar mutaciones o intervenir de forma especifica
a nivel celular son terapias que comienzan su incorporacion en el &mbito biomédico, y que,
no obstante, alin requieren una extensa fase de investigacion, ya que se enfrentan a
obstaculos como la variacion interpersonal de todas las respuestas bioldgicas, dependientes

del genoma y de los patrones de expresion proteica.
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Los defensores de la corticotomia alveolar como coadyuvante del tratamiento
ortodoncico argumentan que la aceleracion del movimiento ortodoncico obtenida con esta
técnica quirurgica, se produce a expensas de una disminucion en la resistencia fisica que
opone el entramado alveolar al movimiento de la unidad dental, que ocurre de forma
concomitante con el denominado fendmeno de aceleracion regional (RAP). Este ultimo ha
sido explicado como un proceso inflamatorio inducido por una agresion quirdrgica
inespecifica a los tejidos, que desencadena un aumento de mediadores de la inflamacion y
otras moléculas resultando en una reabsorciéon o6sea aumentada. A pesar de estas
propuestas, la realidad cientifica es que las verdaderas bases celulares que centran el
fendémeno de aceleracion ortodoncica secundaria a la corticotomia alveolar permanecen

aun sin esclarecer.

Paralelamente, se ha descrito en la literatura reciente (ss), evidencia de la
activacion selectiva de progenitores celulares de modo secundario a una agresion
quirurgica en procesos de distraccion 6sea. Del mismo modo, la activacion, supervivencia
y diferenciacion de las células osteoclésticas, se ha descrito intimamente ligada a procesos

de regulacion por parte de la colonia de células madre mesenquimales. (256)

El planteamiento conjunto de estos conceptos, suscita varias preguntas: ;podria
extrapolarse esta afirmacion a la corticotomia?, ;es posible que el procedimiento
quirurgico que se practica induzca una liberacion de estimulos selectivos para la colonia de
células madre en la region del hueso alveolar, modulando la quiescencia celular de esta
colonia? Partiendo de esta base, se veria modulada positivamente la diferenciacion de los
precursores osteoclasticos con repercusion clinica sobre el movimiento dentario

ortodoncico?.
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“Si la base molecular subyacente al MDO acelerado mediante corticotomia es
diferente de la del MDO no acelerado, los perfiles génicos de ambos también diferiran
en cantidad y/o tipos de genes implicados, y habria por tanto diferencias en sus
patrones de expresion génica. Conocer la secuencia exacta de genes implicada en estos
procesos asi como la cantidad de proteinas que median ambos, nos ayudaria a
identificar la respuesta celular y molecular que se desencadena tras la aplicacion de
una fuerza externa con motivos ortodoncicos, un tema que ha sido objeto de larga

polémica.”

Ademas, si existe una conexion real entre la activacion de células madre
mesenquimales responsables del aumento de la osteoclastogenesis tras la inflamacion
causada por la agresion quirtrgica a los tejidos, y somos capaces de comprobarlo aclarando
el patrén genico implicado, seria posible en un futuro préoximo utilizar células madre como
una técnica segura y muy especifica disenada con el fin de acelerar el MDO
individualmente, evitando la agresividad, riesgos y efectos secundarios de este tipo de

cirugias.
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En linea con este planteamiento, se enmarcan con el proceso experimental los

objetivos siguientes:

3.1. Objetivos Generales

- Dar sustento bibliografico actual a la secuencia bioldgica molecular implicada en el
movimiento dentario ortodoncico.

- Repasar los métodos biologicos descritos en la literatura para acelerar el
movimiento ortodoncico, asi como los factores que puedan retrasar el tratamiento.

- Realizar un analisis critico de la efectividad de los métodos expuestos, asi como de
la calidad del ensayo clinico o del experimento en modelo animal sobre el que se ha
testado.

- Establecer las ventajas e inconvenientes de los métodos biologicos de modificacion
del MDO asi como su viabilidad para la practica clinica.

- Recopilar y analizar los datos encontrados en la literatura a propésito de este tema,
realizando un resumen sobre el conocimiento existente acerca de los métodos de
modificacion bioldgica del movimiento ortodoncico

- Describir las bases celulares del movimiento dentario ortodoncico; como responde
la unidad celular ante la aplicacion de fuerza mecénica externa y qué reacciones se
dan a nivel tisular.

- Profundizar en las bases bioldgicas osteoclasticas y del metabolismo 6seo.

- Aclarar el perfil genético y por lo tanto el patron de expresion génica implicado en

el MDO, abriendo la puerta a nuevas lineas de investigacion en éste campo.
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3.2. Objetivos Especificos

- Validacion de un nuevo modelo experimental ortoddncico de aplicacion animal, de
facil reproduccion con el fin de simplificar las comparaciones en futuras
investigaciones similares.

- Utilizacion de una nueva técnica de gran utilidad, el andlisis por microarray, al
campo del MDO, con el fin de aclarar las bases bioldgicas subyacentes al mismo.

- Determinacion de la validez clinica de la corticotomia alveolar como método de
aceleracion ortodoncica.

- Comparacion estadistica, histologica y clinica de las modulaciones del movimiento
ortodoncico clasico y acelerado.

- Estudio de la expresion genética a lo largo del MDO.

- Comparacion de los perfiles genéticos del movimiento ortodéncico clasico y
acelerado.

- Comprobar a nivel molecular la base biologica de los métodos de aceleracion, con
el objetivo de orientar nuestros esfuerzos a crear una nueva técnica de modificacion
del MDO sin los riesgos inherentes a la cirugia.

- Conectar las reacciones tisulares que se producen tras la aplicacion de de fuerza

ortoddncica con la respuesta de las células madre dseas.
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4.1. Busqueda bibliografica:

4.1.1 Protocolo de busqueda

Para realizar la presente revision sistematica se siguié un protocolo de busqueda no
registrado con anterioridad al inicio de la misma. Se siguieron las lineas PRISMA

establecidas por Liberati et al en 2009. (257

4.1.2. Fuentes de informacion

La revision bibliografica sistematica se completé mediante la busqueda en la base de datos
MedLine (Entrez PubMed, www.ncbi.nim.nih.gov), incluyendo publicaciones sin limite
anterior de tiempo y actualizada hasta el 7 de Febrero de 20014. Con el fin de detectar
literatura no publicada por los canales convencionales que pudiera ser relevante para
nuestra busqueda, se utilizo la base de datos OpenGrey de la Asociacion Europea para la
Explotacion de “Literatura Gris” 6 EAGLE (European Association for Grey Literature

Explotation), también actualizada hasta el 7 de Febrero de 2014.

Las bases de datos SCOPUS, Embase, Ebscohost y SCIRUS también se exploraron con el
objetivo de encontrar articulos que coincidieran con nuestros criterios de seleccion, sin
limite de tiempo anterior y hasta el 7 de Febrero de 2014. Ademas, las principales revistas
de Ortodoncia indexadas en el JCR (Journal Citation Report) se revisaron a mano para
identificar estudios potenciales no incluidos en los criterios de seleccion designados para

esta busqueda.

4.1.3. Estrategia de busqueda

Con el fin de que la busqueda fuera lo mas exhaustiva y exacta posible, se utilizaron los

términos descriptores o términos MeSH (Medical Subject Heading) "tooth movement"
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AND “time factors” en busqueda cruzada con los siguientes términos: “gene therapy”,
“drug”, “piezocision”, “corticotomy”, “electromagnetic fields”, “low-level laser therapy”
AND “bioelectric energy sources”. La busqueda se realizé de acuerdo con las lineas
establecidas por el “National Health Service Centre for Reviews and Dissemination” (258), y

se actualizo hasta el 7 de Febrero de 2014.

4.1.4. Criterios de seleccion

Los articulos elegibles para el presente estudio debian cumplir los siguientes criterios de
seleccion, estructurados segun el formato PICO:

Poblacion: Animal; cualquier estudio experimental en animales, investigaciones clinicas o
in vitro que incluyan al menos un grupo experimental y uno control, y que contemplen un
minimo de 5 animales o muestras por grupo experimental.

Intervencion: métodos de base bioldgica que aumenten o disminuyan el movimiento
dentario con aplicacion de fuerza mediante un aparato ortoddncico U ortopédico.
Comparacion: grupo control que no incluya métodos para acelerar bioldgicamente el MDO
y/o sin movimiento dentario ortodoncico.

Objetivo medido: tasa de movimiento dentario ortodoncico.

Se excluyeron series de casos, informes a propdsito de un caso, estudios descriptivos,
articulos de revision, articulos de opinion, cartas y todos aquellos que no se ajustaran al
objetivo de esta revision 6 no incluyeran descripcion adecuada de la direccion y magnitud
de la fuerza 6 descripcion correcta de los métodos bioldgicos de aceleracion o inhibicion,

ya sean técnicas, posologia o equivalente.

4.1.5. Seleccion de los articulos

La seleccion de los articulos fue llevada a cabo mediante dos observadores (M.C.LL.y A.L.L.)
independientes uno del otro. Inicialmente los articulos se seleccionaron en base al titulo y

al abstract, siendo revisado posteriormente el articulo completo en caso de que existiera
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duda acerca de su inclusion o exclusion, recurriendo a un tercer observador experimentado

(E.S.R) en caso de desacuerdo.

4.1.6. Recoleccion de los datos.

El primer observador (M.C.L.L) extrajo los datos, elaborando una hoja de trabajo
para los mismos sobre la que se revisaba todo. Se contact6 directamente con los autores en

casos en los que los datos no estaban claros o faltaba informacion.

Los datos extraidos finalmente a partir de los articulos cientificos fueron: autor y afio,
disefio del estudio, muestra (tamafo, animal o humana, sexo y edad) métodos empleados
en los ensayos, caracteristicas de la fuerza aplicada, tiempo total de experimentacion o
tratamiento, cambio en la tasa de movimiento ortodoncico con respecto al grupo control,

tasa de éxito descrita, efectos secundarios observados, aplicacion clinica y citas recibidas.

4.1.7. Determinacion del riesgo de sesgo en articulos individuales.

Dos investigadores determinaron de forma independiente la calidad de los estudios
incluidos de acuerdo con una modificacion de la escala Newcastle-Ottawa. Adaptando el
modelo de Chen et al (259), las variables analizadas fueron: disefio del estudio (Ensayos
clinicos randomizados, 3 puntos; estudios prospectivos, 1 punto; estudio retrospectivo, 0
puntos), representatividad de la muestra de mas de 25 sujetos/especimenes por grupo,
analisis estadistico adecuado, evidencia de medidas de ciego, informe de los casos
perdidos, estimacion previa del tamafio muestral. Basandonos en un sistema de puntos
descrito en el articulo de Chen, (259), el riesgo de sesgo y la calidad se puntuaban como
bajo, medio y alto. (bajo (>4 puntos) moderado (2-3’5 puntos) alto (< 2 puntos) Se
otorgaba un punto por cada criterio cumplido, medio punto si el crierio s6lo se cumplia en
parte . Estudios con menos de 2 puntos se consideraban como alto riesgo de sesgo, de 2 a 4

puntos riesgo moderado y 4 puntos 6 mas, riesgo bajo.
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4.1.8. Analisis de los datos

Una vez que se recopild y analiz6 la informacion, aquellos estudios con mayor calidad se
analizaron una segunda vez para detectar sesgos de publicacion, heterogeneidad en la
sintesis de datos y con el objetivo futuro de realizar un meta anélisis si fuera apropiado.

Se establecid también el indice kappa de concordancia interobservador (0,92)

4.2. Diseno del estudio experimental

4.2.1. Diseio experimental in vivo.

Toda actuacion sobre animales fue aprobada previamente por el Comité Etico de
Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Sevilla, de acuerdo con lo
establecido sobre "Proteccion de los animales destinados a experimentacion y otros fines
cientificos" en el Real Decreto 223/1988, de 14 de marzo (BOE de 18 de marzo) y
ratificacion posterior mediante Orden Ministerial de 13 de octubre de 1.999 (BOE de 18 de

octubre).

4.2.1.1. Distribucion muestral

El modelo animal utilizado fue de rata Wistar, realizandose en primer lugar un
ensayo piloto con cinco animales y posteriormente un ensayo con veintiocho especimenes
para los procedimientos de andlisis de expresion génica a nivel del hueso alveolar
peridentario. Para dicho andlisis se siguid un disefio experimental a boca partida
empleandose un total de 56 hemimaxilas que fueron tomadas como unidad experimental
para realizar el analisis de expresion génica. Se realiz6 una monitorizacion constante de los
animales estableciendo un andlisis de expresion génica en cuatro puntos temporales
estratégicos (T1: 24 horas, T2: 3dias, T3: 7 dias y T4 12 dias) determinados en ensayos

previos. El andlisis de datos clinicos de movimiento dentario con y sin cirugia de

100



REGULACION GENETICA DE LA Maria Cadenas de Llano Pérula
ACELERACION BIOLOGICA DEL MDO

corticotomia en los dias establecidos (T1-T4) se tomod a partir de las mediciones de 48
hemimaxilas a partir de un niimero total de 32 animales siguiendo idéntica distribucion en

grupo sometido a corticotomia y controles. (Fig. 9)

Hemimaxila derecha: Hemimaxila izquierda:
LADO CONTROL LADO EXPERIMENTAL
(s6lo fuerza (fuerza ortoddncica
ortoddncica) + corticotomia)

Figura 9. Disefo experimental /n vivo.

Todos los especimenes se mantuvieron estabulados en grupos de cuatro, a una temperatura
estable de 23° C y un ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas, con alimentacion y agua
disponibles ad libitum. Se realizd vigilancia diaria para detectar posibles cambios en el

peso de los ejemplares y garantizar su correcta alimentacion.

Previo a cualquier procedimiento o manipulacion, se anestesio a los animales mediante
inyecciones intraperitoneales de ketamina (45 mg/kg), asi como inyecciones subcutaneas
de 5-10 mg/kg de diazepam y 0.04-0.10 mg/kg de atropina. Tras las intervenciones se les
proporcioné terapia antibidtica y analgésica durante 3 dias mediante inyeccion subcutidnea

de 0.05 mg/kg de buprenorfina y tetraciclina.
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4.2.1.2. Seleccion, diseiio e instalacion de la aparatologia.

La aparatologia seleccionada para ejercer la fuerza ortoddncica fue una adaptacion
del modelo propuesto por Ren et al en 2004 (193). Se ferulizaron el primer, segundo y tercer
molar con una ligadura de acero inoxidable de 0,2 mm de diametro (Dentaurum) para la
preservacion del anclaje ferulizado como una tnica unidad y se insertd6 un muelle cerrado
de Sentalloy de 0,22 mm de diametro, (GAC, Dentsply Int.) aplicando una fuerza constante
de 25 g por hemimaxila y por tanto una fuerza inferior a 10 g por unidad dentaria sometida

a movimiento dentario.

Figura 10. Esquema del modelo

propuesto por Ren. (260)

Los dientes, tanto los molares como los incisivos, se acondicionaron previamente
con acido ortofosforico al 37% (DGM, Hamburg, Germany) durante 10 segundos, tras los
cuales se eliminaron cuidadosamente los restos de acido utilizando torundas de algodon y
lavando las superficies con agua abundante dispensada con una jeringa a presion. La cama
quirdrgica en la que se realizaron las intervenciones se mantuvo ligeramente inclinada
durante este proceso para evitar que el agua pudiera bloquear las vias aéreas de los
animales durante el lavado de las superficies asi como durante la manipulaciéon con el
sangrado habitual de la intervencion. Se procedid a continuacion al secado de las piezas
dentales mediante aire y se aplico adhesivo fotocurable (3M ESPE). Se colocaron

posteriormente las ligaduras con la ayuda de pinzas mosquito y alicates de ortodoncia y se
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colocd resina de restauracion compuesta de tonalidad azul y fotocurable (3M ESPE)
alrededor de las ligaduras y sobre las superficies oclusales de los dientes, asi como sobre
cualquier superficie cortante de las ligaduras o el muelle, para evitar que la aparatologia se
desprendiera por efecto de la masticacion o se produjeran irritacion por roce repetido en

los tejidos blandos.

Una vez instaladas de forma segura alrededor de los molares, las ligaduras se introdujeron
en un extremo del dispositivo de traccion, y en el otro extremo se insert6 otra ligadura que
rodeaba los incisivos, quedando el muelle en tension derivando una fuerza constante e

igual en todos los animales de magnitud inferior a 10g por unidad dentaria.

4.2.1.3. Procedimiento quirurgico:.Corticotomia

El procedimiento quirurgico de corticotomia alveolar fue realizado por un sélo operador
siguiendo las lineas propuestas por Sanjideh (216). Se practicd una incision oblicua con
bisturi (hoja n°15, GmbH, Solingen, Germany) mesial al primer molar, continuando a lo
largo del borde gingival palatino hasta el tercer molar para facilitar el levantamiento de

colgajo y el desbridamiento mucoperiostico del mismo.

Se separo6 el tejido blando consiguiendo un colgajo de espesor total y se mantuvo el mismo
alejado del area quirtirgica mediante pinzas quirtrgicas para evitar dafiarlo durante la
intervencion. Se realizaron decorticaciones verticales en mesial y distal del primer molar,
bajo irrigacion salina abundante y a baja revolucion, junto con perforaciones directas en la
tabla cortical utilizando una fresa de micromotor de carburo de tungsteno (H141 010
Komet, GmbH, Lemgo, Germany). Se realizo posteriormente la reposicion del colgajo y la
sutura del mismo de empleando hilo sintético reabsorbible monofilamento (Caprosyn®
6-0, 30 inches) y mediante nudo doble. Debido a la atropina, las secreciones salivares eran
minimas, y el sangrado de la herida se controld aplicando presion sobre la herida hasta

conseguir una adecuada hemostasia. Todos los animales contaron con la hemimaxila
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contralateral como control interno no sometida a cirugia de corticotomia alveolar y
exclusivamente sometida a idéntica fuerza ortoddncica a la administrada en la hemimaxila

intervenida.

Figura 11. Separacion del colgajo

4.2.2. Registros clinicos de movimiento dental.

Para obtener las mediciones de movimiento dentario se utiliz6 un mini-calibre de
alta precision y lentes de aumento. Se realizé un seguimiento temporal de los animales en
el que se midio la distancia entre la cara mesial del primer molar y el grupo incisivo,
obteniendo el movimiento total de la media de los dobles valores tomados por un tinico
operador tanto en el grupo experimental como en ambos grupos controles. Los valores se
ajustaron en todos los grupos mediante la contabilizacion de pérdida de anclaje anterior
producida por volcamiento de los incisivos hacia el espacio intermaxilar. Esto se normalizo
a través de la comparacion con un grupo de especimenes no sometidos a ningtn tipo de
intervencion ortodoncica ni quirtrgica. La fiabilidad del método de medicidon se realizd
mediante la comparativa de las medidas dobles realizadas por el operador calculando el

error intraobservador.
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4.2.3. Sacrificio de los especimenes y toma de muestras de tejido

0seo.

Siguiendo la monitorizacion descrita de los animales y cumpliendo con la
secuencia temporal marcada se realizo el sacrificio de los especimenes en T1: 24 horas,
T2: 3 dias, T3: 7 dias y T4: 12 dias, mediante inhalacién con mondxido de carbono y
extirpacion inmediata de la region 6sea requerida a nivel alveolar mediante fractura dsea
por traccion. Los fragmentos 0seos fueron cuidadosamente diseccionados separandolos del
tejido dentario del mismo modo mediante fractura y delimitados a la region implicada en la
cirugia y el movimiento dentario ortodoncico. El hueso alveolar maxilar de cada
hemimaxila en la que se habia realizado traccion ortoddncica con o sin cirugia de
corticotomia fue extraido tras sacrificar a los animales siguiendo protocolo descrito. Se
extrajo el maxilar superior completo, eliminando todo el tejido blando y los dientes con la
ayuda de un escalpelo, ultracongelando las muestras de hueso alveolar inmediatamente
mediante inmersion en nitrogeno liquido a -125°C y almacenandolas posteriormente a
-80°C hasta el procesado de la muestra para realizar la de extraccion y aislamiento de

ARN.
4.3. Procesamiento y analisis muestral.

4.3.1. Extraccion de ARN del tejido 6seo

Las muestras se transportaron al laboratorio en cajas refrigeradas herméticamente
selladas, en el interior de tubos de 2.0 ml libres de ADN previamente esterilizados
(Eppendorf) con preservacion de las condiciones de fria mediante hielo seco evitando el

dafio sobre la integridad del ARN de las muestras.

El aislamiento y extraccion del ARN de células d6seas fue realizado en el Centro de

Gendmica e Investigacion Oncoldgica. Brevemente, se realizé extraccion manual con

105



REGULACION GENETICA DE LA Maria Cadenas de Llano Pérula
ACELERACION BIOLOGICA DEL MDO

Trizol (Life Technologies, New York, NY, USA) con homogeizacion de las muestras
mediante friccion. Se realizé la extraccion de ARN empleando el minikit QIAamp RNA
miRNeasy (Qiagen, Valencia, CA, USA). Se realizé posteriormente cuantificacion y
control de calidad del ARN obtenido, mediante espectofotometria (Nanodrop, Fisher) para
determinar la absorbancia y fluorimetria (Qubit). Después de la digestion mediante
ADNasa y procedimientos de barrido, se midieron las concentraciones del ARN, siendo el

mismo alicuotado y preservado a -80°C para el analisis posterior.

El protocolo empleado para la extraccion de ARN (minikit QIAamp RNA
miRNeasy (Qiagen, Valencia, CA, USA)) se escogio porque permite la purificacion del
ARN total en un rango a partir de aproximadamente 18 nucleotidos, de todos los tipos
tisulares y celulares animales, incluyendo tejidos dificiles de lisar como ocurre con el
hueso. Esta purificacion permite establecer una comparacion directa de los niveles de
expresion del mARN con los de los genes de referencia de interés. También es capaz de
ofrecer visibilidad de la presencia de cantidades de ARNs en pequenas cantidades y
purificando con eficiencia el ARN tisular y celular incluso cuando la muestra es reducida,
eliminando la posibilidad de contaminacion con sales o fenol que pudieran interferir con

posteriores analisis.

Este sistema combina la lisis de las muestras con base de fenol/guanidina con la
purificacion del ARN total basada en membranas de silice. Utiliza ademds un reactivo que
consiste en una solucion monofasica de fenol y tiocinato de guanidina, disefiado para
facilitar la lisis de los tejidos, inhibir las ARNasas y eliminar la mayoria del ADN celular y
las proteinasas procedentes de la lisis mediante extraccidon orgédnica. Puede usarse ademas
para multiples andlisis, como Northern blot, PCR cuantitativa en tiempo real (RT-PCR) y

especialmente analisis por array de expresion .
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4.3.2. Microarray de expresion génica

La expresion génica se analizO mediante ensayo de expresion a medida tipo
Tagman® (Life Technologies Corp., Carlsbad, CA, USA) que consistid en un par de
primers de PCR no etiquetados y una probeta de TagMan® con una etiqueta de tincion
FAM™ 6 VIC® en el extremo 5’ junto con unién al surco menor (minor groove binder
(MGB)) e inhibicion de la fluorescencia (nonfluorescent quencher (NFQ)) en el extremo

3’ en placa de 96 pocillos.

Se emple6 un OpenArray® individualizado y especificamente disefiado para el
presente estudio con andlisis de expresion génica a nivel de 224 locus especificos, para lo
cual se realiz6 previamente una revision de la literatura que permitiese optimizar la
inclusion y seleccion de genes de expresion en modelo de rata. Se incluyeron genes de
expresion a nivel de células madre mesenquimales (MSCs), hematopoyéticas (HSCs) e
hipoxia. En cuanto a los genes de MSCs, se eligieron aquellos implicados en la
osteogénesis (BMPs 2 y 6 6 RUNX2) pero también en la condrogénesis (BMP 4, SOX 5, 6
v 9), adipogénesis (4Adipoq, Rhoa) miogénesis (Notchl) y tenogénesis (Tgfbl). Marcadores
especificos de MSC’s y otros genes asociados también se afiadieron, tales como TNF, IL 15

v 6 6 MMP2.

Los genes relacionados con las HSCs, se seleccionaron por su capacidad
moduladora en cuanto a su actividad incluyendo citoquinas y factores de crecimiento (/L
11, 12f, 25, 17), marcadores de superficie celular (Cd 8, 4, 86), reguladores de la
activacion y diferenciacion celular (SPPI) y factores de diferenciacion de células By T
(Nos2, Hdac 4, 5, 7, 9). Las HSC’s se incluyeron debido a su importante papel en la
produccion de mediadores inflamatorios, implicados directamente en la regulacion del

metabolismo 0seo y la aplicacion de fuerza externa en los tejidos.
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Genes relacionados con la hipoxia tisular se incluyeron en esta lista debido a su
accion sobre el comportamiento de las células madre (261) (262), y consistieron en genes
reguladores de la respuesta angiogénica (4dnxa2, MMPY) el metabolismo (Pgm2, Enol),
dafio y reparacién del ADN (ENOS) y regulacion de la proliferacion celular (Met, Mxil).
En primer lugar se evalud un set de tres réplicas técnicas con el fin de explorar la calidad
de los datos. En los primeros analisis, los experimentos NLY27 y NMV17 se descartaron
debido a la baja calidad de los datos. (Ver Figura 16, Matriz de correlacion) Las otras dos
réplicas técnicas se analizaron de forma independiente, y en este trabajo se incluyen

resultados de los analisis NLY26v2 y NMV13v2.

4.3.2.1. Preprocesado

Para el preprocesado se siguieron los siguientes pasos:
- El valor de Ct para detectores “indeterminados” se fijé en 40.
- Para que un detector se considere con una sefal solida, el valor de Ct debe estar por

debajo de 36 en al menos el 75% de las réplicas biologicas. (Criterios de deteccion)

4.3.2.2. Normalizacion y calculo del Ct.

La normalizaciéon es un paso esencial en los experimentos con qPCR para corregir
diferencias en la cantidad de acidos nucleicos en el material inicial. Para evaluar los
mejores endogenos se utilizd Genorm (263). Los nuevos enddgenos se utilizaron para la

normalizaciéon mediante célculo del deltaCt del siguiente modo:

DCtij = Ctij — Ctcj

o
1

En éste calculo, Ctij es el valor Ct del gen “i”” en la muestra “/”’ y Ctcj es el valor de Ct del

(13421

control endégeno en la muestra “j”.
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4.3.2.3. Expresion Diferencial y Calculo del DDCt

El analisis de expresion diferencial se realizd para encontrar aquellos genes con cambios
de expresion significativos entre cada grupo experimental y su control correspondiente.
Para esto se utilizoé analisis con modelos lineales (64). En éste contexto, la cantidad de
variacion (DDCt) se computdé como la diferencia entre la media del valor de DCt en la
muestra control. La cantidad de variacion se expresd entonces como 2PPCT ¢ valores RQ.

(265).

Esto gener6 un conjunto de documentos con las siguientes columnas: Detector; Valor
DDCt; Valor de P; Valor del analisis de expresion diferencial, Valor de P corregido para
compensar el error de hacer multiples test sobre las muestras, Columnas DCt con el valor
de DCt para el detector de cada muestra, tres columnas con el estado de Ct basado en los

criterios de deteccion en cada grupo bioldgico, neg PPCt -DDCT; cantidad de variacion RQ

como 2°PPCT y cantidad de variacion en escala logaritmica (Log10RQ).

4.3.2.4. Analisis de agregacion

Para explorar los patrones de expresion a través del tiempo, realizamos un andlisis de
agregacion utilizando el documento “Matrix2clustering.txt”. Este documento contiene las
cantidades de variacidon en cada punto y una columna adicional indicando los criterios de
deteccion de cada detector (que se denomind como “no_detection” en el caso de encontrar
una sefial de “no deteccion” al menos en una condicion). Para el andlisis de agregacion
solo se consideraron aquellos detectores etiquetados como “validos” en todas y cada una
de las condiciones. El analisis de agregacion se realizo utilizando el paquete “Clustering

analysis expander package” (http://acgt.cs.tau.ac.il/expander/).

109



REGULACION GENETICA DE LA Maria Cadenas de Llano Pérula
ACELERACION BIOLOGICA DEL MDO

4.3.3. Procedimientos histologicos

Inmediatamente tras el sacrificio, se realizd la necropsia del maxilar superior de cada
animal, y las muestras destinadas a examen histolégico fueron procesadas siguiendo

protocolo que se describe:

- Fijacion: Las muestras se almacenaron en una solucion acuosa de paraformaldehido al
4%. Se introdujo cada uno de ellas en solucién acuosa tamponada de formaldehido al

4% para la fijacion correcta del tejido durante menos de 24 horas.

- Decalcificacion: las muestras se incluyeron en una solucion acuosa del 45% de acido

formico y 20% de citrato sodico, con recambio cada 21 dias.

- Inclusion: Una vez decalcificadas, las muestras se deshidrataron por medio de
inmersion gradual en concentracidon alcohodlica creciente y se realizd la extraccion del

alcohol con una solucion de Xilano al 100% y posterior inclusion en parafina.

- Obtencion de los cortes: Se realizaron cortes seriados de 7um de espesor a partir de los
bloques de parafina en microtomo rotatorio (Microtomo rotatorio. Accu-Cut SRM 200).

Se fijaron en porta-objetos (HistoBond®.1mm. Marienfeld)

- Tincion: Una vez desparafinados los cortes se procedié a la tincion rutinaria de
Hematoxilina-Eosina y al posterior montaje en solucion no acuosa para cobertura con

un cubre-objetos antes de su visualizacion y analisis.

- Las valoraciones de los cortes histologicos se realizaron en microscopio Optico de luz
invertido (Fotomicroscopio Olimpus R201). Se tomaron registros de las muestras
representativas del conjunto dentro de cada uno de los grupos experimentales en los

tiempos estimados de evaluacion.
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4.4. Analisis estadistico y bioinformatico.

Para el andlisis de los datos clinicos, todas las mediciones se compilaron en
formato Excel para su procesado inicial y posteriormente se importaron al programa SPSS
(version 17.0). Una vez determinada la el no cumplimiento de normalidad y homogeneidad
en la muestra se realizd un andlisis estadistico no paramétrico con Prueba de Kruskal-
Wallis seguido de prueba de la U de Mann-Whitney dos a dos, con ajuste de Bonferroni
para el andlisis de los grupos de la hemimaxila izquierda y derecha. Paralelamente se

realiz6 el Test de Wilcoxon para muestras pareadas en el analisis comparativo entre grupos.

Para la determinacion de la fiabilidad y la precision del método de medicion por parte del
examinador se determind mediante el test t de Student y el cédlculo de la formula de
Dalbherg (266), respectivamente. Para todos los calculos se consideré un valor de p< .05
como estadisticamente significativo. Todos los andlisis se realizaron a través del software

informatico SPSS para Windows version 17.0 (Illinois, CH, USA).

Para el andlisis de expression génica se normalizaron previamente las muestras a partir d
ela expresion de genes endogenos (263) y posteriormente se tomaron los modelos de analisis
lineal (264) asi como el andlisis proporcional siguiendo metodologia descrita (265). Asimismo
para el andlisis de expression por clusters se empled el clustering analysis expander

package (http://acgt.cs.tau.ac.il/expander/).
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5.1. Resultados de la revision bibliografica sistematica.

La busqueda electronica identifico 218 titulos, como refleja el diagrama de flujo de la
Figura 12. Noventa y un articulos completos se revisaron finalmente, de los cuales 74
cumplian los criterios de inclusion, 4 de ellos se anadieron como resultados de blisqueda
manual y 1 tras contactar con el autor (228). 19 de los articulos incluidos fueron publicados

durante esta revision e incluidos durante las actualizaciones realizadas. (170-171, 190, 221-222,

245-246, 267-278)

218 articulos encontrados en
las bases de datos

contacto con el autor=1;publicados durante el proceso de revision=2)

||

154 articulos excluidos

’ 7 articulos adicionales encontrados en otras fuentes (busqueda manual=4; ‘

No diferencia entre métodos ni se
incluyen mediciones

Se considera la baja friccion como
acelerador del MDO

El tema principal es anclaje 6seo
con microtornillos

radicular tras MDO

l Grupo control no claro (n=4)
Centrados 1 alivio del
’ 91 articulos completos elegidos —>’ 17 de ellos excluidos ‘/ dolf;;, r; ]S:];S ioaelsV:l) te?na

para su inclusion finalmente AN principal (n=10)
1 ’ Muestra < 5 animales. (n=3)

74 studies included in
qualitative synthesis

’ Se centran en la reabsorcion ‘

Téqnicas quirdrgicas Métodos quimicos Terapia Campos Terapia

(n=18) (n=33) con laser magneticos génica
de baja (0=3) (n=4)

- Corticotomia (n=11) - Prostaglandinas (n=3)| |intensidad

- Distraccion 0sea (n=4) | |- Inhibidores Pg (n=8) (n=16)

- Otros (n=3) - Otros (n=22)

Figura 12. Diagrama de busqueda bibliografica.

De los 74 finalmente incluidos, 13 fueron Ensayos clinicos randomizados (175, 220-221, 228-229,
234, 239, 241, 243, 268-271) y se segun el sistema de puntos seguido, 12 de los articulos se
determinaron como de Calidad alta (HQ), 22 como de Calidad media (MQ):22) y el resto

de calidad baja o como alto riesgo de sesgo. (Ver Fig. 13. Tabla de calidad de los articulos

incluidos)

114



REGULACION GENETICA DE LA
ACELERACION BIOLOGICA DEL MDO

Maria Cadenas de Llano Pérula

Study Design Sample AError_ Statistics Blinded Prevmuf P.ower Drops Total Risk of bias Quality
nalysis
Electromagnetic Fields

Tengku, 2000 (40) 0 0 1 0.5 0 0 0 1.5 HIGH Low
Linder-Aronson, 1996(14) 0 0 0.5 1 0 0 0 15 HIGH LOW
Darendeliler, 1995(13) 0 0 0.5 0 0 0 0 0.5 HIGH LOW

Low-Level Laser Therapy

Kondo, 2013 0 0 0 0,5 0 0 0 0.5 HIGH LOwW
Genc, 2013 3 0 0,5 0.5 0 0 0 4 LOW HIGH
Duan, 2012 0 0 1 0,5 0,5 0 0 2 MEDIUM MEDIUM
Doshi-Mehta, 2012 3 0 1 0.5 0.5 1 0 5 LOowW HIGH
Altan, 2012 0 0 0,5 0.5 0 0 0 1 HIGH LOW
Sousa, 2011 (39) 3 0 0.5 1 0 0 0 4.5 LOW HIGH
Marquezan, 2010 (66) 0 0 0.5 0.5 0 0 0 1 HIGH LOW
Gama, 2010 (45) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Yamaguchi, 2010 (42) 0 1 0.5 1 0 0 0 2.5 MEDIUM MEDIUM
Abi-Ramia, 2010 (18) 0 0 0 0 0 0 0 0 HIGH LOW
Kim, 2010 (17) 0 0 0 0 0 0 0 0 HIGH LOW
Yoshida, 2009 (41) 0 1 0.5 1 0 0 0 2.5 MEDIUM MEDIUM
Fujiyama, 2008 (16) 3 1 0.5 0,5 0 0 0 4 LOW HIGH
Youssef, 2008 (38) 3 1 0.5 0 0 0 0 4.5 LOW HIGH
Seifi M, 2007 (44) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Limpanichkul , 2006 (15) 3 0 1 1 1 0 0 6 LOW HIGH
Kawasaki, 2000 (43) 0 1 0.5 0,5 0 0 0 2 HIGH LOW

Surgical Techniques
Alikhani, 2013 3 0 1 1 0,5 1 0 6,5 LOW HIGH
KimYS, 2013 0 0 0 1 0 0 0 1 HIGH LOW
Iglesias-Linares, 2012 0 0 1 1 0,5 0 0 2,5 MEDIUM MEDIUM
Aboul- Ela, 2011 (37) 3 0 0.5 0.5 0 0 0 4 LOW HIGH
Baloul, 2011 (68) 0 1 1 1 0 0 0 3 MEDIUM MEDIUM
Teixeira, 2010 (46) 0 0 0 1 0 0 0 1 HIGH LOW
Kharkhar, 2010 (19) 3 0 0 0 0 0 0 3 MEDIUM MEDIUM
Sanjideh, 2010 (23) 0 0 1 1 0.5 0 0 2.5 HIGH LOwW
Wang, 2009 (24) 0 0 0 1 0 0 0 1 HIGH LOW
Kumar, 2009 (20) 3 0 0.5 0,5 0 0 0 4 LOW HIGH
Mostafa, 2009 (25) 0 0 0 0,5 0 0 0 0.5 HIGH LOwW
Kim, 2009 (28) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Lee, 2008 (26) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Fischer, 2007 (27) 0 0 0 0,5 0.5 0 0 1 HIGH LOwW
Tino, 2007 (69) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Iseri, 2005(21) 0 0 0.5 0 0 0 0 0,5 HIGH LOW
Liou, 2000 (22) 0 0 0 0 0 0 0 0 HIGH LOwW
Hisler, 1997 (47) 0 0 1 0 0 0 0 1 HIGH LOW
Study Design Sample Al;:l:;sris Statistics ABlded Previous P.o wer D(r)?‘l:s Total Risk of bias Quality
Chemical Methods
Toro, 2013 0 0 0 1 0 1 0 2 MEDIUM MEDIUM
Li, 2013 0 1 0 0,5 0,5 0 0 2 MEDIUM MEDIUM
Kalpatur 2013 0 0 0,5 0,5 0,5 0 0 2,5 MEDIUM MEDIUM
Yabumoto, 2013 0 0 0 0,5 0 0 0 0.5 HIGH LOW
Sirisoontoon, 2012 0 0 0,5 1 0,5 0 0 2 MEDIUM MEDIUM
Mcgorray, 2012 3 0 0,5 0,5 0,5 0 0 4,5 LOW HIGH
Yoshimatsu, 2012 0 0 0 0,5 0,5 0 0 2 MEDIUM MEDIUM
Hao, 2011 0 1 0 1 0,5 0 0 1,5 HIGH LOW
Karadeniz, 2011 3 0 0,5 0,5 0 0 0 4 LOW HIGH
Chen, 2011 3 0 0 0,5 0 0 1 3,5 MEDIUM MEDIUM
Brooks, 2011 (61) 0 0 0 0.5 0 0 0 0.5 HIGH Low
Davila, 2011 (62) 0 1 1 1 0 0 1 4 LOW HIGH
Meh, 2011 (63) 0 0 1 0.5 0.5 0 0 2 MEDIUM MEDIUM
Salazar, 2011(60) 0 0 0 0.5 0 0 0 0.5 HIGH LOW
Sodagar, 2011 0 1 0,5 0 0,5 0 0 2 MEDIUM MEDIUM
Gonzales, 2011 (49) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Akhoundi, 2010 (59) 0 0 0.5 1 0 0 0 L5 HIGH LOowW
Choi, 2010 (48) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Han, 2010 (58) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Arantes, 2009 (8) 3 0 0.5 1 1 0 0 3.5 MEDIUM MEDIUM
Hauber Gameiro, 2008 (53) 0 0 1 1 0.5 0 0 2.5 MEDIUM MEDIUM
De Carlos, 2007(52) 0 0 0 1 0 0 0 1 HIGH LOW
Sprogar, 2007 (55) 0 0 1 1 0 0 0 2 MEDIUM MEDIUM
Arias, 2006 (9) 0 0 1 1 1 0 0 3 MEDIUM MEDIUM
De Carlos, 2006 (51) 0 0 1 1 1 0 0 3 MEDIUM MEDIUM
Gurton, 2004 (10) 0 1 1 1 0 0 0 3 MEDIUM MEDIUM
Seifi, 2003(6) 0 0 1 1 0 0 0 2 MEDIUM MEDIUM
Nilforoushan, 2002 (57) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Soma, 2000 (11) 0 0 1 1 0.5 0 0 2.5 HIGH LOW
Karsten, 1997 (56) 0 0 1 0 0 0 0 1 HIGH LOW
Hellsing, 1991(50) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Sandy,1984 (12) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Gene Therapy

Zhao, 2012 (64) 0 0 1 0.5 0 0 0 15 HIGH LOW
Iglesias-Linares, 2011 (30) 0 0 1 1 0.5 0 0 2.5 MEDIUM MEDIUM
Kanzaki, 2006 (29) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW
Kanzaki, 2004(65) 0 0 0.5 1 0 0 0 1.5 HIGH LOW

Fig. 13. Tabla de calidad de los articulos incluidos
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La mayor parte de la muestra se componia de estudios experimentales en animales, siendo
la rata el modelo animal més frecuente (44 de 74 articulos, 29 Wistar y 15 Sprague-
Dawley), seguida por el perro (6 de 74, todos ellos para testar técnicas quirrgicas) y en
siete casos, conejos, cerdos de guinea, monos y ratones. Solo 16 articulos incluian
humanos, y de ellos, tinicamente 13 eran ensayos clinicos randomizados, y el resto, tanto
en humanos como en animales, eran estudios comparativos cuyo tamafio muestral

raramente incluia mas de 25 sujetos por grupo (10 de 74 articulos).

Se encontraron medidas de ciego s6lo en 21 articulos, 17 ciegos simples y 4 dobles ciegos.
(Figura 13) De los 74 estudios, 10 se denominaron como bajo riesgo de sesgo, 22 con

riesgo moderado y el resto con riesgo alto de sesgo.

Se identificaron 4 métodos principales de modificacion bioldgica del movimiento dentario
ortodoncico, técnicas quirurgicas (18 articulos de 74, 11 de ellos correspondientes a
corticotomia), métodos quimicos (33 de 74), LLLT (16 de 74), Campos magnéticos (3 de
74) y Terapia génica (4 de 74)

5.2. Resultados clinicos de movimiento dentario ortodoncico

Se observd una adecuada precision y fiabilidad del método de medicion una vez
comparadas las mediciones dobles realizadas (p>0.05). Analizando el movimiento final de
cada hemiarcada del conjunto de los animales que componen este grupo experimental y en
relacion a los objetivos de nuestro estudio, se observd un aumento del movimiento dentario
de un 46,24% en la hemiarcada sometida a corticotomia y ortodoncia, comparado con la
hemiarcada contralateral sometida unicamente a ortodoncia que sirvio de control interno al
final del periodo experimental. Esto se traduce en una estimulacion o aceleracion del

movimiento dentario en el grupo donde se ha realizado la intervencion quirargica (Figl4).
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09 Movimiento dentario
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Figura 14. Cuantificacion del movimiento dentario en mm.

En un andlisis secuenciado pormenorizado de los resultados clinicos obtenidos los datos
indican que en el primer, el tercer, el séptimo y el ultimo dia de aplicacion de fuerza
ortodoncica, encontramos que la hemiarcada sometida a cirugia registr6 una tasa de
movimiento porcentual del superior siempre al 38% comparada con la hemiarcada control
interno y control externo (p<0.001). Todo el periodo experimental seleccionado reflejé un
aumento estadisticamente significativo con respecto a los grupos de control tanto interno
como externo a lo largo del tramo observacional seleccionado. Asimismo de modo
coherente no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos

controles (p>0.05). (Figura 14)
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5.3. Resultados del procesado in vitro y preparacion muestral.

5.3.1. Resultados del aislamiento, cuantificacion y calidad del ARN.

Los resultados en cuanto al volumen, calidad y concentracion de la extraccion

obtenida ARN, se describen en las Tablas l1a y b. “Cuantificacion del ARN”.

Se obtuvo una media de 8.18 pg ARN por muestra y una media de 6.44 y 5.70 pg en
el grupo de 24 horas en los grupos control y cirugia respectivamente; 5.27 y 9.59 ng en el
grupo de 3 dias en control y cirugia; 12.62 y 8.32 pg en el grupo de 7 dias en control y
cirugia y finalmente 9.38 y 8.08 ug en el grupo de 12 dias en control y cirugia.La
concentracion de ARN por muestra se describe en el Anexo 9.3. (Informe de calidad del
ARN) Si analizamos los datos por grupo, encontramos una concentracion media ARN de
275 y 210.3 pg/ul para controles y cirugia en el grupo de 24 h; 244 y 336.33 pg/ul para
controles y cirugia en el grupo de 3 dias; 207.33 y 190.67 pg/ul para controles y cirugia en
el grupo de 7 dias, y 277.67 y 246 ng/ul para controles y cirugia en el grupo de 12 dias.

CUANTIFICACION CANTIDAD DE
MUESTRA (gl VOLUMEN (ul) ARN (g)
\ 1 355,63 15 5,33
‘ 2 365,23 15 5,48
\ 3 567,00 15 8,51
4 436,17 15 6,54
\ 5 241,63 15 3,62
6 462,00 15 6,93
\ 7 263,83 15 3,96
8 357,33 15 5,36
\ 9 433,00 15 6,50
| 10 484,67 15 7,27
\ 1 741,17 15 11,12
\ 12 692,50 15 10,39
\ 13 502,20 15 7,53
\ 14 1179,93 15 17,70
\ 15 842,93 15 12,64
16 186,40 15 2,80
\ 17 800,70 15 12,01
18 676,03 15 10,14
\ 19 857,03 15 12,86
20 650,73 15 9,76
\ 21 367,17 15 5,51
2 270,18 15 4,05
\ 23 365,20 15 5,48
24 981,33 15 14,72

TABLA 1a. Cuantificacion del ARN
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NANOGOTA QUBIT
TIPO DE MUESTRA o B bt Vokemn
24h/Control 977,3 2,07 1,93 1 44,8 2u
24h/Control 1065,7 2,09 1,81 1w 15 2
24h/Control 16568 2,08 2,04 1 22,1 2u
24 h/Cirugia 968,55 2,08 1,73 1w 170 2l
24h/Cirugia 5265 2,01 1,61 1w 99,2 2u
24 h / Cirugia 1256 2,06 2 1 65 2 ul
3d/Control  551,5 2,03 1,93 1w 120 2u
3d/ Control 970 2,07 1,52 1w 51 2
3d/Control 1173 2,08 1,87 1u 63 2u
3 d/ Cirugia 1358 2,08 2,08 1 48 2l
3d/Cirugia 19435 2,08 1,8 1u 140 2u
3d/Cirugia 1879,5 2,09 1,63 1u 99 2
7 d / Control 1428 2,13 1,6 1l 39,3 2ul
7d/Control  3371,8 2,1 2,04 1l 84 2ul
7d/Control 23828 2,01 2,04 1l 73 2ul
7d/Cirugia 1992 2,07 1,8 1l 180 2ul
7d/Cirugia 22561 1,98 1,9 1l 73 2ul
7d/Cirugia 1832,1 2,09 2,08 1ul 98 2l
12d/Control 2387,1 2,07 2,01 1l 92 2ul
12d/Control 1808,2 2,1 2,01 1yl 72 2yl
12d/Control 1021,5 2,12 1,99 1l 40 2ul
12d/Cirugia 7965 2,09 1,83 1pl 7,02 2l
12d/Cirugia 1003 21 1,97 1l 46,3 2l
12d/Cirugia 2760  2.08 1.41 1yl 92 2ul

TABLA 1b. Cuantificacién del ARN

El nimero de integridad del ARN 6 “RNA integrity number” (RIN) en el grupo de 24 h

resultd ser una media 2.3 y 2.4 para controles y cirugia respectivamente, 2.3 y 2.6 en el

grupo de 3 dias para controles y cirugia; 2.3 y 2.4 en el de 7 dias para controles y cirugia y

finalmente 2.3 y 2.6 en el grupo de 12 dias para controles y cirugia. Estos datos nos dejan

una media total de RIN= 2.4 en el conjunto total de las 24 muestras, 2.4 para los controles

y 2.5 para las cirugias.

El andlisis de calidad se obtuvo mediante espectofotometria (Nanodrop, Fisher) para

determinar la absorbancia y fluorimetria (Qubit) (Figura 15)

119



REGULACION GENETICA DE LA Maria Cadenas de Llano Pérula
ACELERACION BIOLOGICA DEL MDO

NanoDrop: 1-12

NanoDrop: 13-24

Fig. 15. Andlisis de absorbancia

5.3.2. Resultados del preprocesado de las muestras de ARN para

determinacion de expresion mediante array.

Una vez establecido el umbral de deteccion Ct a nivel y aplicando el criterio de
detectabilidad en el que se considerd una sefal de expresion adecuada y de confianza
aquella que reflejara un valor de Ct menor de 36 ciclos y con al menos un 75% de los

replicados correctos, se obtuvo la siguiente matriz de correlacion para el analisis disefiado.

(Figura 16)
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Fig. 16. Andlisis de correlacion por puntos

5.3.3 Resultados del array de expresion génica tras inducir

movimiento dentario ortodoncico

En los resultados de analisis de expresion génica secuenciada a lo largo del periodo
experimental se observan los cambios en la expresion de numerosos genes seleccionados
(Figura 17). Tras realizar el andlisis de barrido inicial se realiz6 un tamizaje una vez
normalizados respecto a los grupos control en los mismos dias experimentales.
Posteriormente se seleccionaron todos aquellos genes de expresion en los que se
observaron diferencias significativas (p< .05) entre el grupo control y experimental y
ademds que mostraban un comportamiento homogéneo con menos de 36 ciclos en el 75%

de los replicados (Figura 16).
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Fig. 17. Cambios de expresion génica con respecto a los controles en cada punto temporal
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En la Figura 17 por tanto, podemos ver la criba de genes con diferencias significativas de
expresion, tanto aumentada como disminuida, con respecto a los controles, y cuantas veces
mas se expresan e inhiben con respecto a los mismos en cada punto temporal, siguiendo un
cddigo de colores: azul para T1 (24h), rojo para T2 (3 dias), verde para T3 (7 dias) y
morado para T4 (12 dias).

5.3.3.1. Expresion génica a las 24 horas

Tras 24 h de la aplicacion de fuerza, encontramos que los animales sometidos a
corticotomia sufrian una expresion aumentada en mas de 7,5 veces con respecto a los
controles de los siguientes genes: Interleukina 1 o (ILla), Viral Oncogene Homolog,
Pyruvate Kinase (muscular), Metaloproteinasa de la matriz 10 (MMP10), Interleukina 6
(IL6) y Chemokine ligand 3 (CC Motif).

Los siguientes genes también vieron aumentada su expresion, aunque en menor medida
(entre 5 y 7,5 veces mas que los controles): Nitric Oxide Syntetase 2 (Nos2), Toll-like
receptor 4, Melanoma cell adhesion molecule, Solute carrier family 16 member 3, Matrix
metalloproteinase 9 (MMP9), Lin 7 Homolog A (C Elegans), Placental Growth factor
(PGF), tyrosine kinase endothelial (TEK) y adrenomedullin.

Finalmente, aquellos genes que se regularon negativamente, es decir disminuyeron su
expresion de forma significativa, fueron: Coagulation factor X, Growth Differentiation
Factor 15 y 7 (GDF15, 7), Fucosyltransferase 4a, Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 14,
Twist homolog 1, Cdldl molecule, Sex-determining region Y (SRY) box2, Wingless Type
MMTV y Supressor of cytokine signaling 5.
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5.3.3.2. Expresion génica a los 3 dias

A los 3 dias, se observa un aumento de expresion génica en el grupo experimental de mas
de 7,5 veces con respecto a los controles en los siguientes genes: Epidermal Growth
Factor (EGF), Coagulation Factor X, Chemokine ligand 2 (CC motif), Lin 7 Homolog A

(C Elegans) y adrenomedullin.

Aumentaron su expresion moderadamente (de 5 a 7,5 veces mas que los controles) los
genes: Growth Differentiation Factor 15 (GDF15) y Cyclin-dependent Kinase Inhibitor
14. En cuanto a descenso en su expresion, encontramos que Cd44 molecule y Sex-
determining region Y (SRY) 2 descienden su expresion en mas de 10 veces, y también se
inhiben aunque en menor medida Placental Growth Factor (PGF), Stromal Interaction

Molecule 3, Wingless Type MMTV, Histone deacetylase 9 y Immediate Early Response 2.

5.3.3.3. Expresion génica a los 7 dias

Tras 7 dias de aplicacion de la fuerza, aquellos genes cuya expresion se encontrd
aumentada en mas de 7,5 veces en el grupo experimental con respecto a controles fueron:
Hepatic Growth Factor (HGF), Toll-like receptor 4, Growth Differentiation Factor 15
(GDF15), Solute carrier family 16 member 4, Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9), GATA
binding protein 1, Interleukin 6 (IL6) y tyrosine kinase endothelial (TEK).

Se expresaron entre 5 y 7,5 veces mds que en los controles los genes: Early growth
response 2, Nos2, IL10, TNFI11b, Vascular Cell Adhesion Molecule 1, IL1f, Pyruvate
Kinase (muscular), Integrin oM, adrenomedullin, Inhibin PA, Histone deacetylase 9 y

Serpin Peptidase Thibitor 1.
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Por el contrario, GDF7, Immediate Early response 2, Sex-determining region Y (SRY) 2,
Fucosyltransferase 4a, Intercel Adhesion Molecule 1 y Coagulation Factor X se vieron

regulados negativamente, siendo la expresion de este ultimo gen la mas inhibida.

5.3.3.4. Expresion génica a los 12 dias

En el dia 12 se observa un descenso general en la tasa de movimiento dentario clinico
asociado igualmente a una expresion no tan aumentada de la mayoria de los genes
analizados. No se observa expresion de ningin gen aumentada por encima de 7,5 veces
con respecto a los controles, y Unicamente tres se expresan entre 5 y 7,5 veces mas:

Transforming Growth Factor 53, Gla Protein y Histone deacetylase 9.

Descienden su expresion los genes.: Early Growth Response 1, Cd2 molecule, Epidermal
Growth Factor (EGF), Vascular Cell Adhesion Molecule 1, Cd44 molecule, GDF 15,
Fucosyltransferase 4a, SMAD1, Stromal Interaction Molecule 3, adrenomedullin, Integrin
oX, Platelet Factor 4. Todos ellos disminuyen su expresion por debajo de 2.5 veces
excepto ILI0 y Chemokine Ligand 3 que disminuyen en mdas de 2,5 y 7,5 veces

respectivamente.

5.4. Resultados histologicos

Los registros histologicos obtenidos a partir del grupo experimental tratado con ortodoncia
y corticotomia, asi como en el grupo control sometido exclusivamente a movimiento
dentario ortodoncico, muestran un aumento coherente de la reabsorcion 6sea en ambos
grupos. (Figuras 18 y 19). En aquellos grupos sometidos a fuerzas ortoddncicas se observa
una desestructuracion marcada del entramado 6seo (Figura 18). No obstante, a modo
comparativo, la aplicacion de corticotomia (Figura 19), observamos produce una marcado

aumento de las lagunas reabsortivas compatibles con actividad osteoclastica aumentada.
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En cualquier caso, es notorio el marcado componente inflamatorio desencadenado en estos

grupos sometidos a fuerzas ortodoncicas y corticotomia alveolar (Figuras 18y 19)

Fig. 18. Corte sagital de la cresta alveolar correspondiente al, grupo control, donde se observa imagen

representativa de la moderada desestructuracion del tejido 6seo laminar debido al movimiento dentario

ortodoncico inducido. Tincion H-E x160.

Fig.19. Corte sagital de la cresta alveolar correspondiente al, grupo sometido a corticotomia y movimiento

dentario, donde se observa imagen representativa de la avanzada desestructuracion del tejido 6seo laminar

debido al movimiento dentario ortodoncico inducido. Tincion H-E x160.
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En las ultimas décadas, han surgido multiples técnicas en la literatura con un objetivo
comun: acelerar el MDO y conseguir por tanto una reduccién en el tiempo de tratamiento
ortodoncico. Sin embargo, como vimos en la revision bibliografica, muy poco se puede
afirmar en realidad sobre el MDO modificado biolégicamente. La mayoria de los articulos
no pueden compararse debido a las grandes diferencias en técnicas, modelo animal y la
ausencia de consenso en el rango de fuerzas y de control sobre la aparatologia. En los
estudios realizados en humanos, existe también una carencia de estudios clinicos
randomizados y no se usan medidas de ciego de forma generalizada. Esto junto con el
reducido tamafno muestral de la mayoria de los estudios debe hacernos tomar los resultados

de forma cauta.

De todos los métodos existentes, los quirtrgicos, particularmente la corticotomia,
parecen estar en auge, y se considera probado que la agresion quirargica al hueso acelera el
MDO. (216) 219) A pesar de las diferencias en procedimientos y magnitud de la fuerza y la
mezcla de estudios en animales y humanos, segun los estudios consultados durante la
revision bibliografica, podriamos afirmar que la corticotomia aumenta el MDO entre un 30

y un 50%. 214) 217)

La técnica mas usada consiste en una incision en el tejido blando alrededor del area
donde se quiere efectuar el movimiento dentario, efectuando un colgajo de espesor total y
perforaciones o incisiones longitudinales en el hueso cortical bajo irrigacion y posterior
sutura de la herida. (198)2000 Existe sin embargo en los ultimos afios una tendencia a
simplificar progresivamente la técnica quiriirgica. Muy recientemente, Alikhani et al (21)
realizaron un ensayo clinico en humanos en el que se practicaban microperforaciones en el
hueso bajo anestesia pero sin necesidad de colgajo previo, distal a los caninos a retraer,

encontrando 2.3 veces mas MDO que en controles.

A pesar de estos esfuerzos por simplificar la corticotomia, no debemos olvidar que

cada procedimiento quirtrgico implica cierto nimero de efectos secundarios y riesgos
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propios de cirugias similares. Los resultados son técnico-dependientes, y en el caso de
cirugias mayores como la osteotomia, es necesario realizar previamente un estudio
exhaustivo del beneficio real para el paciente. Incluso con el refinamiento de la técnica
quirargica y el aumento de calidad de los experimentos realizados, aun existe una
necesidad de realizar ensayos clinicos randomizados y la base bioldgica del MDO

acelerado mediante corticotomia es aun controvertida.

Como acelera biologicamente la corticotomia el MDO es un punto clave. En los
estudios consultados, el sustrato bioldgico subyacente se ha indicado como un aumento en
marcadores inflamatorios como las citoquinas, secundario al dafio 6seo, que podria
desencadenar un reclutamiento rapido de osteoblastos y osteoclastos. Debido a esto, se

aceleraria el metabolismo 0seo siendo la causa del aumento de MDO. (220) 240)

En una revision reciente en 2013, Wilcko y Wilcko (279) confirmaron que la agresion
quirurgica de la corticotomia produce una respuesta inflamatoria local exagerada,
aumentando la presencia de células para facilitar la cicatrizacion. Defendian que el MDO
se acelera debido a que durante el tempo que dura la respuesta inflamatoria, en primer
lugar porque hay una desmineralizacion del hueso alrededor de los dientes y en segundo
lugar por los cambios que se producen en el PDL, siendo posible ver este proceso de

desmineralizacion/remineralizacion en Tomografia Computarizada de superficie (CT-scan).

(280)

Sin embargo, s6lo se ha encontrado prueba de esta desmineralizacion en estudios
animales, mas concretamente en ratas, (203) mientras que en perros no se encontrd evidencia
de tal proceso, (216) razén por la cual no podemos afirmar sobre seguro que se da en
humanos. Mathews y Kokich, en su revision de 2013 contradiciendo la de Wilcko acerca
de la corticotomia, (281) se preguntaban si el CT-scan de superficie tiene suficiente

resolucion para detectar estas diferencias de mineralizacion en hueso.
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En etapas tempranas del MDO se produce una hialinizaciéon del PDL debido a las
fuerzas compresivas, y mientras esto ocurre, no puede iniciarse el movimiento dentario. (s8)
Histologicamente, se ha comprobado que esta hialinizacién se elimina en
aproximadamente 4 semanas (214), pero la inflamaciéon desencadenada por la corticotomia
provoca una rapida aparicion de macrofagos que hacen desaparecer la sustancia hialina en
1 semana. Debido a esto, se produce una temprana reabsorcion 6sea que resulta en MDO

acelerado.

Por otra parte, los estudios demuestran que el MDO inducido por corticotomia sufre
un pico de actividad alrededor de los 22-25 dias después de la intervencion, (220
consiguiéndose en ese periodo dos veces mas movimiento ortodoncico que en los
controles, pero a partir de ese punto se produce una desaceleracion, volviendo la tasa de
movimiento a valores normales. De acuerdo con Mathews y Kokich, ¢s1) el RAP puede
durar hasta 4 meses, por lo que sélo obtendremos MDO acelerado durante éste periodo.
Ademas, no existe evidencia en la literatura de que el injerto 6seo mejore la estabilidad de
los resultados ortoddncicos, ya que no existen estudios a largo plazo que comparen los

resultados de retencidon con y sin injerto 6seo secundario a corticotomia.

Es dificil generalizar la cirugia en la practica ortodoncica diaria, ya que hay un grupo
importante de pacientes que pueden no ser candidatos a ella. La edad, o la existencia de
patologia de base previa, pueden ser factores excluyentes, ya que de hecho, en la mayoria
de los articulos donde se usaba corticotomia, se establecian factores de inclusion y
exclusion para los individuos participantes. (221,228) Grupos de edad de 18 a 30 afios con
buena calidad 6sea eran preferibles, y los efectos a largo plazo sobre la distraccion del

PDL y los espacios interdentales son aun desconocidos. (227,230
Al mismo tiempo, debido a que los avances en ciencias biomoleculares han

alcanzado nuestro campo, es posible encontrar en la bibliografia existencia de otras

técnicas que podrian constituir una alternativa para la corticotomia. 234,254y En particular,
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los articulos que proponen el uso de técnicas basadas en la terapia génica o en las células

madre comienzan a ser cada vez mas numerosos. (160, 253, 282)

Yu et al, (160) confirmaron que la transfeccién con osteoprotegerina (OPG) a lineas
celulares pre-osteoblasticas inducia la maduracion a osteoblastos, y Zhao et al (282
demostraron que la transfeccion génica de OPG mejoraba la reparacion de la reabsorcion
radicular durante la fase de retencion post-ortodoncica mediante un aumento en el nimero
de osteoblastos, consiguiendo por tanto una mayor formacién Osea alrededor de los

dientes.

Kanzaki et al (253) comprobaron que la transfeccion de RANKL al tejido 6seo
circundante aumentaba el movimiento dental mediante activacion de osteoclastos, y
después de esto, Iglesias et al (254) compararon la eficiencia del aumento de MDO
conseguido con transfeccion de RANKL y corticotomia, encontrando una mayor tasa de

movimiento dental en el primer grupo.

Ahora, depende de la comunidad ortodoncica decidir si estas técnicas son o no
adecuadas para su aplicacion en nuestro campo, y si presentan ventajas sobre otras técnicas
ya existentes como la corticotomia. Para conseguir hacer esto con propiedad, debemos
aclarar primero nuestros conocimientos sobre las vias de sefializacion moleculares y el

mapa de genes implicados en el proceso fisiologico de movimiento dentario.

Con este objetivo en mente, y con el fin de ser capaces de comparar nuestros
resultados con los que se consiguen utilizando técnicas quirdrgicas, realizamos un analisis
por microarray en muestras 0seas de rata en las que se habia inducido MDO normal y
acelerado con corticotomia. Se realiz6 una seleccion de 224 genes con evidencia previa en
la literatura de su implicacion en el movimiento dentario, y finalmente, se incluyeron genes

relacionados con las células madre mesenquimales, hematopoyéticas e hipoxia.
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Las condiciones de hipoxia en los tejidos se han considerado en lineas generales,
como un inhibidor de la diferenciacion celular, dependiente del tipo de células. (283) Asi, se
ha comprobado que inhibe la miogénesis, (284) la adipogénesis (285) y la osteogénesis, (286)
pero sin embargo, promueve la diferenciacion de precursores mesencefalicos (287) y

aumenta la especializacion hemangiobléstica. (288)

Se ha sugerido que esta aparente contradiccion podria tener un origen embrionario,
ya que antes de su conexion al aporte sanguineo de la madre, los embriones sufren una fase
de baja concentracion de oxigeno. En posteriores etapas del desarrollo fetal el crecimiento
de los drganos previo al desarrollo vascular desemboca en ambientes hipoxicos. (289,290) A
lo largo de la evolucion, varios 6rganos se han adaptado a estos bajos niveles de oxigeno y
han integrado la hipoxia en sus programas genéticos como una sefial regulatoria externa.

Entre otros 6rganos, como el tubo neural (291) y la placenta (292) el esqueleto es uno de ellos.

Debido a esto, en las etapas iniciales de desarrollo embrionario de los mamiferos, las
estructuras vasculares pasan por un proceso de remodelado que deja a las condensaciones
mesenquimales sin vascularizacion, (293) y bajo esas condiciones, tales condensaciones son
capaces de crecer y las células mesenquimales se transforman en condrocitos,

estableciendo una estructura cartilaginosa que dara lugar al futuro esqueleto.

En etapas posteriores de la formacion oOsea, esta plantilla cartilaginosa avascular se
erosiona y se reemplaza por hueso vascularizado en un proceso denominado osificacion
endocondral (294295), y las células locales pierden sus caracteristicas condrociticas,
disminuyendo la expresion de colageno tipo Il y expresando en cambio marcadores de

Wnt9a y Bmp2, indicadores tipicos del metabolismo 6seo. (296)
Se ha determinado que el Sox 9 es un regulador crucial en la condensacion

mesenquimal, un proceso esencial para la formacién de cartilago, y varias investigaciones

como las realizadas por Akiyama et al en 2002 (297) demuestran que la supresion de Sox9
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resulta en condrodisplasia severa. El Sox5 y el Sox 6 también regulan la diferenciacion de
los condrocitos, y mientras la inhibicion de uno de ellos resulta en malformaciones
esqueléticas moderadas, la ausencia de ambos implica anormalidades cartilaginosas muy

severas. (298)

El complejo de transcripcion “Factor 1 inducible por hipoxia” (hypoxia-inducible
factor 1 (HIF1)) es un mediador en la respuesta adaptativa a los cambios en los niveles
celulares de oxigeno. (2999 Consiste en una subunidad alfa, oxigeno-sensitiva, que se
estabiliza bajo situaciones de hipoxia y se une a la subunidad beta, potenciando la

transcripcion de genes relacionados con la angiogénesis y la supervivencia celular. (300)

Amarilio et al en 2007, (e1) intentaron explicar el hecho de que se diera
diferenciacion condrocitica en las condensaciones mesenquimales bajo situaciones de
hipoxia. Encontraron que el HIF1 actlia como regulador de la expresion de Sox9, clave
para el mantenimiento de la condrogénesis. Argumentaron que este mecanismo podria estar

detras de el hecho de que la hipoxia inhiba la diferenciacion 6sea pero no la condrogénica.

La pérdida de hueso inducida por hipoxia se ha observado en diferentes estados
patolégicos como la isquemia (3o1) 6 la metastasis osea. (302) Las células madre
mesenquimales derivadas de la médula dsea si son capaces sin embargo de sobrevivir en
situaciones de hipoxia. La médula dsea en si contiene entre un 1 y un 7% de oxigeno, y
como mencionamos antes, las células madre mesenquimales sobreviven en estos bajisimos
niveles de oxigeno. (303) El oxigeno es un sustrato para la produccion de la energia en la
célula y es un regulador rapido del metabolismo celular. Recientemente, se ha implicado
también en el control de la proliferacion celular y la morfogénesis de diversos tejidos,

incluido el 0seo. 304,

Yang et al, en 2011 (262) concluyd que la hipoxia inhibe la osteogénesis de las células

mesenquimales a través de la regulacion negativa de la expresion del RUNX2 por el
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TWIST, una diana inhibidora del HIFIla. RUNX2 es un regulador principal de la
esqueletogénesis, y un aumento en el Factor de Crecimiento de Fibroblastos 2 (Fibroblast
Growth Factor 2 (FGF2)) induce al RUNX2 a expresar BMP2 en osteoblastos y

condroblastos.

El TWIST actuaria como un represor de la transcripcion, uniéndose al RUNX2 tipo 1,
suprimiendo también la expresion de BMP2, RUNX?2 tipo 2 y a los puntos de inhibicion del
RUNX2 en las MSCs, debido a que la expresion de RUNX2 desencadena varios genes
inhibidores, clave para la diferenciacion y maduracion de los osteoblastos. Yang et al (262)
sugirieron incluso que la ampliacion conocimiento del comportamiento de las moléculas y
vias de sefializacion implicadas en la regulacién del TWIST podrian brindarnos nuevas
estrategias de modificacion de MSCs para su uso en el tratamiento futuro de fracturas y

remodelacion Osea.

El nimero de articulos que aclaran el papel de la expresion génica relacionada con
las células madre hematopoyéticas y mesenquimales, aumenta rapidamente. Sin embargo,
no se ha escrito mucho atin sobre la expresion génica estrictamente unida al MDO, siendo

esta una de las razones por las que iniciamos nuestro experimento.

El andlisis por Microarray se encuentra muy raramente en la literatura aplicado al
campo de estudio del movimiento dentario, y en la mayoria de los casos esta relacionado
con el estudio de moléculas y marcadores especificos en el PDL, tales como las MMP’s
305) 0 las proteinas de choque térmico (Heat-shock proteins (HSP’s)) 3os) S6lo pudimos
encontrar dos articulos que intentaran obtener realmente una linea temporal genética, y se
centraban en analizar el comportamiento del PDL bajo fuerzas compresivas, en lugar de las
reacciones del hueso. Wescott et al en 2007, 307 con el fin de evaluar el potencial
osteogénico del PDL, aplico tension sobre células del PDL cultivadas in vitro y analiz6 la
expresion de 78 genes implicados en la diferenciacion osteobléstica y el metabolismo 6seo

mediante RT-PCR. Li et al en 2013, (308) realizaron un verdadero microarray en un modelo
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del PDL sometido a fuerzas compresivas , que consistia en células del PDL cultivadas en
3D. Después del array inicial, seleccionaron 15 genes que consideraron de mayor interés y
los analizaron también mediante RT-PCR. A pesar de las diferencias con nuestro estudio, y
debido a la ausencia de referencias bibliograficas, podriamos comparar nuestros resultados

con los de Wescott y Li.

El analisis realizado en nuestro estudio ofrece una gran cantidad de informacion en cuanto
a la secuencia genética implicada en el movimiento dentario ortoddncico bioldégicamente
acelerado. En nuestros resultados destaca la expresion de Interleukinas, concretamente
IL10, 6 y la y P. Estas ultimas se han descrito implicadas como mediadores de la
inflamacion secundaria a dafio 0seo (73) y se han encontrado elevadas en los tejidos
circundantes tras la aplicacion de fuerza ortodoncica. (ss) A las 24 h, IL6 aument6 su
expresion por encima de 7,5 veces en el grupo de cirugia con respecto a los controles, asi
como la IL la. A los siete dias, IL6 e IL 1B seguian con expresion aumentada, llamando la
atencion a su vez el gran aumento de la IL10 (entre 5 y 7,5 veces) para bajar

dramaticamente hasta la casi inhibicion a los 12 dias.

Por otra parte, las Metaloproteinasas de la Matriz (MMPs) se han descrito sensibles al
estrés mecanico (93) y relacionadas con la reabsorcion dsea en procesos de erupcion y de
movimiento dentario inducido. (70) Concretamente las MMP9 son reguladoras de la
respuesta angiogenica por parte de las células madre. (261,262) A las 24h, MMP10
aumentd su expresion en mas de 7,5 veces respecto a los controles y MMP9 también

aumento6 entre 5y 7,5 veces, siendo este aumento incluso mayor a los siete dias.

Destaca asi mismo el papel del adrenomedullin, un vasodilatador que se ha descrito como
potenciador de la angiogenesis por parte de las células madre hematopoyéticas (309), y cuya
expresion aparece muy aumentada en los grupos de 24 h, 3 dias y 7 dias y que sin embargo

decae drasticamente a los 12 dias hasta disminuir muy representativamente su expresion.
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Otro caso representativo es el del Growth Differentiation Factor 15 y 7. El primero aparece
muy disminuido a las 24 h, mientras que aumenta en los dias 3 y 7 para volver a disminuir

a los 12 dias. El segundo aparece disminuido a las 24 horas y 7 dias.

Hay genes que ven disminuida su expresion en todos los puntos temporales, como es el
caso de la Fucosyltransferase 4o, Stromal Interaction Molecule 3, Histone deacetylase 9,
Epidermal Growth Factor (EGF), Immediate Early response 2, Sex-determining region Y
(SRY) 2, Wingless Type MMTYV.

Por el contrario hay otros genes que ven su expresion aumentada en todos los grupos,
como es el caso de Pyruvate kinase, Nos2, Toll-like receptor 4, Solute carrier family 16

member 4, Lin 7 Homolog A (C Elegans), Tyrosine kinase endothelial (TEK).

El Microarray nos permite analizar perfiles de expresion (a nivel de mARN y microARN)
y las variaciones estructurales (nimero de copias del ADN) a nivel del genoma completo.
310) Los microarrays de mARN de alta densidad son capaces de analizar hasta 50.000
genes, pero requieren una muy baja degradacion de las muestras de ARN, que necesitan
tratarse primero con parafina, e incluso entonces, entre un 10 y un 15% de las muestras
pueden perderse. 311) El hueso es uno de los tejidos organicos con mayor tendencia a la
degradacion del ARN, lo cual puede apreciarse en nuestras muestras. Debido a esto,
elegimos finalmente realizar un Tagman® assay, que consiste en una qPCR exponencial
replicada 5 veces, teniendo estadisticamente mayor seguridad en los resultados. 312) Hasta
224 genes pueden analizarse con el Tagman® assay, y tras una exhaustiva consulta
bibliografica, pudimos elegir aproximadamente una lista de genes con alta probabilidad de

participar en el movimiento dentario.

Debido a las razones arriba expuestas, prestamos especial atencion a mantener la
integridad del ARN a la hora de tomar las muestras. En el hueso, la cantidad de expresion

de ARN en el tejido ya es limitada, por la baja cantidad de células presentes, embebidas en
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una matriz mineralizada, y ademas la degradacion ocurre muy rapidamente. Las muestras
se tomaron en el menor tiempo posible tras el sacrificio de los animales y los fragmentos
de hueso se congelaron inmediatamente con nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C.

A pesar de todo, después de la extraccion, la cantidad y calidad del ARN era limitada.

Cuando hablamos del perfil de expresion del ARN, con independencia del tipo de
analisis al que las muestras de ARN estan destinadas, hay un punto crucial: evitar la
degradacion previa a su aislamiento y procesado. Se ha escrito mucho en los ultimos afios
acerca de este tema en particular. Para empezar, la manera en la que se toman y conservan
las muestras parece tener una influencia directa sobre los resultados. De acuerdo con Li et
al, 313) el tejido fijado mediante formalina y sumergido en parafina (formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE)) muestra una degradaciéon particularmente alta. Sin embargo,
los perfiles totales de ARN en tejidos FFPE y congelados son comparables, de acuerdo con
ciertos informes, (314, 315) razon por la cual se ha sugerido también que el microARN podria

escapar la degradacion desencadenada por la fijacion con formalina.

La inmersioén en parafina y formalina produce cambios quimicos en el tejido que
pueden desembocar en degradacion y uniones cruzadas entre moléculas. Ademas,
generalmente, las muestras tratadas de esta manera se conservan durante largos periodos de
tiempo, afectando posiblemente a los resultados de futuros analisis. 316) Ibberson et al 317)
estudiaron en su articulo de 2009 la degradacion real del ARN en tejido congelado
inmediatamente y recomendaron finalmente el uso de muestras de ARN con un RIN igual
o superior a siete, para poder conseguir resultados fiables tras analisis con microarray u

otras formas de analizar el perfil del ARN.

Sin embargo, estos resultados deben tomarse con cautela, ya que el experimento de
Ibberson se realizé en muestras de tejido de higado y duodeno humanos, y las de nuestro
experimento son de tejido 6seo mineralizado de rata. Ademads, el tejido procesado

inmediatamente o cultivado previamente muestra diferente sensibilidad a la degradacion de
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ARN. Por ejemplo, las muestras de higado del estudio de Ibberson mostraron menor
degradacion incluso tras 4 horas de su inclusion sélo en hielo, mientras que las duodenales

se degradaron con mayor facilidad.

La amplificacion del ARN es basica para cualquier estudio de expresion y
actualmente hay un gran nimero de empresas (Nugen, Quiagen, Epicentre... etc) que han
desarrollado kits de amplificacion para muestras de ARN degradado. Roberts et al (313)
propusieron una estrategia de amplificacion basada en el uso de un primer suplementado
con DNA-asa adicional que mostrd buenos resultados. También encontraron una

correlacion entre las muestras FFPE y congeladas con un R? entre 0.82 y 0.89.

Utilizando estos primers, la transcripcion reversa inicial se preserva y se minimizan
los sesgos de amplificacion del mARN 3’ o0 5°. Esto puede utilizarse en tamafios muestrales
pequetios (<50 pg de ARN total) obteniendo resultados en aproximadamente 3 dias, o en el

caso de mayores tamafios muestrales (100-250 pg) se consiguen resultados en 1.5 dias.
(319)

En contra de las afirmaciones de Ibberson (317), Roberts et al (318) consigui6 aislar
muestras con RIN < 3, asi como amplificarlas y etiquetarlas, siendo tanto muestras FFPE
como congeladas, obteniendo un resultado similar y estable. Sin embargo hay ciertos
aspectos que resultan criticos a la hora de conseguir ARn de alta calidad: la recuperacion
durante la extraccion de pequefias moléculas de ARN que pueden tender a perderse en los
diferentes y numerosos pasos de purificacion, y extraer tanta informacién como sea posible
del ARN parcialmente degradado, necesitando el uso de los primers que comentamos

antes, a lo largo del mensaje completo. (320, 321)

De acuerdo con Hatzis et al, 322) el método de conservacion de las muestras también
podria influenciar la disponibilidad posterior de ARN y su calidad. Sin embargo, los
niveles de expresion génica no parecieron afectarse por el método de conservacion, al
menos en muestras de tejido afectado por cancer de mama, objeto de estudio de este grupo

de investigacion.
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El nimero de integridad del ARN 6 “RNA integrity number” (RIN) se considera
como un método fiable de determinar la integridad del ARN. Este algoritmo se desarrolld
utilizando herramientas que identificaban aquellas regiones identificativas de la integridad
del ARN en el electroferograma, que después se usan para expresar la integridad del
mismo en una escala del 1 al 10. La relevancia de este factor de integridad en el analisis
final de la expresion génica, especialmente cuando existe alta variabilidad del mismo en
las muestras, fue estudiada por Viljoen et al, (323) que propusieron una estrategia de
determinacion de la calidad con el fin de reconocer arrays de calidad menor y heterogénea,
pudiendo éstos incluirse en el analisis una vez tomadas ciertas medidas, tales como
identificar la calidad del array y los efectos de agregacion. Argumentaban que estas método
de control de calidad podia ser especialmente Util para muestras clinicas con calidad baja y

heterogénea de ARN, con RIN < 2.

En cualquier caso, al interpretar los resultados, es necesario tener en cuenta que la
utilizacion de un modelo animal no puede derivar su total extrapolabilidad en el traslado de
sus conclusiones a humanos. Las dosis, el metabolismo y las reacciones a los quimicos
varian mucho entre especies, por lo que establecer comparaciones absolutas es complejo.
En nuestra revision bibliografica, muy pocos de los 74 articulos incluidos finalmente
tuvieron lugar en humanos (16 de 74), y los que tuvieron lugar en modelo animal utilizaron
diferentes especies, en su mayor parte ratas, (44 de 74 articulos, 29 Wistar y 15 Sprague-
Dawley) seguido de perros (6 de 74, beagles y fox hounds, todos ellos utilizados para testar
técnicas quirirgicas) y en siete casos, conejos, cerdos de guinea, monos y ratones. A pesar
de que, como hemos mencionado anteriormente, la reaccion a los quimicos varia mucho
entre especies, y las comparaciones entre estudios son dificiles, los modelos animales,
especialmente entre mamiferos, son capaces de reproducir fielmente procesos celulares
complejos que ocurren también en humanos, y presentan ventajas obvias sobre los estudios
in vitro, donde un numero limitado de células se aisla de un ambiente mayor, lo cual puede
influenciar los resultados. Ademas, las relaciones causa-efecto pueden establecerse de
forma segura en modelo animal mediante activadores e inhibidores o, como se ha hecho

mas recientemente, a través de animales genéticamente modificados. (324)
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Las ratas parecen ser el modelo animal més utilizado, y es también el escogido para
nuestro experimento. Sin embargo, este tipo de roedores presenta un movimiento
fisiologico de los molares en sentido distal, que podria interferir con las medidas y analisis
histologicos realizados. Del mismo modo, la erupcidon continuada de los incisivos que
podria influir en el control de la direccion de la fuerza pudiendo implicar la menor
fiabilidad en el anclaje previsto. Para esclarecer esta cuestion antes del ensayo definitivo,
se realizo un estudio piloto previo adicional para validar la eleccion de la aparatologia y el
procedimiento experimental a emplear, asi como para la determinacion de las reacciones
adversas que pudiesen interferir. A pesar de la utilizacion del aparato propuesto por Ren y
col., 260) disefiado especificamente para minimizar los posibles efectos adversos, es dificil
controlar la magnitud y direccion de la fuerza ejercida con los muelles, que puede no ser

constante o decaer durante el experimento.

Para evitar esto, tratamos de calcular previamente la cantidad ideal de fuerza que se
deberia usar en este tipo de roedores para evitar dafo tisular, pero el rango de fuerza
utilizado en los estudios consultados es muy grande, desde los 15 gramos en aquellos
estudios que usan campos magnéticos a los 400 gramos de algunas técnicas quirtrgicas.
Muchos de los estudios ni siquiera mencionaban la fuerza o lo hacian s6lo al principio del
experimento, sin cuantificar o notificar el posible decaimiento de la fuerza. Los molares en
las ratas son 50 veces menores que en humanos, por lo que a la hora de comparar rangos de
fuerza, se deberia estimar el area de la superficie radicular. De acuerdo con Ren et al (63), 20
g de fuerza en ratas podria equivaler en humanos a 1kg de fuerza, sin embargo, la mayoria

de los articulos usan fuerzas muy superiores a ésta. (ver Figura 18)

En nuestro experimento, se usé aproximadamente una fuerza de 25 g, en la media
de lo utilizado en los estudios consultados, (251, 267) donde los rangos de fuerza para ratas

varian entre los 10 (233) y los 100 gramos (213).
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: Study Sample . " Force Time Clinical
Study Design  (n) Specie  Age, Sex ® (days) Succes Rate Applicability
MAGNETS
Tengku, 2000 CS 32 WR 9%w, 32M 30 14 NSRD NO
LLLT
Duan, 2012 CS 40 WR 6w, 40M 10 14 30% faster OTM with LLLT YES
Altan, 2012 CS 38 WR 10w,38M 20 8 NSRD YES
Marquezan, 2010 CsS 32 WR 12w, 36M 40 7 NSRD YES
Gama, 2010 CS 30 WR 3m, 30M 40 19 NSRD NO
Yamaguchi, 2010 CsS 50 WR 6w, SOM 10 7 LLLT increased OTM in a 32% YES
Abi-Ramia, 2010 CS 45 WR NM,45M 40 7 No increase or decrease in OTM NO
Kim, 2010. ES 30 SDR 15w, NM 196 21 No increase or decrease in OTM NO
Yoshida, 2009 CS 60 WR 6w, 60M 10 2! LLLT increases OTM in a 46% YES
Kawasaki, 2000 CS 48  WR 6w, 48M 10 12 1,3 times more OTM with LLLT YES
SURGICAL METHODS
ecins. ] inares " N CO increased OTM in a 21.63%., BMP-2 .
Iglesias-Linares 2012 CS 56 WR  7Tw,NM 10 32 in 1.24% NSRD in G4. YES
Baloul, 2011 CS 114 SDR NM 25 42 67% increased OTM YES
Teixeira, 2010 CS 48 SDR 120d.48M SO 28 50% increased OTM YES
Wang, 2009 CS 36 SDR Adul,36M 100 60 No increase or decrease in OTM NO
Lee, 2008 CS 30 SDR NM 100 21 NSRD NO
GENE THERAPY
0/ ¢ - P
Zhao, 2012 €S 18 WR 6w, I18M 40 a9 O0.6%lessrelupsewith OPG gene YES
transfer
0,/ g J]
Iglesias-Linares, 2011 CS 72 WR 7w, NM 10 32 *#18%more OTM using RANKL YES
compared to CO
Kanzaki, 2006 CS 25 WR 6w, 25M NM 21 31,9% increase of OTM YES
Kanzaki, 2004 CT 20 WR 6w, 20M 17 20 92,8% less OT™M YES
CHEMICAL METHODS
s Both BE and alendronate significantly .
Toro, 2013 CS 30 SDR NM,30M 13 28 hibited OTM NO
Li, 2013 CS 60 WR 8w, 60M 40 12 38% more OTM with PTH YES
o los T 7 Toss
Kalpatur, 2013 CS 20 SDR 12w, 20F S0 S6 gfl pe iﬁ"c’fm onGHG2, B6% less OTM -y
Yabumoto, 2013 CS 80  WR 8w, 80M NM 3 NSRD after 3 days between groups NO
.. . e G! doubled the rate of OTM while there .
Siriscontoon, 2012 CcS 15 WR 10w, ISF 25 70 was NSRD between the other two G NO
: - X NSRD in the 0.04mg/ml group but 40% :
Hao, 2011 Ccs 72 SDR 6w, 72M 50 14 ecrease OTM in the rest of the groups NO
Chen, 2011 RCT 18  SDR 4w, 8M 10 12 Double OTM rates in G YES
Davila, 2011 CcS 73 SDR 24, 73M 50 28 NSRD NO
Meh, .2011 CS 48 SDR 13w.48M 25 42 decreased OTM NO
Salazar, 2011 CS 48 WR 8w, 48F 40 90 ovariectomy increased 15.9% OTM NO
Sodagar, 2011 cs 32 SDR 1M 60 13 nicotine doubled the rate of OTM and s YES
dose-dependent
Gonzales, 2011 CS S0 WR S0M 50 84 74% OTM decreased YES
Akhoundi, 2010 CS 40 WR NM,40M 60 14 Morphine reduced OTM in a 52% NO
v, 27TM/ .
Choi, 2010 CcS 54 WR S“ﬁFM 60 17 OTM was decreased ina 32,57% YES
Han, 2010 CS 32 WR 7-8w,32M S0 49 45% less OTM relapse YES
Hauber Gameiro, E . Celecoxib decreases 30% OTM using .
2008 cs 32 WR NM,32M 50 14 short-term dosage and 46% long term. NO
De Carlos, 2007 CS 28 WR 3m, 28M S0 5 Rofecoxib inhibits OTM YES
i - E 11-12w, Daily TBC3214, treatment significantly .
Sprogar, 2007 CS 30 WR 30M 25 40 Gecreases OTM. NO
Arias, 2006 CS 36 WR NM,36M 30 10 NSAID's diminish OTM in a 38-41% YES
5
De Carlos, 2006 CS 42  WR NM.42M H‘[(’)O 10 Rofecoxib/diclofenac inhibit OTM YES
. . Pg analogs increase OTM ina 31-28% -
Gurton, 2004 CS 150 SDR NMI50M 20 5 Pg antagonists decrease OTM in 20-26% YES
Seifi, 2003 CS 28 WR 8w, 28M 60 21 PGE injections doubled OTM rate. YES
Nilforoushan, 2002 CS 40 SDR NM.40M 60 14 Cholestasis increase OTM in 50%. NO
Soma, 2000 cS S6  WR NM.S6M 30 12 PTH in MC gel increase OTM in 50% YES
Karsten, 1997 CS 20 SDR 3-5m 20F 15 42 Not conclusive. NO
$2% les: sing NaF. 39% .
Hellsing, 1991 CS 16 SDR 3-5m, 16F 15 21 >270less OTMusing NaF, 39% more NO
OTM on pregnant

Figura 18. Resumen de los estudios incluidos en la
revision sistematica realizados en ratas.
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A pesar de éstos datos, podriamos considerar que pequeias diferencias de magnitud y
direccion de la fuerza no afectan de forma directa al propdsito de nuestro estudio, ya que,
aunque se midi6 la cantidad de movimiento dentario y se compar6 entre métodos, nuestro
objetivo principal era estudiar el mapa de expresion genética entre el MOD normal y
acelerado mediante corticotomia. Sin embargo, se realiz6 un test inicial para validar el tipo
de aparatologia ortodoncica utilizada, asi como los procedimientos experimentales y los

efectos secundarios que pudieran surgir.

Como método de aplicacion de la fuerza ortoddncica elegimos un muelle cerrado
de Sentalloy (CCS, closed coil spring), siendo éste es el aparato mas usado en la literatura,
siendo también muy cominmente usados los fabricados en Niquel-Titanio. En cuanto a la
aparatologia ortodoncica, existe también una gran variedad de aparatos utilizados para
propositos similares, desde distractores Oseos a resortes o eldsticos, pasando por
dispositivos disefiados para cada caso especifico y hechos a mano o expansores palatinos.
Con los CCS, la direccion y magnitud de la fuerza no siempre puede controlarse, pudiendo
no ser constante o decaer durante el experimento. Los elasticos a su vez, muestran un
decaimiento de la fuerza de 45 a 0 N en los primeros 0.2 mm de decompresion, (260) y la

direccion de la fuerza también puede variar.

El hueso alveolar es mas denso en ratas que en humanos, sin osteonas ni espacios
medulares, y los cambios tisulares relacionados con el tratamiento ortodéncico ocurren
mas rapido que en humanos. El tamafio dental es también menor. Para evitar errores en la
medicion de la tasa de movimiento dentario, los datos se registraron dos veces por dos
operadores (M.C. y D.B) diferentes utilizando un calibre electronico y lentes de aumento

adaptadas, y fueron después revisados por un tercer operador (A.L.).
En cuanto al tiempo de observacion, nuestra fase experimental con los animales

duré un total de 12 dias, teniendo lugar los sacrificios a las 24 h, 3, 7 y 12 dias. Elegimos

este tiempo de experimentacion porque al darse las reacciones quimicas y la renovacion
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6sea en espacios de tiempo considerablemente mas cortos que en humanos, queriamos
evitar que esto influenciara los resultados en la expresion génica mas alla de 12 dias. Se ha
demostrado que tras 7 dias, se ha encontrado clara evidencia de pérdida dsea en ratas a las

que se les han colocado ligaduras para conseguir MDO. (325)

En la literatura incluida en nuestra revision sistematica, hay muchas diferencias en
cuanto a los periodos observacionales, y de nuevo, es dificil tener una orientacion. El
tiempo de estudio mas corto fueron 5 dias (177, 184) y 90 el mas largo. (191) La media del
tiempo de experimentacion en ratas (incluyendo Wistar y Sprague-Dawley) fue de 26.2
dias, (182, 197, 217) pero las técnicas usadas eran muy variadas. Entre los estudios de terapia
génica, la media fue de 30.75 dias y entre los estudios de técnicas quirtrgicas (solo
incluyendo estudios de corticotomia con circunstancias similares al nuestro) la media fue

de 36.6 dias.
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7. CONCLUSIONES
FINALES.
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Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos previos, asi como la revision exhaustiva
y especifica de los métodos bioldgicos de aceleracion del MDO existentes hasta la
actualidad, y tras analizar los resultados experimentales obtenidos, podemos extraer las

siguientes conclusiones:

1. Se ha descrito en la literatura una gran variedad de métodos “bioldgicos” de aceleracion
del movimiento dentario ortodoncico, pero debido a la ausencia de consenso en cuanto a
las pautas experimentales (modelo animal, aparatologia para la aplicacion de la fuerza,
rango de fuerza aceptable para cada especie), resulta muy dificil, casi imposible,
establecer comparaciones absolutas entre estudios o extraer conclusiones seguras y

acertadas.

2.La mayoria de los estudios no aclaran suficientemente las bases moleculares
subyacentes a la aceleracion observada del movimiento ortodoncico con cada método
concreto, y hay una ausencia generalizada de ensayos clinicos randomizados en
humanos, con adecuada estadistica y medidas de ciego, que ofrezcan una idea clara

sobre la aplicabilidad real de las técnicas a la practica clinica.

3. Las técnicas quirdrgicas y mas concretamente la corticotomia, parecen ser las mas
populares y efectivas en cuanto al aumento neto de la tasa de movimiento ortodoncico.
Sin embargo, la mayor parte de los estudios de este tipo se han realizado en animales o
humanos con muy bajo tamafio muestral, el tipo de técnica utilizado no esta
estandarizado y los resultados podrian ser técnico-dependientes. Ademas es necesario
valorar la relacion riesgo/beneficio para cada paciente, con el fin de no subestimar los

efectos secundarios inherentes a cualquier intervencion quirdrgica.
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4. El fin de nuestro experimento en ratas Wistar era el de comprobar el efecto aceleratorio
real de la corticotomia sobre el MDO y descubrir la secuencia genética implicada en tal
proceso, ya que actualmente es posible establecerla a partir de la actividad proteica en
los tejidos y el ARN m, gracias a técnicas in vitro de biologia molecular como el

microarray.

5. La medicion del movimiento dentario en ambos grupos, (controles sélo con fuerza
ortodoncica y grupo experimental con fuerza ortodoncica y corticotomia) demuestra que
efectivamente esta intervencion quirtirgica aumenta la tasa neta de movimiento dentario
ortodoncico con respecto a los controles de forma my significativa. (46,2% mas de

MDO en el grupo de cirugia)

6. Del array de expresion génica se puede concluir que en el grupo de corticotomia se
observa una expresion aumentada de genes correspondientes a mediadores inflamatorios
como las Interleukinas (1, 6 y 10), activadores de la reabsorcion 6sea como las MMPs 9
y 10, ademas de potenciadores de la angiogénesis por parte de las células madre
hematopoyéticas. Por otra parte se ve disminuida la sintesis de aquellas moléculas
encargadas de promover la osteogénesis por parte de células madre mesenquimales. En
el cuarto y ultimo punto temporal, doce dias después de la intervencion, se observa una
disminucion clara de la expresion de genes relacionados con la cicatrizacion dsea y la

inflamacion.

7. Podriamos afirmar por tanto que se confirma la hipdtesis de la existencia de una
conexion real entre la activacion de células madre mesenquimales responsables del
aumento de la osteoclastogenesis tras la inflamacion causada por la agresion quirtrgica a
los tejidos, por lo que seria posible en un futuro proximo utilizar células madre como
una técnica segura y muy especifica disefiada con el fin de acelerar el MDO
individualmente, evitando la agresividad, riesgos y efectos secundarios de cirugias como

la corticotomia con fines ortodoncicos
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9.1. Comité Etico de Experimentaciéon Animal
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A quien pueda interesar:

El Comité Etico de Experimentacion de la Universidad de Sevilla,
habiendo examinado el Proyecto “REGULACION GENETICA DE LA
ACELERACION  BIOLOGICA DEL MOVIMIENTO DENTARIO
ORTODONCICO” presentado por D. Alejandro Iglesias Linares / D. Enrique
Solano Reina emite el siguiente informe,

El proyecto cumple los requisitos exigidos para experimentacion en
sujetos humanos y en animales, y se ajusta a las normativas vigentes en
Esparia y en la Unién Europea.

Sevilla, a 05 de septiembre de 2013.

EL PRESIDENTE DEL COMITE,

Fdo.: Prof. Dr. Francisco Javier Vitorica Ferrandez.

Por autorizacién FeméQdo Rodriguez Fernandez
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9.2. Lista completa de genes para Tagman® Array.

Assay ID Symbol

Rn00562020_ Hnfla
Rn00564115_ Fgf10
Rn00564986_ Kdr
Rn00432095_ Bmp6
Rn00567818_ Bmp2
Rn01505115_ Ptk2
Rn01481891_ Thx5
Rn01452786_ Smurf2
Rn01412801_ Smurfl
Rn01512298_ Runx2
Rn00572010_ Tgfbl
Rn01775230_ Gdf7
Rn01774648_;Ins2
Rn01639253_ Abcbla
Rn01532129  Pou5f1
Rn00570083_ Gdf15
Rn00432087_ Bmp4
Rn01442797_ Gdf6
Rn01470643_ Wnt3a
Rn01751069_ Sox9
Rn01286286_; Sox2
Rn01747593_ Hatl
Rn00570593_ Smad4
Rn01511082_ ltgax
Rn01409457_ Tert
Rn00488400_ Sox6
Rn00570809_ Fgf2
Rn01492418_ Sox5
Rn00563924_ Cd44
Rn00576900_ Mcam
Rn00561634_ Ngfr
Rn00665212_ Nt5e
Rn00596271_; Fzd9
Rn00573633_ Fut4
Rn00709573_ Pdgfrb
Rn00578763_ Anpep
Rn01438763_Eng
Rn00565571_ Anxa5
Rn00563902_ Casp3
Rn00563627_ Vcam1
Rn00562048_ Thyl
Rn00572720_ Prom1
Rn00582112_ Alcam
Rn01456850_ Csf2
Rn01512708_ Itga6
Rn00566561_ Erbb2
Rn01461447_ Csf3
Rn00566386_ Bglap
Rn00564227_ Icam1
Rn00710461_ Nudt6

Gene Name(s) Sp

HNF1 homeobox A;rCG21241 Celera Annotation Rat
fibroblast growth factor 10;rCG44485 Celera Annotation Rat
rCG56984 Celera Annotation;kinase insert domain receptor Rat
bone morphogenetic protein 6;rCG44084 Celera Annotation Rat
bone morphogenetic protein 2;rCG26259 Celera Annotation Rat
rCG59947 Celera Annotation;PTK2 protein tyrosine kinase 2 Rat
rCG21929 Celera Annotation;T-box 5 Rat
SMAD specific E3 ubiquitin protein ligase 2;,rCG32651 Celera Rat
rCG42768 Celera Annotation;SMAD specific E3 ubiquitin protRat
runt-related transcription factor 2;rCG43725 Celera Annotati Rat
transforming growth factor, beta 1;rCG53954 Celera Annotai Rat
rCG61691 Celera Annotation;growth differentiation factor 7 Rat

rCG48472 Celera Annotation;insulin 2 Rat
ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 1A;r Rat
rCG41815 Celera Annotation;POU class 5 homeobox 1 Rat

growth differentiation factor 15;rCG38685 Celera Annotatior Rat
bone morphogenetic protein 4;rCG61245 Celera Annotation Rat
rCG30387 Celera Annotation;growth differentiation factor 6 Rat
wingless-type MMTV integration site family, member 3A;rCG Rat
SRY-box containing gene 9;rCG33659 Celera Annotation Rat
SRY (sex determining region Y)-box 2;rCG41622 Celera Annol Rat
histone acetyltransferase 1;rCG27376 Celera Annotation Rat
SMAD family member 4;rCG46674 Celera Annotation Rat
integrin, alpha X;rCG40584 Celera Annotation Rat
telomerase reverse transcriptase;rCG42133 Celera Annotatic Rat
rCG39741 Celera Annotation;SRY (sex determining region Y)- Rat

fibroblast growth factor 2;rCG41541 Celera Annotation Rat
rCG29852 Celera Annotation;SRY-box containing gene 5 Rat
rCG26920 Celera Annotation;Cd44 molecule Rat

rCG58053 Celera Annotation;melanoma cell adhesion molec Rat
nerve growth factor receptor;rCG34900 Celera Annotation Rat
rCG25342 Celera Annotation;5' nucleotidase, ecto Rat
rCG21444 Celera Annotation;frizzled family receptor 9 Rat
rCG31771 Celera Annotation;fucosyltransferase 4 (alpha (1,3 Rat
platelet derived growth factor receptor, beta polypeptide;rC Rat
alanyl (membrane) aminopeptidase;rCG24850 Celera Annotz Rat

rCG45763 Celera Annotation;endoglin Rat
annexin A5;rCG41316 Celera Annotation Rat
caspase 3;rCG59027 Celera Annotation Rat
vascular cell adhesion molecule 1;rCG28459 Celera AnnotaticRat
rCG58326 Celera Annotation;Thy-1 cell surface antigen Rat
rCG35777 Celera Annotation;prominin 1 Rat

rCG52539 Celera Annotation;activated leukocyte cell adhesic Rat
colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage);rCG33 Rat
rCG26750 Celera Annotation;integrin, alpha 6 Rat
rCG33478 Celera Annotation;v-erb-b2 erythroblastic leukemiRat
rCG33571 Celera Annotation;colony stimulating factor 3 (gra Rat
rCG62555 Celera Annotation;bone gamma-carboxyglutamate Rat
rCG31814 Celera Annotation;intercellular adhesion molecule Rat
rCG41574 Celera Annotation;nudix (nucleoside diphosphate Rat

AL 3' Most
58 No
148  Yes
75 No
122 No
126 Yes
81 No
66 Yes
60 No
79 No
86 No
65 No
113 Yes
148  Yes
79 No
59 No
80 Yes
61 Yes
109 Yes
76  Yes
60 Yes
93 Yes
110 No
101 No
64 No
61 No
102  Yes
63 No
65 No
81 No
84 No
60 No
62 No
97 Yes
88 Yes
53 No
130 No
81 No
115 No
93 No
90 No
74 No
57 No
78  Yes
136 No
53 No
74 No
63 No
104  Yes
61 Yes
142 No
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Rn01402898_ Sh2d4a
Rn00821446_ Bnip3
Rn01519308_ Hdacl
Rn00821653_ Bnip3|
Rn03993554_ ler3
Rn01476978_ Usf2
Rn00567331_Slc2a3
Rn00583975_ Pkm2
Rn00584155_ Bhlhe40
Rn00821420_ Pgam1
Rn00566132_ Pfkl
Rn01474701_ Tfrc
Rn01417099_ Slc2al
Rn01413048_ Pgm2
Rn01487769_ Pfkp

Rn00821155_ Tpil
Rn00821325_ Vdacl

SH2 domain containing 4A;rCG54685 Celera Annotation Rat
rCG47375 Celera Annotation;BCL2/adenovirus E1B interactir Rat
histone deacetylase 1;rCG31110 Celera Annotation Rat
BCL2/adenovirus E1B interacting protein 3-like;rCG52176 Ce Rat
immediate early response 3;rCG41772 Celera Annotation  Rat
rCG54424 Celera Annotation;upstream transcription factor 2 Rat
solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), mem Rat
rCG57843 Celera Annotation;pyruvate kinase, muscle Rat
basic helix-loop-helix family, member e40;rCG56541 Celera £ Rat
phosphoglycerate mutase 1 (brain);rCG57464 Celera Annota Rat
rCG60594 Celera Annotation;phosphofructokinase, liver Rat

rCG52708 Celera Annotation;transferrin receptor Rat
rCG50369 Celera Annotation;solute carrier family 2 (facilitate Rat
rCG56901 Celera Annotation;phosphoglucomutase 2 Rat

phosphofructokinase, platelet;rCG55922 Celera Annotation Rat

Rn01769545_ LOC6870( rCG62241 Celera Annotation;histone deacetylase 9;similar tc Rat

rCG29914 Celera Annotation;triosephosphate isomerase 1  Rat
rCG32855 Celera Annotation;voltage-dependent anion chant Rat

97
60
72
63
87
72
99
76
107
131
89
101
73
58
76
82
55
112

No
No
No
Yes
No
No
Yes
Yes
Yes
No
No
No
No
No
No
No
No
Yes
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2100 BIOANALYZER

1 —
[F U]
\q 1y
6 W
i
3 |
g-{ - ey I
mm T T
25 4000 [nt]
Overall Results for sample 1 : 1 T
RNA Area: 289.5
RMA Concentration: 358 ng/pl
rRMNA Ratio [28s/ 185]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN): 21 (B.02.08)
Result Flagging Codor:
Result Flzgging Label: RIN: 2,10
2 —
[FU]
& o i
/ S r
4 1
2
4
L ! i i I
m 1T T 1
5 4000 [nt]
overall Results for sample 2 : 2 o
RNA Area: 257.0
RNA Concentration: 229 ngfl
IRNA Ratio [28s / 185]: 1.0
RMA Integrity Number (RIN): 23 (B.02.08)
Resul Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.30
Fragment table for sample 2 : 2

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area %o of total Area

185 5,738 6,160 03 01
283 8,238 9,400 03 01
/‘\ N Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN

JUNTA OF ATORUCA

t+34 958 241 000 ext. 20379 | f +34 958 819 132 | info@genyo.es | www.genyo.es
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3
[Fu]
)
Y fY |
6 o Ay |
|
1 .
2 e
.:J - i i —
L LI T T
25 4004 [nt]
Overall Results for sample 3 : 3
RNA Area: 373.4
RNA Concentration: 338 ng/pl
rRNA Ratio [28s [ 18s]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN): 2.4 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.40
Fragment table for sample 3 : 3
Mame Start Size [nt] End Size [mt] Area % of total Area
185 5832 6,338 0.8 02
4 —
[Fu]
5 A .
4 | lff,
3 My
5 |
1 %
0 (I . . .
T 1T |
25 4000 [nt]
Overall Results for sample 4 : 4 Bl
RNA Area: 224.6
RNA Concentration: 200 ngipl
/RNA Ratio [28s / 185]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN}: 2.5 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.50
Fragment table for sample 4 : 4
MName Start Size [nt] End Size [nt] Area 9% of total Area
185 5,798 6,288 0.6 0.3
N\ Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
g
A BE ATORLUCIA t+34 958 241 000 ext. 20379 | f +34 958 819 132 | info@genyo.es | genyo.es
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5 —
[Fu]
5
4
W,
s ™
1 B
T T T 1 =
25 4000 [nt]
Overall Results for sample 5 : 5 o
RMNA Area: 146.0
RNA Concentration: 130 ng/ul
rRMNA Ratio [28s / 185]: 0.0
RMA Intagrity Number (RIN): 23 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.30
&
[Fu]
[} Moy A LI
) l
R "l
1 |
2
== | oo I
LL L =
25 4000 [nt]
Overall Results for sample 6 : 6
RNA Area: 338.2
KA Concentration: 301 ngfl
FRNA Ratio [28= / 185]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN}: 2.5 (B.0Z0B)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.50

Fragment table for sample 6 : 6
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area %o of total Area

185 6,385 T.0e1 16 05

Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
+34 958 241 000 ext. 20379 | f +34 958 819 132 | info@genyo.es | www.genyo.es

@ ‘

190



REGULACION GENETICA DE LA
ACELERACION BIOLOGICA DEL MDO

Maria Cadenas de Llano Pérula

Genyo

CENTRO PFIZER-UNIVERSIDAD DE GRANADA-JUNTA DE ANDALUCIA
DE GENOMICA E INVESTIGACION ONCOLOGICA

[Fu]

Overall Results for sample 7 :
RNA Arza:

RNA Concentration:

rRMNA Ratio [28s/ 185]:

RMA Integrity Number (RIN):

Result Flagging Codor:

Result Flzgging Label:

Fragment table for sample 7 :

185 7,080 7833

[Fu]

ol ¥

[nt]

Z
210.3
187 ngfpl
0.0
24 (B.02.08)

RIMN: 2.40
i

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

06 03

m T

25 4000
Overall Results for sample 8 :
RNA Area:

RNA Concentration:

TRNA Ratio [28s / 185]:

RMA Intzgrity Number (RIN):

Result Flagging Color:

Result Flagging Label:

@ ‘

3266

291 ngful
0.0

2.2 (B.02.08)

RIN: 2.20

Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
+34 958 241 000 ext. 20379 | f +34 958 819 132 | info@genyo.es | www.genyo.es
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RNA Area:

RNA Concentration:

rRMA Ratio [28s/ 185]):

RNA Integrity Number (RIN):
Result Flagging Calor:

[Fu)
. |
6 AN
LU
4 | L
2
T 1
25 4000 [t

Overall Results for sample 9 : 9

284.6

354 ngfpl

0.0

22 (B.02.08)

Result Flzgging Label: RIN: 2.20
10 .
(Fu]
| L
i |
[ il 1 M ]
L L}
1 '
4 LT
~l
2 N
"J ok : b = RSP
| LI I | =
5 40410 [nt]
Overall Results for sample 10 : ] o
RNA Areat 355.6
RNA Concentration: 317 ngfpl
TRNA Ratio [28¢ / 18<]: 0.0
RMA Integrity Number (RIN): 2.8 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.80

Fragment table for sample 10 :

188 5,827 7,058

@ ‘

10

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area %o of total Area

6.1

17

Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
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11
[Fu]

[ 'I_[f Wi W 1y

1 ‘

2 S,

o _ - =

LI T
25 4000 [nt]

Overall Results for sample 11 : 11
RNA Area: 365.0
RMA Concentration: 325 ngfpl
rRMNA Ratio [285/ 185]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN): 25 (B.02.08)
Result Flagging Codor:
Result Flzgging Label: RIN: 2,50
Fragment table for sample 11 : 11

Mame Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 581 8,500

> D

185 6.260 T.041 22 06
12
[Fu]
a »
WA
6 W
F
2
0 - e
LI T
5 4000 [nt]
Overall Results for sample 12 : a2
RNA Area: 4120
RNA Concentration: 367 ngful
[RNA Ratio [28s [ 18s]: 0.0
RMA Integrity Number (RIN): 24 (B.0Z.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: Z.40
Fragment table for sample 12 : a2

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area 9% of total Area

1.9 0.5

Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
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185 5,819 7,256 34

G

JONA DEATONUCA Unive

g

o7

13
[Fu]
i
10 I v
h 1
[T — RS
m T
25 4000 [nt]
Overall Results for sample 1 : 13
RMA Area: 441.5
RMA Concentration: 191 ngfpl
rRMA Ratio [28s [ 18s]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN): 2.1 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.10
14
[FU]
1.3 s
| | b i
5 oy,
"
.:J - ; L
m T T T
25 4000 [nt]
Overall Results for sample 2 : 14
RNA Area 450.4
RNA Concentration: 195 ngipd
HRNA Ratio [28s / 185]: 0.0
RNA Integrity Mumber (RIN}: 2.4 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.40
Fragment table for sample 2 : 14

Mame Start Size [nt] End Size [nt] Area 9% of total Area

Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
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185 7.250 T.838

G

A OF ATORLUCA

g

1.1

Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
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Overall Resulis for sample 3 : A5
RNA Area: 545.8
RNA Concentration: 236 ngful
rRMNA Ratic [28s / 185]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN): 2.4 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: FIN: 2,40
Fragment table for sample 3 : a5
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area
185 5,820 7.140 a7 07
16
[Fu]
8 i
- LA i
= [ T Wy
4 e o
2 | )
0+ .
| |
25 4000 [nt]
Overall Results for sample 4 : 16
RHNA Area: 3135
RNA Concentration: 136 ngful
RNA Ratio [28s / 185]: 0.0
RNA Integrity Mumber (RIN}: 25 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.50
Fragment table for sample 4 : 16

MName Start Size [nt] End Size [nt] Area 9 of total Area
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i7

[Fu]
' L,
10 | ‘Wl L
|
|
5
|
[y o — |
T T 7
25 000

Overall Results for sample 5 :
RNA Area:

RMA Concentration:

rRMNA Ratio [28s / 185]:

RMA Integrity Number (RIN]:

Result Flagging Color:

[nt]

a7
469.2
203 ng/ul
0.0
25 (B.02.08)

185 5,788 G421
@ 2
JUNTA DE ANDALUCTA Universidad de Granada

Result Flagging Label: RIN: 2.50
Fragment table for sample 5 : a7
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area 9% of total Area
185 5804 720 48 11
18 -
[Fu]
[
10 '
A,
5 | k
[T SR ; e — I
L —
25 4000 [nt]
Overall Results for sample 6 : 18 _
RNA Area: 537.8
RMA Concentration: 233 ngfl
TRNA Ratio [28s / 185]: 0.0
RMA Integrity Number (RIN): 23 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.30
Fragment table for sample 6 : 18

Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

ne 0.1

Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
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Overall Results for sample 7 : 19 o
RNA Area: 617.6
RNA Concentration: 268 ng/pl
rRMNA Ratio [28s / 18s]): 0.0
RNA Integrity Number (RIN): 2.3 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.30

Fragment table for sample 7 : 19
Mame Start Size [nt] End Size [nt] Area %o of total Area

185 5250 7158 35 0.6
20 -
[F U]
154 /
10 . LEVY
b - ..a N I
-'J [ SN E— ; —— ] ||
m o T
25 4000 [nt]

Overall Results for sample 8 : 20

RNA Area: 619.7

RNA Concentration: 269 ngpl
/RNA Ratio [28s / 18s]: 0.0

RNA Integrity Number (RIN): 23 (B.02.08)
Result Flagging Color:

Result Flagging Label: RIN: 2,30

Fragment table for sample & : 20
MName Start Size [nt] End Size [nt] Area 9% of total Area

185 5,877 8,386 IE:] 0.1

Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
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Owerall Results for sample 9 : 21 o
RNA Area: 633.7
RNA Concaniration: 296 ngipl
rRNA Ratio [28s [ 18s]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN): 2.4 (B.02.08)
Result Flagging Colorz
Result Flagging Label: RIM: 2.40

Fragment table for sample 9 : 21
Name Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 5804 TA21 52 08
22 _
[FU]
10 [ Y,
| b
5 |
0—fn- — ; R I
T T T 1 =
25 4000 [nt]
overall Results for sample 10 : 22 o
RNA Area: 450,59
RMNA Concentration: 213 ngipl
TRNA Ratio [28s / 18s]: 0.0
RNA Integrity Number (RIN}: 23 (B.02.08)
Result Flagging Color:
Result Flagging Label: RIN: 2.30

Fragment table for sample 10 : 22
Mame Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

188 5,728 8,304 n0g2 0.2

Centro de Investigacion Biomédica | Avda. del Conocimiento s/n 18100 Armilla | Granada | SPAIN
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23

25 4000 [nt]

Overall Results for sample 11 : 23
RNA Area: 585.8

RMNA Concentration: 254 ng/ful
rRNA Ratio [28s / 185]: 0.0

RNA Integrity Number (RIN): 25 (B.02.08)
Result Flagging Color:

Result Flagging Label: RIN: 2.50
Fragment table for sample 11 : 23

Mame Start Size [nt] End Size [nt] Area % of total Area

185 5753 7.087 a7 1.1

24

mm T T =
25 H000 [nt]

Overall Results for sample 12 : 24 o

RHA Area: 626.4

RNA Concentration: 271 ngipl

HRNA Ratio [28s / 185]: 0.0

RNA Integrity Mumber (RIN): 2.6 (B.02.08)

Result Flagging Colar:

Result Flagging Label: RIN: 2.60

Fragment table for sample 12 : 24
Mame Start Size [nt] End Size [nt] Area 9% of total Area

185 5,780 7.050 73 12
285 10,234 10,715 0.z 0.0
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