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1. INTRODUCCION

La evolucién del conocimiento acerca de las bases celulares que desencadenan el movimiento
dentario ortodoncico (MDO), junto con el avance en las técnicas biomoleculares, han abierto un
nuevo campo de investigacion: la modulacion bioldgica del movimiento dentario. Reducir la
duracion del tratamiento ortodoncico es algo que preocupa tanto al paciente como al profesional,
razén por la cual, se han publicado hasta la fecha numerosas técnicas con el objetivo de acelerar

biologicamente el MDO, incluyendo técnicas quirurgicas como la corticotomia.

Sin embargo, segiin nuestro punto de vista, resulta imposible plantear un modelo articulado de
aceleracion del movimiento dentario sin previamente afianzar y comprobar las bases que ya
tenemos sobre la expresion génica que controla tal proceso. Para esto, se ha realizado en el presente
estudio una extensa revision bibliografica, repasando los procedimientos ya propuestos y evaluando
su aplicacion real en la practica clinica. Al mismo tiempo, con el fin de obtener la mayor cantidad
de informacion posible, se ha comparado la expresion génica del movimiento dentario ortodoncico
normal, y acelerado mediante corticotomia. Se ha realizado un estudio animal en 28 ratas Wistar,
aplicando fuerza ortoddncica entre los incisivos y molares del ambas hemimaxilas del maxilar
superior, y en la mitad de ellas se ha practicado al mismo tiempo corticotomia alveolar. Se midio la
cantidad de movimiento dentario y se tomaron muestras dseas para extraccion de ARN y posterior

analisis por microarray.

El objetivo principal de éste trabajo es establecer una linea temporal clara de lo que ocurre,
genéticamente hablando, al aplicar una fuerza externa sobre los dientes y el hueso circundante; qué
moléculas participan en el proceso y cudl es el papel de las células madre implicadas en el
metabolismo 6seo. Finalmente, y basandonos en los datos existentes, seria quizas posible disefar
una nueva técnica que nos permitiera acelerar el movimiento ortoddncico de forma segura, evitando

los riesgos y efectos secundarios inherentes a la cirugia.

2. HIPOTESIS

Los defensores de la corticotomia alveolar como coadyuvante del tratamiento ortodoncico
argumentan que la aceleracion del movimiento ortodoncico obtenida con esta técnica quirtrgica, se

produce a expensas de una disminucion en la resistencia fisica que opone el entramado alveolar al
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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 quirtrgica inespecifica a los tejidos, que desencadena un aumento de
mediadores de la inflamacién y otras moléculas resultando en una reabsorcion 6sea aumentada. A
pesar de estas propuestas, la realidad cientifica es que las verdaderas bases celulares que centran el
fenomeno de aceleracion ortodoncica secundaria a la corticotomia alveolar permanecen alin sin

esclarecer.

Paralelamente, se ha descrito en la literatura reciente (1), evidencia de la activacion selectiva
de progenitores celulares de modo secundario a una agresion quirurgica en procesos de distraccion
osea. Del mismo modo, la activacion, supervivencia y diferenciacion de las células osteoclasticas,
se ha descrito intimamente ligada a procesos de regulacion por parte de la colonia de células madre

mesenquimales. (2)

El planteamiento conjunto de estos conceptos, suscita varias preguntas: ;podria extrapolarse
esta afirmacion a la corticotomia?, ;es posible que el procedimiento quirdrgico 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 osteocldsticos con repercusion clinica

sobre el movimiento dentario ortodoncico?.

“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 ortoddoncicos, 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
quirargica a los tejidos, y somos capaces de comprobarlo aclarando el patrén genico implicado,

seria posible en un futuro préximo utilizar células madre como una técnica segura y muy especifica
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disenada con el fin de acelerar el MDO individualmente, evitando la agresividad, riesgos y efectos

secundarios de este tipo de cirugias.

3. OBJETIVOS

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
ortoddncico, asi como los factores que puedan retrasar el tratamiento.

- Realizar un andlisis 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 bioldgicos de modificacion del
MDO asi como su viabilidad para la practica clinica.

- Recopilar y analizar los datos encontrados en la literatura a proposito 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; cémo responde la unidad
celular ante la aplicacion de fuerza mecanica 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.

3.2. Objetivos Especificos

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

- Utilizacién de una nueva técnica de gran utilidad, el andlisis por microarray, al campo del

MDO, con el fin de aclarar las bases biologicas subyacentes al mismo.



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

- Comparacién estadistica, histolégica y clinica de las modulaciones del movimiento
ortoddncico clasico y acelerado.

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

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

- Comprobar a nivel molecular la base bioldgica 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 ortodoncica

con la respuesta de las células madre Oseas.

4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Busqueda bibliografica

La revision bibliografica sistematica se realizé 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. Asi mismo se revisaron otras bases de datos como
SCOPUS, Embase, Ebscohost y SCIRUS. Con el fin de detectar literatura no publicada por los
canales convencionales que pudiera ser relevante para nuestra busqueda, se utilizé la base de datos
OpenGrey de la Asociacion Europea para la Explotacion de “Literatura Gris” 6 EAGLE (European
Association for Grey Literature Explotation). Ademads, 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.

Se utilizaron los términos descriptores o términos MeSH (Medical Subject Heading) "tooth
movement" 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 realizd de acuerdo con las lineas establecidas por el
“National Health Service Centre for Reviews and Dissemination” (3), asi como las lineas PRISMA

establecidas por Liberati et al en 2009. 4)


http://www.ncbi.nim.nih.gov
http://www.ncbi.nim.nih.gov

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 biologica que aumenten o disminuyan el movimiento dentario con
aplicacion de fuerza mediante un aparato ortodoncico U ortopédico.

Comparacion: grupo control que no incluya métodos para acelerar biologicamente el MDO y/o sin
movimiento dentario ortodoncico.

Objetivo medido: tasa de movimiento dentario ortodoncico.

Se excluyeron series de casos, informes a proposito 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.

Dos investigadores (M.C.P), (A.L.L) 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 (5), 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, (s), 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.

4.2. Diseiio del estudio experimental

Toda actuacion sobre animales fue aprobada previamente por el Comité Etico de Experimentacion
Animal (CEEA) de la Universidad de Sevilla. El modelo animal fue Rata Wistar, utilizdndose

veintiocho especimenes para los procedimientos de andlisis de expresion génica a nivel del hueso
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alveolar peridentario. Para dicho andlisis se sigui6 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 realizd6 una monitorizaciéon 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 corticotomia en los dias establecidos (T1-T4)
se tomo a partir de las mediciones de 48 hemimaxilas a partir de un numero total de 32 animales

siguiendo idéntica distribucion en grupo sometido a corticotomia y controles.

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 proporciond terapia
antibiotica y analgésica durante 3 dias mediante inyeccién subcutdnea de 0.05 mg/kg de

buprenorfina y tetraciclina.

La aparatologia seleccionada para ejercer la fuerza ortodéncica fue una adaptacion del modelo
propuesto por Ren et al en 2004 (5. Se ferulizaron el primer, segundo y tercer molar con una
ligadura de acero inoxidable de 0,2 mm de didmetro (Dentaurum) para la preservacion del anclaje
ferulizado como una tUnica unidad y se insertdé un muelle cerrado de Sentalloy de 0,22 mm de
didmetro, (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 1. Esquema del modelo

propuesto por Ren. (7)



El procedimiento quirtrgico de corticotomia alveolar fue realizado por un s6lo operador siguiendo
las lineas propuestas por Sanjideh (). Se practicod una incision oblicua con bisturi (hoja n°l5,
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 realizaron decorticaciones verticales en mesial y distal del primer
molar, bajo irrigacion salina abundante y a baja revolucidn, junto con perforaciones directas en la
tabla cortical utilizando una fresa de micromotor de carburo de tungsteno (H141 010 Komet,
GmbH, Lemgo, Germany). Se realizd 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 controlé aplicando presion sobre la herida hasta conseguir una adecuada hemostasia.
Todos los animales contaron con la hemimaxila contralateral como control interno no sometida a
cirugia de corticotomia alveolar y exclusivamente sometida a idéntica fuerza ortodoéncica a la

administrada en la hemimaxila intervenida.

Para obtener las mediciones de movimiento dentario se utilizé un mini-calibre de alta precision y
lentes de aumento. Se realizd 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 unico operador tanto en el grupo experimental

como en ambos grupos controles.

Se realiz6 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 Osea requerida
a nivel alveolar mediante fractura Osea por traccion. 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 inmersién 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.
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4.3. Procesamiento y analisis muestral

4.3.1. Extraccion ARN

El aislamiento y extraccion del ARN de células oseas fue realizado en el Centro de
Genomica e Investigacion Oncologica. Brevemente, se realizd extraccion manual con Trizol (Life
Technologies, New York, NY, USA) con homogeizacion de las muestras mediante friccion. Se
realizd 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.

4.3.2. Analisis por microarray

La expresion génica se analizd mediante ensayo de expresion a medida tipo Tagman® (Life
Technologies Corp., Carlsbad, CA, USA). Se empleé 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 realizd 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.

4.3.3. Procedimientos histologicos

Inmediatamente tras el sacrificio, se realizo la necropsia del maxilar superior de cada animal, y las

muestras destinadas a examen histolégico fueron procesadas siguiendo protocolo que se describe:
- Fijacion en paraformaldehido al 4% durante menos de 24 horas.

- Decalcificacion: las muestras se incluyeron en una solucién acuosa del 45% de acido formico y

20% de citrato so6dico, con recambio cada 21 dias.
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- Deshidratacion e inclusion: deshidratacion por medio de inmersion gradual en concentracion
alcohdlica creciente y se realizd la extraccion del alcohol con una solucion de Xilano al 100% y
posterior inclusion en parafina.

- Obtenciodn de 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®.
Imm. Marienfeld)

- Tincidon con Hematoxilina-Eosina y montaje en soluciéon 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)..

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 realizdé un
analisis 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 calculo de la féormula de Dalbherg (9),
respectivamente. Para todos los calculos se consideré un valor de p< .05 como estadisticamente
significativo. Todos los analisis 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 (10) y posteriormente se tomaron los modelos de andlisis lineal (1) asi

como el analisis proporcional siguiendo metodologia descrita (2). Asimismo para el analisis de

expression por clusters se emple6 el clustering analysis expander package (http://acgt.cs.tau.ac.il/

expander/).
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados de la revision bibliografica sistematica

La busqueda electronica identifico 218 titulos. Noventa y un articulos completos se revisaron
finalmente, de los cuales 74 cumplian los criterios de inclusion, 4 de ellos se afiadieron como
resultados de busqueda manual y 1 tras contactar con el autor. 19 de los articulos incluidos fueron
publicados durante esta revision e incluidos durante las actualizaciones realizadas. (13-19) De los 74
finalmente incluidos, 13 fueron Ensayos clinicos randomizados 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.

La mayor parte de la muestra se componia de estudios experimentales en animales, siendo la rata el
modelo animal mas frecuente (44 de 74 articulos, 29 Wistar y 15 Sprague-Dawley), seguida por el
perro (6 de 74, todos ellos para testar técnicas quirurgicas) y en siete casos, conejos, cerdos de
guinea, monos y ratones. S6lo 16 articulos incluian humanos, y de ellos, inicamente 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. 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 biologica
del movimiento dentario ortoddncico, 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. Registros clinicos de movimiento dental

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 observo un aumento del
movimiento dentario de un 46,24% en la hemiarcada sometida a corticotomia y ortodoncia,
comparado con la hemiarcada contralateral sometida tinicamente a ortodoncia que sirvié de control
interno al final del periodo experimental. Esto se traduce en una estimulaciéon o aceleracion del

movimiento dentario en el grupo donde se ha realizado la intervencion quirtrgica (Fig 2).
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Figura 2. Cuantificacion del movimiento dentario en mm.

En un anélisis secuenciado pormenorizado de los resultados clinicos obtenidos los datos indican que
en el primer, el tercer, el séptimo y el tltimo 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 2)

5.3. Resultados del procesado in vitro y preparacion muestral

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

Se obtuvo una media de 8.18 pg ARN por muestra y una media de 6.44 y 5.70 ug en el grupo de 24

horas en los grupos control y cirugia respectivamente; 5.27 y 9.59 pg 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
14



ug en el grupo de 12 dias en control y cirugia.LLa 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 ug/ul para controles y
cirugia en el grupo de 7 dias, y 277.67 y 246 pg/ul para controles y cirugia en el grupo de 12 dias.

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

5.3.2. Resultados del array de expresion génica tras inducir movimiento dentario

ortoddoncico

En los resultados de andlisis de expresion génica secuenciada a lo largo del periodo experimental se
observan los cambios en la expresion de numerosos genes seleccionados (Figura 3). Tras realizar el
analisis de barrido inicial se realiz6é 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 ademas que mostraban un comportamiento homogéneo con menos de 36 ciclos en

el 75% de los replicados

En la Figura 3 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 codigo de colores: azul

para T1 (24h), rojo para T2 (3 dias), verde para T3 (7 dias) y morado para T4 (12 dias).
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Fig. 3. Cambios de expresion génica con respecto a los controles en cada punto temporal
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5.3.2.1. 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 (IL1a), 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 15y 7 (GDF15,
7), Fucosyltransferase 4a, Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1A, Twist homolog 1, Cdldl
molecule, Sex-determining region Y (SRY) box2, Wingless Type MMTV y Supressor of cytokine
signaling 5.

5.3.2.2. 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 MMTYV, Histone

deacetylase 9 y Immediate Early Response 2.
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5.3.2.3. Expresion génica a los 7 dias

Tras 7 dias de aplicacion de la fuerza, aquellos genes cuya expresion se encontré 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 mas que en los controles los genes: Early growth response 2,
Nos2, IL10, TNF11b, Vascular Cell Adhesion Molecule 1, IL1f, Pyruvate Kinase (muscular),

Integrin oM, adrenomedullin, Inhibin pA, Histone deacetylase 9 y Serpin Peptidase Ihibitor 1.

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

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

5.3.2.4. 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 5y 7,5 veces mas: Transforming Growth Factor 3, Gla Protein

v 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, SMADI, Stromal Interaction Molecule 3, adrenomedullin, Integrin oX, Platelet Factor 4.
Todos ellos disminuyen su expresion por debajo de 2.5 veces excepto ILI10 y Chemokine Ligand 3

que disminuyen en mas de 2,5 y 7,5 veces respectivamente.
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5.4. Resultados Histologicos

Los registros histoldgicos 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. En aquellos
grupos sometidos a fuerzas ortoddncicas se observa una desestructuracion marcada del entramado
6seo. No obstante, a modo comparativo, la aplicacion de corticotomia observamos produce una
marcado aumento de las lagunas reabsortivas compatibles con actividad osteoclastica aumentada.
En cualquier caso, es notorio el marcado componente inflamatorio desencadenado en estos grupos

sometidos a fuerzas ortodéncicas y corticotomia alveolar.

6. DISCUSION

El andlisis realizado en nuestro estudio ofrece una gran cantidad de informacion en cuanto a la
secuencia genética implicada en el movimiento dentario ortodoncico bioldgicamente acelerado. En
nuestros resultados destaca la expresion de Interleukinas, concretamente IL10, 6 y 1la y . Estas
ultimas se han descrito implicadas como mediadores de la inflamacion secundaria a dafio dseo 21) y
se han encontrado elevadas en los tejidos circundantes tras la aplicacion de fuerza ortoddncica. (22)
A las 24 h, IL6 aumento su expresion por encima de 7,5 veces en el grupo de cirugia con respecto a
los controles, asi como la IL 1a. A los siete dias, IL6 e IL 1P seguian con expresion aumentada,
llamando la atencién 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
mecénico (23) y relacionadas con la reabsorcion 6sea en procesos de erupcién y de movimiento
dentario inducido. (24) Concretamente las MMP9 son reguladoras de la respuesta angiogenica por
parte de las células madre. A las 24h, MMP10 aumento su expresion en mas de 7,5 veces respecto a
los controles y MMP9 también aument6 entre 5 y 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 (25), y cuya expresion
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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.

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 4a, Stromal Interaction Molecule 3, Histone deacetylase 9, Epidermal Growth
Factor (EGF), Immediate Early response 2, Sex-determining region Y (SRY) 2, Wingless Type
MMTV.

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. (26) 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. (27) 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. (28) 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 atencién 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 una matriz mineralizada, y
ademads 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
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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.

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 quirurgicas) 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 nimero 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. (29)

Las ratas parecen ser el modelo animal mas utilizado, y es también el escogido para nuestro
experimento. Sin embargo, este tipo de roedores presenta un movimiento fisioldégico 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 realizé 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., (7) disefiado especificamente para minimizar los posibles efectos adversos, es dificil controlar
la magnitud y direccién de la fuerza ejercida con los muelles, que puede no ser constante o decaer

durante el experimento.
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Para evitar esto, tratamos de calcular previamente la cantidad ideal de fuerza que se deberia
usar en este tipo de roedores para evitar dano 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 quirtirgicas. Muchos de los estudios ni siquiera
mencionaban la fuerza o lo hacian sélo 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 30), 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.

En nuestro experimento, se us6 aproximadamente una fuerza de 25 g, en la media de lo

utilizado en los estudios consultados, 31, 32) donde los rangos de fuerza para ratas varian entre los 10

33)y los 100 gramos 34).

A pesar de éstos datos, podriamos considerar que pequefias diferencias de magnitud y direccion de
la fuerza no afectan de forma directa al proposito de nuestro estudio, ya que, aunque se midid la
cantidad de movimiento dentario y se compard entre métodos, nuestro objetivo principal era
estudiar el mapa de expresion genética entre el MOD normal y acelerado mediante corticotomia.
Sin embargo, se realizé un test inicial para validar el tipo de aparatologia ortoddncica utilizada, asi

como los procedimientos experimentales y los efectos secundarios que pudieran surgir.

Como método de aplicacion de la fuerza ortodoncica elegimos un muelle cerrado de
Sentalloy (CCS, closed coil spring), siendo éste es el aparato mas usado en la literatura, siendo
también muy comunmente usados los fabricados en Niquel-Titanio. En cuanto a la aparatologia
ortoddncica, existe también una gran variedad de aparatos utilizados para propositos similares,
desde distractores Oseos a resortes o elasticos, 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, (7) 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 ortodoncico ocurren mas rapido
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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 Osea 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 Osea en ratas a las que se les han colocado ligaduras para

conseguir MDO. 5)

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 36,37 y 90 el mas largo. 38) La media del tiempo de experimentacion en ratas
(incluyendo Wistar y Sprague-Dawley) fue de 26.2 dias, (39-41) 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 quirargicas (solo incluyendo estudios de corticotomia con circunstancias similares al

nuestro) la media fue de 36.6 dias.

7. CONCLUSIONES FINALES

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 “biologicos” de aceleracion del
movimiento dentario ortoddncico, 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 complejo establecer comparaciones absolutas entre estudios

o extraer conclusiones solidas.
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2. 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 quirurgica aumenta la tasa neta de movimiento dentario ortoddoncico con respecto a

los controles de forma muy significativa. (46,2% mas de MDO en el grupo de cirugia)

3. En relacion a la regulacion molecular del mecanismo de aceleracion de la corticotomia, a través
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) en los dias iniciales, activadores de la reabsorcion 6sea como las MMPs
9 y 10, asimismo se observan en 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 tltimo punto
temporal, doce dias después de la intervencion, se observa una disminucion clara de la expresion

de genes relacionados con la cicatrizacion 6sea y la inflamacion.

4. Podriamos afirmar por tanto que se confirma la hipotesis 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 quirurgica a los tejidos, por lo que
seria posible en un futuro proximo utilizar células madre como una técnica segura y muy
especifica diseniada 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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