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ANEXO 1. GLOSARIO DE ACRONIMOS

ALP: Fosfatasa alcalina.

ARN: Acido ribonucleico

ASCs: Células madre adultas/ células madre residentes / especificas de tejido.
BMP-2: Proteina morfogénica 6sea 2.

CBs: Cementoblastos.

CBS: Cistationina f-sintasa.

CD29/44/90/105/146/166: Camulo de diferenciacion 29/44/90/105/146/166.
Col-I: Colageno tipo I.

COX-2: Ciclooxigenasa 2.

ECs: Células endoteliales.

ERK1/2: Extracellular Signal-regulated Kinase-1/2.

ESCs: Células madre embrionarias.

FSCs: Células madre del foliculo.

hESCs: Células madre embrionarias humanas.

HIF-1a: Factor inducible por hipoxia 1a.

HSCs: Células madre hematopoyéticas.

H.S: Sulfuro de hidrégeno.

ICM: Masa celular interna.

IL-1B/-6: Interleuquina 1p/6.

IPSCs: Células madre pluripotentes inducidas.

JNK: Quinasa c-Jun N-terminal.

MCP-1: Proteina quimiotéactica de monocitos 1.

MAPK: Proteina quinasa activada por mitogeno.

MEK: Quinasa de la proteina quinasa activada por mitdégeno. También conocida como
MAPKK).

MiARNS: microARNS.

miR-21/503: microARN 21/503.

MSCs: Células madre mesenquimales.

Msx2: Homeosecuencia (homeobox) del homélogo mutador S 2.

NK-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas.
NSCs: Células madre neurales.

OBs: Osteoblastos.



OCN: Osteocalcina.

OCs: Osteoclastos.

OPG: Osteoprotegerina.

OTM: Movimiento dentario ortodoncico.

Pdcd4: Proteina de muerte programada 4.

PDL.: Ligamento periodontal.

PDLFs: Fibroblastos del ligamento periodontal.

PDLSCs: Células madre del ligamento periodontal.

PGE2: Prostaglandina E2.

PLGA: Poli (&cido lactico-co-glicélico).

p38 MAPK: Proteina quinasa activada por mitogeno p38.
RANK: Receptor activador de factor nuclear «-B.

RANKL: Ligando del receptor activador de factor nuclear k-B.
RT-PCR: Reaccidn de polimerasa en cadena en tiempo real.
Runx2: Factor de transcripcion relacionado con Runt 2, también conocido como CBFA1l
(subunidad alfa-1 del factor de unidn al nucleo).

STRO-1: Estroma 1 (marcador de superficie de células mesenquimales).
Sp7: Factor de transcripcion Osterix.

TGF-p: Factor de crecimiento transformante f.

VECs: Celulas endoteliales vasculares.

VEGF: Factor de crecimiento endotelial-vascular.
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1. RESUMEN/ABSTRACT

Espafiol

Durante el movimiento dentario ortodéncico (OTM), la pieza dentaria se mueve a una nueva
posicién periodontal formada por la remodelacién del hueso alveolar y del ligamento periodontal.
Clave para este proceso y para el mantenimiento de la homeostasis en tejidos periodontales son un
conjunto Unico de células madre multipotentes residentes en el ligamento periodontal, llamadas
células madre del ligamento periodontal (PDLSCs). Las PDLSCs son capaces de responder a
estimulos mecanicos (fuerzas ortodoncicas), ambientales (hipoxia) y bioldgicos (sefiales
paracrinas) como los presentes durante el OTM, y orquestar dicho fendmeno tanto directa
(diferenciacién osteogenica y osteogénesis, regeneracion del colageno de la matriz extracelular del
ligamento periodontal) como indirectamente (sefializacién paracrina con otros tipos celulares para
producir angiogénesis, osteoclastogénesis o reclutamiento de células en circulacion al ligamento
periodontal). El conocimiento de los mecanismos mediante los cuales las PDLSCs gobiernan el
OTM, asi como los estimulos que producen esta respuesta y las distintas sefiales involucradas
podria dar lugar en el futuro al desarrollo de nuevas terapias que modulen la actividad de las
PDLSCs enddgenas para controlar el OTM, sumando la Ortodoncia al creciente nimero de
disciplinas que se benefician de las terapias con células madre, siendo para muchos la préxima
revolucion en Medicina.

English

During orthodontic tooth movement (OTM), the tooth relocates to a new periodontal position
formed by alveolar bone and periodontal ligament remodeling. Instrumental to this process and
to the maintenance of homeostasis in periodontal tissues are an unique group of multipotent stem
cells residing in the periodontal ligament, called periodontal ligament stem cells (PDLSCs).
PDLSCs can respond to mechanical (orthodontic force), environmental (hypoxia) and biological
(paracrine signals) stimuli present during OTM, and orchestrate it both directly (osteogenic
differentiation and osteogenesis, collagen regeneration in the extracellular matrix of the
periodontal ligament) and indirectly (paracrine signaling with other cell types to promote
angiogenesis, osteoclastogenesis or recruiting of circulating cells to the periodontal ligament).
The understanding of the mechanisms through which PDLSCs govern OTM, as well as the stimuli
which cause this response and the different signals and messengers involved could give rise to
development of future therapies leveraging modulation of endogenous PDLSCs activity to control
OTM, adding Orthodontics to the growing number of disciplines which benefit from the

application of stem cell therapies, for many the next revolution in Medicine.



2. INTRODUCCION
2.1. Concepto
Aunque la vision de la ingenieria de tejidos y de la medicina regenerativa se extiende hasta la
antigtiedad, el campo de la ingenieria de tejidos per se emerge como disciplina cientifica a finales
del siglo XX, como consecuencia de los avances en el campo de las células madre!, incluyendo
una de las contribuciones mas importantes en su historia: la derivacion de las primeras lineas de
células madre embrionarias humanas (hESCs), cuando Thomson et al. aislaron células de
embriones humanos tempranos?. En el siglo XXI, en 2001, se clono por primera vez un embrion
humano con el proposito de generar hESCs®. Tras esto, se fueron sucediendo diferentes
acontecimientos, hasta que en 2006 las células madre pluripotentes inducidas (iPSCs) son
desarrolladas por el doctor Shinya Yamanaka, lo que supuso un hito clave que transforma el campo
de la investigacion con células madre*. La posibilidad de inducir pluripotencia en células adultas
supuso la aparicion de una alternativa a las células madre embrionarias (ESCs) (extraidas a partir
de embriones), menos controvertida y con las mismas caracteristicas, probando asi que la
diferenciacion celular puede ser manipuladay revertida. Ademas, las iPSCs constituyen una fuente
de células altamente personalizadas, que pueden producir cualquier tipo celular a partir de
cualquier tipo de célula adulta del mismo individuo®. En 2010 se inicia el primer ensayo clinico
con hESCs para tratar lesiones de la medula espinal por la empresa biotecnologica Geron
Corporation en EEUUS, estudio que marco el inicio de una larga lista de investigaciones y
aplicaciones clinicas de las células madre que actualmente dan su fruto en los campos mas
trascendentes de la Medicina.
Las células madre se pueden definir funcionalmente de manera simple y amplia en base a tres
propiedades fundamentales’:

e Autorrenovacion: capacidad de dividirse y renovarse por largos periodos’.

e Estado indiferenciado: habilidad de mantenerse en un estado no diferenciado’.

e Potencial de generar un amplio rango de diversos tipos de células diferenciadas’.
De una manera explicita una célula madre es aquella dotada simultaneamente de la capacidad de
generar células hijas indiferenciadas e idénticas a la original mediante division mitética y producir
progenie con una potencialidad mas restringida’.
2.2. Clasificacion
Todas las células madre se pueden clasificar, en base a su potencial de diferenciacion (de mayor a

menor potencialidad), en cinco grupos tal y como describen Ilic y Polak® (Fig. 1):
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e Células madre totipotentes u omnipotentes, las cuales tienen el potencial de diferenciarse en
tejidos tanto embrionarios como extraembrionarios, y generar un organismo completamente
viable. Un ejemplo seria un dvulo fertilizado®.

e Células madre pluripotentes, con capacidad de autorrenovacion y diferenciacién en cualquiera
de las tres lineas germinales (ectodermo, endodermo y mesodermo), a partir de las que se
forman todos los tejidos y 6rganos. Ej.: ESCs e iPSCs®. Estas Gltimas provienen de células
especificas de tejido y diferenciadas (por ejemplo, los fibroblastos), reprogramadas por el ser
humano para recapitular el proceso de diferenciacion y devolverlas a un estado de célula madre
embrionarias®. El descubrimiento de la técnica de reprogramacion celular por sobreexpresion
de ciertos factores de transcripcion (“factores de Yamanaka™) por el cientifico Shinya
Yamanaka en 2006* le hizo merecedor del Premio Nobel de Medicina en 20121,

e Células madre multipotentes, que pueden renovarse y diferenciarse unicamente en familias
especificas de células estrechamente relacionadas. Ej.: células madre mesengquimales (MSCs),
quizas las mas relevante para el propdsito de esta revision, que pueden dar lugar a tejidos
conectivo, 6seo, cartilaginoso, y del sistema circulatorio y linfatico®.

e Células madre oligopotentes, que pueden renovarse y diferenciarse solo en tipos celulares muy
cercanos. Ej.: células madre hematopoyéticas (HSCs), que dan lugar a los linajes mieloide y
linfoide de células sanguineas®.



e Células madre unipotentes, con la menor potencialidad. Este tipo de células madre puede
autorrenovarse, pero solo es capaz de diferenciarse en un tipo de célula. Ej.: células madre
adultas residentes especificas de tejido, como los osteoblastos (tejido 6se0)®.

2.3. Fuentes de células madre

Ilic y Polak también resumen y describen los distintos origenes de las células madre, que incluyen
cuatro categorias o fuentes “naturales”, y las iPSCs, que conforman su propia categoria (de origen
artificial)®. Dentro de estas fuentes naturales de células madre, se encuentran:

e ESCs: derivadas de embriones en estado de blastocisto® (Fig. 1).

e Células madre fetales: obtenidas de embriones procedentes de embarazos interrumpidos®.

e Células madre perinatales: obtenidas del fluido amniético, la placenta o el cordon umbilical®.

e Células madre adultas (ASCs), también conocidas como células madre residentes o especificas
de tejido. Estas células juegan un papel crucial en la regeneracion continua de tejidos del cuerpo
humano, mediante proliferacion y diferenciacion en respuesta a un estimulo (lesion, estimulos
mecanicos...). Aunque estas células son en su mayoria oligopotentes o unipotentes (Fig. 1), en
algunos casos son muy faciles de aislar, como ocurre en la sangre periférica, la medula 6sea o
el tejido adiposo®. En los ultimos afios, y mas cercano al tema de esta revision, los tejidos
dentales de las piezas dentarias extraidas han sido propuestos como fuente alternativa de las
ASCs, incluyendo la pulpa dentaria de dientes deciduos'?, el ligamento periodontal (PDL)*?, la
papila apical radicular®® y el foliculo dental**. El uso de estos tejidos como fuentes de células
madre posibilita la obtencion de células madre multipotentes hasta la edad de 20 afios, para su
uso potencial en terapia celular autéloga en medicina regenerativa®®.

2.4. Aplicaciones clinicas
En palabras de Cade Hildreth, CEO de “Bioinformant”, empresa lider a nivel global en analisis de
mercado en la industria de células madre:

“Como el hierro y el acero en la revolucion industrial y como el microchip en la revolucion

tecnoldgica, las células madre serdan la fuerza motora de la siguiente revolucion”

En efecto, las células madre han supuesto una revolucion del campo de la medicina regenerativa,
teniendo el potencial de suponer un beneficio sustancial para pacientes con un amplio rango de
enfermedades y posibilitar incluso la generacion de 6rganos y tejidos en el laboratorio mediante la
aplicacion conjunta de biomateriales y técnicas de impresion 3D, Tras el estudio pionero de
Geron Corporation, un amplio abanico de células madre de diferente origen y potencialidad ha
entrado en ensayos clinicos para mdltiples aplicaciones, en muchos casos consiguiendo su

traslacion y derivando en productos que se encuentran actualmente en el mercado®. En este



ambito, y dada su rapida progresion, en un futuro sin duda asistiremos a la irrupcion de terapias
basadas en células madre en el campo de la Ortodoncia que transformaran la practica diaria?’.
2.5. La promesa de las células madre en Ortodoncia

A pesar de que los fundamentos de la Ortodoncia han permanecido casi inalterados a lo largo del
siglo pasado'®, historicamente, el campo ha progresado de manera significativa en muchos niveles
y ha incorporado innovaciones tecnolégicas para mejorar el diagnostico y las técnicas terapéuticas,
lo que actualmente abre muchas mas opciones al ortodoncista medio que hace una década'®*®. En
este contexto, los descubrimientos en terapia con células madre y medicina regenerativa se han
abierto paso en Ortodoncia de manera sorprendentemente rapida, no sin causar debate entre el
colectivo de ortodoncistas. Como parte de estos avances, se encuentra la manipulacion de fuerzas
bioldgicas para mejorar la estética usando terapia celular, que representan un horizonte mas amplio
de posibilidades que los métodos actuales (reduciendo, por ejemplo, el riesgo de recidiva)®®.
Entre las ventajas potenciales derivadas de la aplicacion de terapia celular y génica en el campo
de la Ortodoncia estarian: (i) reduccion del tiempo de tratamiento acelerando el movimiento
dentario ortodéncico?; (ii) posibilidad de regenerar y reparar tejidos periodontales; (iii) reduccion
de la resorcion radicular apical externa, una secuela del tratamiento ortodéncico con cierta
predisposicion genética de acuerdo a polimorfismos en ciertos genes como el de la osteopontina?
o el de la interleuquina (IL)-1p%2; (iv) beneficios para los pacientes, como por ejemplo la minima
invasividad de estas técnicas, reduccion del riesgo de fracaso al usar las células del propio paciente
y la propia regeneracion natural, y aceleracion del proceso de regeneraciont’. Ejemplos de
estrategias de ingenieria tisular dental y craneofacial mediante el uso de células madre relevantes
en Ortodoncia incluyen: (i) reparacion de defectos 0seos craneofaciales, como los del hueso
alveolar tras las extracciones durante el tratamiento ortodoncico; (ii) aceleracion de la regeneracion
6sea y mejora de la consolidacion del nuevo tejido 6seo en los procedimientos de distraccion
osteogénica; (iii) regeneracion y reparacion de defectos de la ATM; o (iv) restauracion de
estructuras dentarias y piezas dentales completas®’*®,

Sin embargo, cuando nuevas ideas e hipotesis aparecen, no es posible predecir facilmente cémo
se incorporaran a la practica ortodoncica diaria, lo que supone un problema para el desarrollo
clinico de estas nuevas aproximaciones'®. Algunas de estas estrategias han sido trasladadas con
éxito a la clinica (ejemplo son los biomateriales usados en la regeneracion tisular guiada para
favorecer la regeneracion de hueso alveolar tras una cirugia periodontal), aunque la mayoria se
encuentra todavia en fase de desarrollo. Es por ello vital aumentar el conocimiento de los
mecanismos genéticos y moleculares que estan detras del crecimiento y desarrollo dentario y del

aumento del movimiento dentario ortodoncico (OTM), de manera que puedan desarrollarse nuevas
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terapias de manera interdisciplinar (en combinacion con investigaciones en patogénesis,
comportamiento de las células madre y procesos del desarrollo) para satisfacer las necesidades
clinicas en estas areas concretas®®.

2.6. Movimiento dentario ortodoncico (OTM)

Durante el transcurso de la vida, el tejido éseo sufre una remodelacion constante para adaptarse a
necesidades funcionales del ambiente fisioldgico y mecanico?. A nivel celular, los responsables
de la formacion y resorcién de hueso son los osteoblastos (OBs) y los osteoclastos (OCs),
respectivamente. La homeostasis 6sea se mantiene de esta manera por un balance entre formacion
y destruccion de hueso llevado a cabo por estas células especializadas®*.

En el d&mbito de la Ortodoncia, el OTM esta considerado como un proceso inflamatorio
periodontal, caracterizado por una remodelacién del ligamento periodontal (PDL) y del hueso
alveolar (llevada a cabo por OBs y OCs), durante el cual la pieza dentaria se mueve a una nueva
posicion periodontal formada por resorcion ésea en el lado de compresion y formacion de hueso
en el lado de tension?. Este fendmeno es consecuencia (patoldgica y fisioldgica) de la respuesta a
la aplicacion de fuerzas mecanicas terapéuticas (como ocurre durante el tratamiento ortodoncico),
las cuales causan remodelacion dsea y el subsecuente movimiento del diente?*2°,

El OTM es facilitado, ademas de por la actividad osteoblastica y osteoclastica que se da lugar en
el hueso alveolar, por la remodelacion sufrida por el PDL?". El colageno tipo | (Col-I) (proteina
formada por 3 cadenas) es el componente estructural principal de la matriz extracelular del PDL,
y absorbe la carga mecanica durante actividades fisioldgicas?®. Cuando se aplica una fuerza
ortodoncica, el Col-1 del PDL se degrada en el lado de compresion, y su expresion por las celulas
del PDL se inhibe?®*°,

2.7. Células madre del ligamento periodontal (PDLSCs)

El PDL es un tejido conectivo especializado que facilita la union del diente al hueso alveolar y se
caracteriza por una alta capacidad de remodelacion3! y un potencial regenerativo inherente en
comparacion con otros tejidos conectivos®>%, dado que el PDL tiene un papel fundamental en el
mantenimiento del periodonto y la promocidn de la regeneracion periodontal, ademas de en la
respuesta al estrés mecanico®. Las fuerzas aplicadas a los dientes se transmiten a través del PDL
al hueso alveolar, dando lugar a la mencionada deposicion de hueso en el lado de tension y
destruccion del tejido 6seo en el lado de compresion®. Este ligamento estd compuesto de una
abundante red de vasos sanguineos y una poblacion heterogénea de células (PDLCs), entre las que
se encuentran los fibroblastos (PDLFs), OBs, cementoblastos (CBs), OCs y una pequefia poblacion
de células madre multipotentes, llamadas células madre del ligamento periodontal (PDLSCs)34.



Las PDLSCs, aisladas por primera vez del PDL en 20042, constituyen una poblacion celular tnica
con las caracteristicas de una célula madre multipotente, pudiendo autorrenovarse y diferenciarse
en diferentes tipos celulares®. Estas células progenitoras son las que se diferencian en la mayoria
de los componentes celulares del PDL y generan esta compleja estructura®?3®, teniendo capacidad
de diferenciarse en varios tipos celulares (y en concreto en células osteogénicas, aunque también
en cementoblastos, adipocitos y células formadoras de colageno bajo condiciones de cultivo
definidas) in vitro y generar la estructura del PDL in vivo al ser transplantadas en ratones
inmunodeprimidos'?. Diferentes estudios han sefialado que las PDLSCs expresan diversos
marcadores de superficie de MSCs, como STRO-1, CD29, CD44, CD90, CD105, CD146 y
CD166, ademas de una serie de marcadores cementoblasticos y osteoblésticos!?3738,

Las MSCs, asi como las PDLSCs, tienen efectos tanto autocrinos como paracrinos en la
remodelacion 6sea y la regeneracion del ligamento periodontal®®4°. Son estos efectos paracrinos
los que controlan las interacciones entre las PDLSCs y otros tipos celulares, como los precursores
de los OCs*'. Ademas, en la literatura se pueden encontrar numerosos estudios demostrando que
las MSCs pueden ser estimuladas por fuerzas mecéanicas y diferenciarse en OBs, potenciando la
formacion de hueso. Dado que, a nivel clinico, las piezas dentales anquilosadas y los implantes
dentales no presentan PDL, no pueden ser desplazados por tratamiento ortodoncico®?, por lo que
las PDLCs deben jugar papeles criticos en la remodelacion periodontal y 6sea durante el OTM,
siendo las PDLSCs clave en el mantenimiento de la homeostasis y de la regeneracion del tejido
periodontal®. Estudios como el de Nayak et al*®. en 2008 demuestran que en tejido periodontales
dafiados y bajo OTM extensivo, el transplante de PDLSCs puede usarse para regenerar la lesion a
nivel tisular y celular (las células trasplantadas se diferencian en células osteogénicas y no
osteogénicas), lo que evidencia la necesidad de comprender los mecanismos que gobiernan tanto
la estimulacion de las PDLSCs por el OTM como la respuesta a la misma, como parte crucial del

camino hacia la utilizacion de PDLSCs como terapia en Ortodoncia.

3. OBJETIVOS
En la presente revision bibliogréafica se han establecido los siguientes objetivos basandose en la
mejor evidencia cientifica actual y la préctica basada en investigacion:
3.1. Objetivos Principales
i.  Analizar el rol de células madre en la remodelacion del hueso alveolar y del ligamento

periodontal durante el movimiento dentario ortodéncico.



3.2. Objetivos Secundarios
i.  Definir los distintos tipos de células madre y sus aplicaciones en Ortodoncia.
ii.  Describir la influencia de estimulos externos (fuerzas mecanicas e hipoxia) en la
regulacion del movimiento dentario por células madre.
iii. Detallar el papel de reguladores paracrinos en la regulacion del movimiento

periodontal por células madre.

4. MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo la revision bibliografica de la literatura centrada en la relacién que une a la
terapia celular con células madre con el movimiento dentario ortoddncico, se realizaron busquedas
de articulos a través de las bases de datos PubMed, Scopus y Cochrane Plus, ademas de una extensa
busqueda manual de todos aquellos articulos no indexados en revistas cientificas internacionales.
Los términos adecuados de busqueda para relacionar ambos campos son “stem cells”, “cellular
therapy” y “tooth movement”. La busqueda se limitd en base a unos criterios especificos de
inclusion y exclusion que a continuacion se muestran.

Los criterios de inclusion para esta revision fueron los siguientes: debian ser articulos en inglés
que cubriesen suficiente informacion tanto en humanos como en animales en los Gltimos 5 afios
acerca de la terapia celular con células madre y su impacto actual y futuro, estableciéndose como
una futura potencial técnica de aplicacion dentro de la Ortodoncia.

Los criterios de exclusion fueron aquellos que estudiasen articulos publicados hace mas de 5 afios,
escritos en lengua no inglesa, de texto incompleto, articulos referidos a casos o patologias
especificas del individuo y los referidos a temas que no fuesen del interés de este estudio. Ademas,
se excluyeron aquellos articulos que estuviesen duplicados, preseleccionados anteriormente o que
cuyos abstract no estuviesen disponibles.

A partir de los distintos criterios de inclusion y exclusion empleados para la limitacién de
resultados afines al tema correspondiente tratado en esta revision bibliografica, ha sido posible la

seleccidn y recopilacién de los articulos considerados de mayor significacién y utilidad.

5. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados encontrados para la realizacion de esta revision,
ademas de un diagrama de flujo en el que se muestra el proceso de seleccion llevado a cabo:

e Cochrane Plus: busqueda realizada el 2 de enero de 2018 a las 19:12h. Tabla 3.

e PubMed: busqueda realizada el 2 de enero de 2018 a las 12:03h. Tabla 1.

e Scopus: con la busqueda realizada el 2 de enero de 2018 a las 20:02h. Tabla 2.



Tabla 1. Resultados de la busqueda en Cochrane Plus

ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

RESULTADOS

(“stem cells” OR “cellular therapy”) AND “tooth movement”

Busqueda inicial
FINAL

0
0

Tabla 2. Resultados de la busqueda en PubMed

ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

RESULTADOS

(“stem cells” OR “cellular therapy”) AND “tooth movement

9

Busqueda inicial
Ultimos 5 afios
Texto completo
Inglés

Humanos 6 animales
Titulo y Resumen
FINAL

35
22
21
21
18
10
10

Tabla 3. Resultados de la busqueda en Scopus

ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

RESULTADOS

(“stem cells” OR “cellular therapy”) AND “tooth movement

29

Busqueda inicial
Ultimos 5 afios
Area Dentistry
Inglés

Palabras Claves:
Human, Animal
Titulo y Resumen
FINAL

1032
492
169
169

100

10
10

Tabla 4. Articulos seleccionados: incluidos y analizados.

formation.

TITULO AUTOR | REVISTA ANO CONCLUSIONES

Force-Induced H2S by LiuF Journal of 2017 Las PDLSCs producen HaS en respuesta a fuerzas mecanicas.
PDLSCs Modifies etal dental El H2S promueve la remodelacion del hueso durante el OTM.
Osteoclastic Activity during research

Tooth Movement.

MicroRNA-503-5p inhibits LiuL Cell biology 2017 miR-503-5p inhibe la remodelacion del hueso alveolar
stretch-induced ~ osteogenic et al. internationa durante el OTM.

differentiation ~ and  bone |




PDL Progenitor-Mediated Feng L Journal of 2016 La recidiva temprana puede verse favorecida por PDLSCs
PDL Recovery Contributes to  €tal- dental productoras de Col-I y por un aumento de TGF- B.
Orthodontic Relapse. research Este mecanismo puede regularse por la ruta TGF- /Smad.
microRNA-21 Contributes to  ChenN Journal of 2016 miR-21 promueve la remodelacién del hueso durante el
Orthodontic Tooth etal dental OTM.
Movement. research
Mechanical stress regulates ZhangL  Biochimica 2016 Cuando el ratio RANKL/OPG estd aumentado, se favorece la
osteogenic differentiation and ~ €tal. et osteoclastogénesis y con ello la resorcion dsea.
RANKL/OPG ratio in biophysica Cuando el ratio RANKL/OPG esta disminuido, se favorece la
periodontal ligament stem acta osteoblastogénesis y con ello la osteogénesis.
cells by the Wnt/B-catenin La ruta Wnt/ B-catenina mantiene la homeostasis 6sea durante
pathway. OTM al regular el balnce entre actividad osteoblastica y
osteocléstica.
Compression and hypoxia Li,ML.  Angle 2016 La hipoxia promueve la resorcion ésea del hueso alveolar en
play independent roles while €t al. Orthodontis el lado de compresion del PDL durante el OTM.
having combinative effects in t En este lado, la compresion y la hipoxia tienen roles
the osteoclastogenesis induced independientes, pero efectos combinativos en el inicio de la
by periodontal ligament cells osteoclastogénesis.
High-magnitude mechanical Fushiki Connective 2015 Fuerzas ortodéncicas de tension de magnitud demasiado alta
strain inhibits the R tissue inhiben la diferenciacion osteobléstica de PDLSCs en el lado
differentiation  of  bone- 3 research de tension y la formacion de nuevo hueso durante OTM.
forming rat calvarial
progenitor cells
Orthodontic Force Induces Zeng,M. Journal of 2015 Ante fuerzas ortodoncicas en el lado de presidn, las PDLSCs
Systemic Inflammatory ~ €tal- dental se activan y se secreta MCP-1, que recluta monocitos
Monocyte Responses research inflamatorios sistémicos al PDL, y se altera el rato
RANKL/OPG que promueve la diferenciacion de estos
monaocitos reclutados en OCs, favoreciendo la resorcion dsea
durante OTM.
Cyclic  tension  promotes ShenT Internationa 2014 Las fuerzas mecénicas de tension potencian la diferenciacion
osteogenic differentiation in etal- | journal of de PDLSCs en OBs en el lado de tension durante OTM, y la
human periodontal ligament clinical and formacion de nuevo tejido 6seo.
stem cells. experimenta
I pathology
Effects of vascular endothelial Wu'Y Journal of 2013 La hipoxia favorece la formacion de hueso alveolar en el lado
cells on osteogenic ~ €tal- periodontal de tensidn acoplada a una neoangiogénesis, gracias a una
differentiation of noncontact research intercomunicacion entre PDLSCs, OBs y VECs.orquestada

co-cultured periodontal
ligament stem cells under

hypoxia.

gracias a factores paracrinos.

La comunicacion entre PDLSCs y VECs incrementa el
potencial de diferenciacion osteogénica de PDLSCs y la
actividad osteogénica durante OTM, mediante un mecanismo
regulado por las rutas MEK/ERK y p38 MAPK.
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https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=37034492700&zone=
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=55359379400&zone=

Publicaciones de la busqueda
en Cochrane Plus

(“stem cells” OR “cellular
therapy”’) AND “tooth

Publicaciones de la bisqueda
en PubMed

(“stem cells” OR “cellular
therapy”) AND “tooth

Publicaciones de la busqueda
en Scopus

(“stem cells” OR “cellular
therapy”) AND “tooth

movement” movement” movement”
N=0 N= 35 N= 1032
[ I |

Exclusion de articulos publicados hace mas de 5 afios, en
lengua no inglesa, de texto incompleto, articulos referidos
a casos o patologias especificas del individuo y los
referidos a temas que no fuesen del interés de este estudio.

N= 949

Exclusion por titulo y resumen

N=98

Exclusion por duplicados

N=4

Exclusion por lectura en detalle

N=6

Articulos totales
N= 1067

|

Acrticulos seleccionados
N=118

Acrticulos seleccionados
N=20

Acrticulos seleccionados
N=16

Articulos incluidos y analizados
N=10

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de seleccion de articulos



6. DISCUSION

Al someter un diente a una fuerza ortoddncica durante el tratamiento, ocurren numerosos cambios
a nivel del hueso alveolar y del periodonto. En este contexto, dichos cambios producen diversos
tipos de estrés que afectan a las células de los tejidos periodontales, siendo la fuerza mecénica y
la hipoxia los estimulos mas estudiados y descritos como reguladores de la remodelacion Gsea en
el OTM?. En esta seccion se discutira el efecto de estimulos de diversa naturaleza presentes
durante el OTM en la remodelacion del hueso alveolar y del PDL mediados por las PDLSCs, asi
como se analizaran las rutas de sefializacion celular, genes, marcadores y mensajeros implicados

en la regulacién del OTM por las células del PDL y, en concreto, de las PDLSCs.

6.1. Fuerza mecénica/fuerza ortodoncica.

6.1.1. Fuerzas de tension: diferenciacion de PDLSCs en OBs.

La fuerza mecénica es un conocido estimulo de remodelacion del hueso alveolar, cuyos efectos
dependen del dispositivo, magnitud, duracion y frecuencia de la fuerza*>44-46,

En un estudio llevado a cabo por Shen et al. en 2014, se postuldé que las PDLSCs expuestas a
fuerzas mecénicas de tension como las que ocurren durante el OTM podrian producir la
diferenciacion de estas células en OBs, dando lugar a la deposicion posterior de hueso. Para
demostrarlo, estos investigadores aplicaron fuerzas de tension ciclica (12% de deformacion,
frecuencia de 0.1Hz) a PDLSCs en estado quiescente aisladas de voluntarios y cultivadas bajo
condiciones de induccion de osteogénesis (cultivo con factores que promueven la osteogénesis),
midiendo los niveles de expresion de los marcadores osteogénicos Runx2, fosfatasa alcalina (ALP)
y osteocalcina (OCN), asi como los niveles del marcador de multipotencia CD146 (presente en
células multipotentes), en diversos puntos temporales (hasta 24h)%.

Runx2 es considerado el regulador transcripcional maestro en diferenciacion osteogénica de las
MSCs y de las PDLSCs, y se presenta en unos niveles elevados en etapas tempranas de la
diferenciacion osteoblastica y de la formacion de hueso®’“®. Hay evidencia que sugiere que la
activacion de Runx2 en las MSCs da lugar a la expresién de diversos marcadores especificos de
OBs, como Col-la, ALP del hueso, osteocalcina (OCN) y factor de transcripcion zinc finger
(Osterix)**, Diversos estudios demuestran que en ratones sin Runx2 no hay ni tejido 6seo ni
OBs*"®1, Ademas, la ALP 6sea es una de las isoenzimas de ALP expresadas de manera ubicua en
diferentes tejidos (como en células formadoras de hueso), la cual cuando se presenta elevada
constituye un biomarcador temprano de diferenciacion osteobléstica que juega un papel importante
en la formacion de nuevo tejido dseo al promover la mineralizacion 6sea®°3. La OCN esta presente

durante las etapas tardias de diferenciacion osteoblastica®. En este estudio, los investigadores
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descubrieron que los niveles de ARN mensajero (medido por reaccion de polimerasa en cadena en
tiempo real, o bien por RT-PCR) y proteina (medido por analisis Western Blot) de Runx2, ALP y
OCN eran regulados positivamente por la fuerza de tension de 12% en las PDLSCs (tras comparar
con PDLSCs sin estimular mecéanicamente) mientras que los niveles del marcador de
multipotencialidad CD146 disminuian con la aplicacién de dicha fuerza, lo que demuestra que el
estimulo de fuerzas mecanicas de tensidén potencia la diferenciacion de PDLSCs en OBs, vy
confirma el papel de las PDLSCs como fuente de OBs durante la remodelacién del hueso
alveolar®.

Sin embargo, existe un limite de la magnitud de fuerza mecénica a partir del cual la diferenciacién
osteogeénica es inhibida, tal y como demostraron Fushiki et al. en 2015 en un estudio que hacia uso
de células progenitoras del craneo de rata formadoras de nddulos de hueso mineralizado
tridimensionales como modelo in vitro. En este estudio se quiso determinar el efecto de las fuerzas
mecanicas de tension alta (18%) al aplicarlas a estas células en la formacién de hueso y en la
diferenciacion osteogenica. Para ello, se midieron el nimero y el tamafio de los nddulos de hueso
con y sin aplicacion de estas fuerzas, y se cuantificd la expresion de factores relacionados con la
osteogénesis. Los investigadores japoneses encontraron que, ante fuerzas de tension de alta
magnitud, las células progenitoras producian un menor nimero de nédulos, de menor tamafio y
concentracion de calcio, comparado con el grupo control (sin fuerzas de alta tension). Ademas,
demostraron que el estimulo mecanico regulaba negativamente la expresion de BMP-2, Runx2 y
Msx224, Las proteinas morfogénicas del hueso (BMPs) son glicoproteinas secretadas que se
pueden purificar de la matriz 6sea, y que son miembros de la superfamilia TGF. Estas proteinas
son potentes factores de diferenciacion osteoblastica, y juegan un papel fundamental en la
formacion 6sea>®., BMP-2 es un promotor de la remodelacion dsea alveolar ante estimulos
mecénicos, capaz de regular positivamente a Runx2 mediante sefializacion por la ruta
Smad1/Smad5°"%8, Msx2 tiene un papel mas complejo en la osteogénesis, regulando tanto
positiva>®®° como negativamente®! la proliferacion y diferenciacion de OBs®?, por un mecanismo
independiente a Runx2%%-%3, Los resultados del estudio demuestran que la aplicacion de fuerzas de
tension de alta magnitud durante 48h en células progenitoras dseas de rata inhibe la diferenciacion
osteogénica y la formacion de hueso?.

6.1.2. Fuerzas de compresién: activacion de las PDLSCs, reclutamiento regional de monocitos
inflamatorios sistémicos al PDL y diferenciacion en OCs.

El rol de las fuerzas mecéanicas de compresion en la promocién de la osteoclastogénesis en el PDL
ha sido mostrado en diferentes publicaciones®*®; brevemente, bajo fuerzas de compresion, las

PDLSCs regulan positivamente la formacion de OCs. Un factor a tener en cuenta es que el balance

13



entre la actividad de OBs y OCs (formacion de nuevo hueso en el lado de tension coordinada con
destruccion de hueso en el lado de compresidn) es clave para el OTM. En este sentido, hay que
sefialar la importancia del balance entre la expresién del ligando del receptor activador de factor
nuclear k-B (RANKL) y de la osteoprotegerina (OPG), conocido como ratio RANKL/OPG5468,
El sistema RANKL/OPG/RANK se considera un elemento central en la maduracion de OCs. Los
OBs y las MSCs/PDLSCs son capaces de secretar OPG, que se une a RANKL (disminuye el ratio
RANKL/OPG) y previene por tanto la activacion de RANK, inhibiendo asi la osteoclastogénesis®*.
Una de las rutas que controlan la secrecion de RANKL y OPG es la ruta canonica Wnt/p-catenina,
que juega un papel importante tanto en la osteoclastogénesis como en la mecanotransduccion de
sefiales mecanicas extracelulares a sefiales bioldgicas intracelulares en el contexto de la regulacion
de la diferenciacion osteogénica en las MSCs, manteniendo asi la homeostasis del hueso al regular
el balance entre la actividad osteobléstica y osteoclastica®’ .

En 2016, Zhang et al. realizaron una serie de experimentos en un modelo de rata durante el OTM
(para seguir la accion de las PDLSCs en el PDL) y en PDLSCs humanas procedentes de
voluntarios, que fueron sometidas a fuerzas de compresién (100kPa por 1h o 12h), para después
medir los efectos del estimulo mecénico en el potencial osteogénico y en el ratio RANKL/OPG, a
nivel genético, celular y proteico. En el modelo de rata, los investigadores confirmaron que las
PDLSCs responden a la aplicacion de estimulos de fuerza ortodoncica. In vitro, la diferenciacion
osteogénica de las PDLSCs (medida por la expresion de Sp7 y Runx2, asi como por la actividad
de ALP) incrementa significativamente tras 1h después de la aplicacion de la fuerza, aunque la
tendencia se debilita a las 12h. En cambio, esta fuerza produce la reduccion del ratio RANKL/OPG
tras 1h de aplicacidn, y un significativo incremento tras 12h. Estos datos evidencian que las fuerzas
de compresién hidraulicas inicialmente promueven la diferenciacién de PDLSCs en OBs y
reprimen la osteoclastogénesis, aunque este efecto no dura en el tiempo y finalmente la aplicacion
de esta fuerza resulta en un aumento del ratio RANKL/OPG (que in vivo promoveria la formacion
de OCs en el lado de compresidn). In vivo se observd que la expresion de B-catenina activa (vista
mediante inmunohistoquimica) aparecia incrementada del dia 1 al dia 3, y luego las sefales
positivas disminuian a los 7 dias. In vitro, los niveles de B-catenina activa se incrementaban tras 1
h de exposicion a fuerzas de compresion para disminuir hasta estar por debajo del control pasadas
12 horas.

Estos datos indican que la ruta Wnt/p-catenina en el PDL y en las PDLSCs sigue una activacion
dinamica tras la estimulacion mecénica. Por lo tanto, los autores concluyeron que el mecanismo

de mantenimiento del balance entre OBs y OCs durante el OTM se lleva a cabo mediante la ruta
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Whnt/B-catenina, ademas de confirmar la participacion de las PDLSCs tanto en la
osteoblastogénesis como en la osteoclastogénesis®,

Los OCs, que como ya se ha mencionado son clave para el OTM, son regulados potencialmente
por el sistema inmune durante dicho proceso®. Se considera que los precursores de estas células
son los monocitos, células mieloides originadas en la médula dsea y residentes en la sangre
periférica y el bazo™. Estas células son criticas en respuestas inflamatorias a varios estimulos, y
son reclutadas a los tejidos inflamados asépticos desde la sangre y el bazo (como los que se ven
durante isquemia cerebral, aterosclerosis, infarto de miocardio...). Se sabe que los tejidos bajo
OTM son también tejidos inflamados asépticos, pero el reclutamiento de estas células al PDL esta
atn por comprobar.”. Algunos estudios han reportado ademas la regulacion positiva de la proteina
quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), que participa como quimiocina en el reclutamiento de
monocitos a tejidos periodontales durante el OTM'2"3, En 2015, un estudio de Zeng et al. examind
los cambios de los monocitos inflamatorios sistémicos tras un estimulo de fuerza ortodéncica in
vivo (modelo de raton), para explorar si el OTM inducia reacciones inmunes sistémicas como las
que se producen en otros tejidos de caracteristicas similares. Como resultado, se encontr6 que los
monocitos inflamatorios del bazo y de la sangre periférica eran reclutados localmente al lado de
compresion del PDL durante el OTM, y se diferenciaban a OCs. Ademas, se demostr6 in vivo que
la expresion de MCP-1 en el lado de compresion del tejido periodontal de rata es regulada
positivamente durante la aplicacion de fuerzas ortoddncicas durante 7 dias, con lo que se podria
hipotetizar que MCP-1 pudiese mediar en el reclutamiento de estos monocitos al PDL. Para
dilucidar el mecanismo de regulacion positiva de MCP-1 en este contexto, se aplicaron fuerzas
estaticas compresivas a cultivos primarios de PDLSCs humanas, y se comprobo que tras 1y 2
horas se regulaba positivamente la expresion de MCP-1 a nivel transcriptdbmico. Este resultado
indica que las fuerzas compresivas podrian inducir la regulacion positiva de MCP-1 en las PDLSCs
in vivo, y que esta cantidad aumentada de MCP-1 en tejidos periodontales contribuye al
reclutamiento de monocitos inflamatorios en la etapa inicial del OTM. El estudio advierte también
de que, aunque MCP-1 es una importante quimiocina, no es la Unica involucrada en el
reclutamiento de pre-OCs en los tratamientos ortodéncicos. Ademas, estos resultados suponen que
hay que considerar el riesgo de la aplicacion frecuente de fuerza ortodoncica y subsecuente
estimulacion del sistema inmune (activado o suprimido) en pacientes que tengan enfermedades

sistémicas’t.
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6.1.3. Efectos en la remodelacion de la matriz extracelular del PDL (colageno tipo 1) y en la
recuperacion de la matriz durante la recidiva ortodoncica.

Cuando una fuerza ortoddncica se interrumpe, puede dar lugar a que el PDL por su alta capacidad
de regeneracion, recupere su estructura original, produciendo una recidiva de los dientes
recolocados’. En este proceso interviene el factor de crecimiento transformante beta (TGF- B),
que tiene funciones en el mantenimiento de la homeostasis y de la reparacién de los tejidos, y
media en la sintesis de la matriz extracelular del PDL. Durante la regeneracion de una lesion, el
TGF- B activa a los fibroblastos, regula la deposicion de matriz extracelular por los mismos y
puede inducir la produccién de Col-1 tras aplicar una carga mecanica®..

Para investigar las respuestas de las PDLSCs y del colageno del PDL durante y tras una fuerza
mecanica, ademas del rol de las PDLSCs en la recuperacién de dicho colageno durante el proceso
de recidiva, Feng et al. (2016) llevaron a cabo un estudio en modelos de ratas de OTM. Como se
ha indicado anteriormente en esta revision, el Col-I del lado de compresion del PDL se degrada de
forma significativa durante la aplicacion de una fuerza ortoddncica, mostrando un patron
desorganizado, mientras que aumenta el nimero de PDLSCs con la expresion de Col-1 suprimida.
Sin embargo, tras la retirada del estimulo mecénico se vio que el colageno degradado se recuperd
durante la etapa temprana de recidiva (5-14 dias). Paralelamente, los investigadores encontraron
que durante esta etapa temprana de recidiva las PDLSCs recuperan la expresion de Col-l y se
acumulan en las zonas de degradacion. Es de especial relevancia conocer que durante este proceso
de recidiva la etapa temprana estd mediada por esta recuperacion de colageno, mientras que la
etapa tardia estd mediada por OCs en el antiguo lado de tension®.. En otros experimentos del
estudio, se demostrd que las fuerzas de compresion in vitro son capaces de alterar la morfologia
de las PDLSCs (que se vuelven mas alargadas y con una distribucion mas densa de filamentos de
actina) y reprimir la expresion de colageno, lo que se revierte al retirar el estimulo mecéanico. Por
ultimo, también se investigo la expresion de TGF- B durante la aplicacion de fuerza ortodoncica
de compresion y durante la recidiva in vitro, encontrando que la expresion de distintas isoformas
de esta proteina se regulaba negativamente durante la aplicacion de fuerza y positivamente durante
la recidiva (ademas de que su inhibicién producia supresion de la recidiva y la recuperacién del
colageno). En resumen, en este articulo los investigadores pudieron concluir que las PDLSCs
poseen una estabilidad intrinseca que les permite contribuir a la recidiva temprana para regenerar
el PDL una vez que se detiene la aplicacion de fuerzas ortoddncicas, todo lo cual podria estar
regulado por la ruta TGF- p/Smad>L.
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6.2. Hipoxia

La hipoxia, caracteristica distintiva de muchas patologias humanas, es otro reconocido regulador
de la remodelacion dsea desde hace mucho tiempo’. Un ambiente hipdxico afecta a la
supervivencia celular e inicia la angiogénesis por un mecanismo complejo que consta de multiples
pasos’®. Concretamente durante la remodelacion Osea, un factor fundamental es que la
osteogénesis debe ir acompafiada por una formacion de nuevos vasos sanguineos que aseguren la
suficiente irrigacion del nuevo tejido. En la coordinacion de estos procesos, las células endoteliales
(ECs) situadas en la interfaz entre la sangre y el tejido, participan activamente’”. Las MSCs se
encuentran normalmente en su nicho fisiolégico rodeadas de microvasculatura, que contiene
grandes cantidades de ECs vasculares (VECs)’®'®; durante la remodelacion dsea, existe una
comunicacion entre VECs y progenitores 6seos y OBs en el nicho vascular®, durante la cual las
MSCs pueden generar sefiales angiogénicas para reclutar nuevos vasos sanguineos al hueso
mientras que sefiales reciprocas que emanan del endotelio vascular en formacién promueven la
especificacion de las células madre®. En este proceso de acoplamiento de formacion de vasos
sanguineos y hueso, orquestado por células madre y VECs, la hipoxia es la principal fuerza
motriz®,

Cuando se aplica una fuerza ortoddncica, el sistema vascular del PDL se bloquea gradualmente,
los que resulta en perturbaciones circulatorias que dan lugar a isquemia e hipoxia local en el lado
de compresion®. Este microambiente bajo en oxigeno produce la activacion del factor inducible
por hipoxia la (HIF-1a; un factor de transcripcién maestro en situaciones de hipoxia), y regula la
resorcion 6sea a través de la regulacion positiva de la diferenciacion y actividad de OCs’>84, Mas
recientemente, se relacion6 a HIF-1a con la regulacion positiva de la expresion de RANKL en
PDLSCs®, y se demostrd que su inhibicion ralentizaba el OTM®,

El tejido periodontal hipdxico regula positivamente la expresion de varias citoquinas y factores de
crecimiento, entre los que se encuentran el factor de crecimiento vascular-endotelial (VEGF), la
IL-1B, IL-6 y la prostaglandina E2 (PGEz). De entre estos, VEGF es la diana directa de HIF-1a, y
estimula la remodelacion 6sea del hueso alveolar afectando a OBs y precursores de OCs. Su
expresion puede verse inducida por la PGE2%’. Como se ha citado anteriormente, la hipoxia esta
implicada en el proceso de acoplamiento de la angiogénesis y de la osteogenesis durante la
reparacion del hueso®. Tras la estimulacion de HIF-1a, los OBs y las ECs secretan una gran
cantidad de PGE2y de VEGF que actlan directamente en los OBs para inducir osteogénesis y en
las ECs para inducir angiogénesis, e indirectamente promoviendo la osteogénesis aumentando el
suministro de células madre multipotentes, factores de crecimiento osteogénicos y nutrientes al

sitio de remodelacion dsea®.
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Con el objetivo de estudiar los efectos de VECs en la diferenciacion osteogénica, la mineralizacion
y la funcidn paracrina en un sistema de cocultivo de no contacto con PDLSCs in vitro bajo hipoxia
(2% O2) para simular las relaciones espaciales de ambos tipos de células en el nicho vascular
durante la regeneracién periodontal, Wu et al. Ilevaron a cabo una serie de experimentos en 2013.
Ademas, dicho estudio también proponia revelar el papel de las rutas de quinasas MEK/ERK y
p38 MAPK en el proceso. Los autores observaron que en condiciones de cocultivo (sin contacto),
comparado con PDLSCs cultivadas por separado, habia un mayor incremento de la diferenciacion
osteogénica de PDLSCs. Este hecho se manifiesta en una elevada actividad de ALP y altos niveles
de Runx2 y Sp7 a nivel trascripcional y traduccional, asi como una mayor acumulacion de PGE2
y VEGF secretados en el medio de cocultivo y mayor formacion de nédulos mineralizados.
Ademas, en estas condiciones de cocultivo bajo hipoxia, tanto ERK1/2 como p38 MAPK son
reguladas positivamente, aunque ERK1/2 se fosforila de manera rapida pero temporal, mientras
que p38 MAPK es activada de manera mas lenta pero duradera.

Para confirmar ain mas estos resultados, la inhibicidn de estas rutas da lugar a la supresion de
factores de transcripcion estimulados por hipoxia y de reguladores de la osteogénesis (ALP,
Runx2, Sp7, HIF-1a, PGE2 y VEGF. En conclusion, la exposicion de PDLSCs a hipoxia en un
cocultivo con VECs activa de manera significativa las cascadas de sefializacion MEK/ERK y p38
MAPK, que estimulan la expresion de factores de transcripcion capaces de regular positivamente
genes de regulacion de la osteogénesis y la formacion de nédulos mineralizados. En este modelo,
la secrecion de PGE2 y VEGF facilita la comunicacién entre PDLSCs y VECs (que promueve la
diferenciacion del primer tipo celular a osteoblastos®?). La familia MAPK incluye a p38 MAPK,
INK y ERK®, siendo la sefializacion por MAPK esencial para el proceso de diferenciacion
osteoblastica, y especificacion de MSCs®+%2. De entre estas tres rutas, ERK esta involucrada en la
diferenciacion osteogénica de las MSCs inducida por la matriz extracelular (a través de la
fosforilacion de Runx2), mientras que p38 MAPK responde a estimulos ambientales, como el
estrés oxidativo®>%, En este estudio, ambas rutas mostraron distintos patrones espacio-temporales
de activacién, lo que responde a las diferencias de las rutas en cuanto naturaleza del estimulo y
tipo celular®?.

La evidencia en la literatura ha sugerido hasta hace poco que tanto la fuerza mecéanica como la
hipoxia existen de manera simultanea en el lado de compresion y juegan papeles importantes
durante remodelacién 6sea en el OTM. Sin embargo, no habia prueba de efectos combinatorios de
ambos en la formacién de OCs hasta la publicacion de un articulo al respecto por Li et al. (2016).
En dicho estudio, se empled tanto un modelo tridimensional de andamiaje de PLGA (&cido

poli(lactico-co-glicélico)) sembrado con PDLSCs humanas simulando la estructura del PDL,
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como un sistema de cocultivo de OBs con precursores de OCs (ambos de origen de rata) cuyo
medio era el de las PDLSCs humanas del modelo anterior, para estudiar los efectos aislados y
combinados de compresion e hipoxia (2% Oz2) en la osteoclastogénesis inducida por PDLCs. Como
resultado, estos investigadores reportaron que cualquiera de los dos fendmenos por separado
regula positivamente y de manera significativa la expresion génica de citoquinas pro-
osteoclastogénicas como COX-2, IL-1p o VEGF en el modelo tridimensional in vitro, efecto que
se vio incrementado con la combinacion de ambos?. El estudio demuestra que el incremento de
la expresion de estos factores proinflamatorios se debe a la elevacion de los niveles de especies
reactivas de oxigeno (radicales libres) por hipoxia 0 compresion, que promueve la migracion del
factor de necrosis kappa B (NK-«B) al nacleo. De hecho, los mecanismos de osteoclastogénesis
regulada por hipoxia y compresion tienen a NK-kB como punto de solapamiento. Ademas, se
observd que la hipoxia incrementaba la expresion de RANKL (comparado con la compresion), en
una manera directamente proporcional al tiempo transcurrido, y reduce la OPG Gnicamente a corto
plazo?. Interesantemente, los factores proinflamatorios mencionados anteriormente (COX-2, IL-
1B o VEGF) también son, de acuerdo a la literatura, reguladores positivos de RANKL en PDLCs,
OBs y ceélulas estromales, y promueven el reclutamiento de monocitos para posteriormente
diferenciarse a OCs*%. En contraste a lo ocurrido bajo hipoxia, se encontr6 que la compresion
reducia la expresion de OPG inicialmente para luego producir un incremento significativo de la
misma a largo plazo. Solamente en el caso de la hipoxia se observd un efecto sobre HIF-1a.
Ademas, los resultados del estudio sugerian que la aportacion de la hipoxia a la osteoclastogénesis
en el OTM es menos inmediata pero mas duradera que la de las fuerzas de compresion.
Adicionalmente, este estudio subraya que las condiciones de hipoxia, a la vez que mejoran el ratio
RANKL/OPG, también aceleran la remodelacién del hueso alveolar mediante la promocién de
diferenciacion osteogénica de PDLCs. En el sistema de cocultivo en el anterior estudio, los OBs y
los precursores de los OCs (de rata) se cultivaron en condiciones normaxicas (sin hipoxia, normal),
como las que se encuentran en el lado de tension del PDL durante el OTM (lado en el que no se
obstruyen los vasos). Al afiadir el medio de PDLSCs humanas del experimento anterior a este
cocultivo, se consiguio la produccion de osteoclastos maduros, reforzando ain més los resultados
del estudio. En resumen, se demostré que tanto la compresion como la hipoxia tienen roles
independientes y efectos combinativos en la osteoclastogénesis inducida por las PDLCs en el lado
de compresion del PDL durante el OTM (Fig. 2)%.
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Figura 3: Rutas involucradas en la regulacion de la osteoclastogénesis por células madre del ligamento periodontal (PDLSCs) bajo hipoxia
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y fuerzas ortoddncicas de compresion. Ambos estimulos se encuentran presentes en el lado de compresion del ligamento periodontal (PDL)
durante el movimiento dentario ortodéncico, y juegan roles independientes con efectos combinativos en la osteoclastogénesis inducida por PDLSCs.
Adaptado de Li et al.(2016)%. (COX-2: ciclooxigenasa 2; HIF-1a: factor inducible por hipoxia 1 alfa; IL: interleuquina; OB: osteoblasto; OPG:
osteoprotegerina; PGE;: prostaglandina E2; RANKL: ligando del receptor activador para el NF-kB; ROS: especies reactivas de oxigeno; NF-kB:
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular).

6.3. Sulfuro de hidrégeno (H2S): regulador paracrino de la actividad osteoclastica.

Como se ha mencionado anteriormente en esta revision, tanto las MSCs como las PDLSCs poseen
la capacidad de ejercer efectos autocrinos y paracrinos en células del microambiente del PDL
mediante secrecion de ciertos factores. Hasta ahora, en este trabajo se han mencionado las BMPs
(en concreto BMP-2), VEGF, PGE2 u OPG; el objetivo de esta seccion es el de cubrir diferentes
efectos de otros factores secretados por las PDLSCs y las PDLCs en la remodelacion dsea del
hueso alveolar durante el OTM, los cuales no se han descrito hasta ahora.

El sulfuro de hidrégeno (H2S) es una molécula inorgénica, incolora y en forma gaseosa, que actla
de gasotransmisor regulando diversas rutas en las células de los mamiferos®*'®, En estudios
recientes se ha demostrado que las MSCs también pueden producir H2S de manera enddgena,
regulando la autorrenovacién y diferenciacion de las MSCs para mantener la homeostasis del

hueso!1192. Ademas, también se ha reportado que las PDLSCs expresan 2 enzimas generadoras
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de H2S: cistationina B-sintasa (CBS) y cistationina y-liasa, teniendo capacidad de producir Hz2S
para regular su proliferacion y diferenciacion®,

En un estudio de Liu et al. publicado en 2017, se demuestra la produccién de H:S por las PDLSCs
inducida por fuerzas mecanicas, regulando la remodelacion 6sea y el OTM, usando tanto modelos
in vivo (ratones) como un cocultivo de células mononucleares de la sangre periféricay de PDLSCs
in vitro (células de ratén). En el articulo se describe como la fuerza ortoddncica induce la
produccion de H2S a través de las PDLSCs in vivo durante el OTM, que se encontrd asociada a
una actividad osteoclastica en torno al hueso alveolar. Un anlisis mas profundo reveld que esta
produccion incrementada de H2S es causada por regulacion positiva de la CBS en respuesta a una
fuerza compresiva estatica (de manera proporcional a la magnitud y tiempo del estimulo
mecanico), por lo tanto, interviene ayudando a traducir una sefial mecanica a una bioldgica
(mecanotransduccion). Los autores también observaron, en el modelo in vivo, que la produccion
de H2S afectaria al OTM promoviendo la acumulacién de macrofagos/monocitos y la
diferenciacion osteoclastica; el primer efecto se consigue porque la produccion de H2S regula
positivamente la expresion y secrecion de MCP-1 por las PDLSCs (dando lugar, como se discutid
anteriormente en esta revision, al reclutamiento de monocitos al PDL, que se diferenciaran a
osteoclastos si las condiciones son favorables), mientras que la diferenciacién a osteoclastos en
este caso seria inducida por el aumento del sistema RANKL/OPG causada por la produccion de
H2S en respuesta a la fuerza de compresion. Finalmente, basandose en los datos del articulo donde
el incremento de H2S enddgeno regulé también positivamente la osteogénesis mientras que la
disminucion del gas la reprimid, los autores del estudio apuntan a la posibilidad de que el H2S
también influencie a las células osteogénicas en el OTM, lo que respalda el papel de este gas como

promotor de la remodelacion del hueso alveolar durante el mismo*%.

6.4. Micro-ARNs (miARNS): activacion/inhibicion de OTM a nivel postranscripcional

Los miARNSs son una clase de ARN pequefio no codificante que contiene una media de 22-25
nucleotidos y que existe en organismos eucariotas, y que pueden inducir degradacion o represion
traslacional de diferentes ARN mensajeros, regulando la expresion génica a nivel
postranscripcional'®. En este contexto, se han identificado multiples miARNSs que participan en
la diferenciacion osteogénical®®!%’. Sorprendentemente, se predice que los miARNSs regulan la
expresion de méas de un tercio de ARN mensajeros en humanos®. Los miARNs pueden ser
mecanosensibles, respondiendo a estimulos mecanicos en las PDLCs y en concreto en las
PDLSCs!11% En estudios previos a esta revision, se ha demostrado mediante experimentos con

microarrays que existen al menos 53 miARNS expresados diferencialmente cuando las PDLSCs
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son sometidos a fuerzas mecanicas*®®, de entre los cuales se incluiran dos ejemplos en esta seccion.
El conocimiento de los mecanismos de regulacion del OTM y de las PDLSCs por miARNSs podria
suponer la aparicion, en un futuro, de métodos basados en miARNSs para manipular el OTM o
prevenir la pérdida de hueso inducida por periodontitis!!®,

El primero de estos ejemplos es miR-21. En un estudio de 2016, Chen et al. estudiaron la hipotesis
de que este miARN es un regulador del OTM y de la remodelacién del hueso alveolar en
condiciones normales e inflamatorias. En un cultivo de PDLSCs humanas los autores observaron
que miR-21 inducido por fuerza ortodédncica en el tejido periodontal regulaba la osteogénesis de
PDLSCs, mientras que en un modelo in vivo de OTM (rat6n), los autores observaron que miR-21
es capaz de responder a fuerzas ortodoncicas y asi mediar en el OTM mediante la regulacion de la
osteoblastogénesis (incremento de expresion de Runx2 y ALP) y la remodelacion de hueso
alveolar. En cuanto al lado de compresion, en el articulo se describe como la deficiencia de miR-
21 en el modelo murino bloquea la resorcién de hueso alveolar y el proceso de osteoclastogénesis
(efecto constitutivo en condiciones fisioldgicas, pero mas pronunciado durante el OTM)!, El
mecanismo de regulacion de la remodelacién del hueso alveolar por miR-21 se dilucidé mediante
el examen de 7 dianas potenciales de miR-21, de entre los cuales se seleccioné Pdcd4'? (ARNm
del gen Pdcd4), dado que su expresion se regula negativamente en el tejido periodontal siguiendo
el OTM, lo que se confirmo a nivel transcripcional y traduccional. La regulacion negativa de Pdcd4
por miR-21 durante el OTM resulta finalmente en un incremento de expresion de la proteina C-
fos. Por dltimo, en PDLSCs aisladas de tejido periodontal de pacientes con periodontitis
(microambiente inflamatorio) los investigadores observaron que miR-21 también media el OTM
y la destruccion de hueso alveolar. Por lo tanto, miR-21 actia tanto en el lado de tension del PDL
(donde promueve la osteoblastogénesis y la osteogénesis a largo plazo aun cuando se retira la
fuerza ortoddncica, lo que podria indicar modificacion epigenética de las PDLSCs) como en el
lado de compresidn, donde incrementa la osteoclastogenesis y la resorcion del hueso alveolar de
manera independiente al ratio RANKL/OPG!L,

El segundo ejemplo de los anteriormente mencionados es miR-503-5p, examinado en el estudio
de Liu et al. (2017). En este trabajo se us6 un microarray de miARN para buscar candidatos
mecanosensibles en el contexto de diferenciacion de PDLSCs, identificando hasta 9 miARNs
expresados de manera diferencial en células bajo estimulos mecanicos y células no estimuladas,

de entre los cuales se selecciond a miR-503-5p por ser el afectado de manera mas significativa.
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Figura 3: Secuencia de los mecanismos mediante los cuales las células madre del ligamento periodontal controlan el movimiento dentario
ortodéncico (OTM). (A) Ante aplicacion de una fuerza ortodéncica sobre la pieza dentaria, aparecen distintos estimulos tanto mecanicos (fuerzas
de tensién y de compresién en lados opuesto del ligamento periodontal) como ambientales (hipoxia) que producen la activacion de las células
madre del ligamento periodontal (PDLSCs), promoviendo una serie de respuestas basadas en regulacién de la expresion génica a nivel
transcripcional y post-transcripcional. (B) En el lado de tension, las PDLSCs sufren diferenciacion osteogénica dando lugar a osteoblastos (OBs),
y secretan una serie de factores [H,S, proteina morfogénica de hueso 2 (BMP-2)] que actlian tanto de manera autocrina como paracrina. En el lado
de compresién también ocurre dicha secrecion de ciertos mediadores paracrinos, incluyendo la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) que
resulta en reclutamiento de monocitos sistémicos a ese lado del ligamento periodontal (PDL). La secrecion de RANKL por PDLSCs, OBs y células
estromales, asi como la reduccidn de secrecion de OPG por PDLSCs produce un incremento del ratio RANKL/OPG que da lugar a la diferenciacion
osteocléstica de los monacitos reclutados en el lado de compresion. La intercomunicacién entre PDLSCs y células endoteliales vasculares (VECs)
mediante VEGF y PGE2 potencia la osteogénesis y el acoplamiento de la misma con angiogénesis en el lado de tensién. Como parte de la respuesta
de los PDLSCs se regulan positiva y negativamente ciertos microARNSs posibilitando la accién directa (diferenciacién) e indirecta (factores
paracrinos) de los PDLSCs en el OTM (C) Como resultado, existe un balance mediante el cual en el lado de tensién los OBs crean nuevo tejido
6seo mientras que en el de compresién los OCs llevan a cabo resorcion dsea. Todo esto, acompafiado de remodelacién de la matriz de colageno del
PDL por PDLSCs y de angiogénesis para irrigar el nuevo tejido, promueve el OTM. (IL; interleuquina; OPG; osteoprotegerina; PGE2:
prostaglandina E2; RANKL: ligando del receptor activador para el NF-kB; ROS; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular)

En concreto, miR-503-5p es regulado negativamente de manera muy drastica durante
diferenciacion osteogénica inducida por un estimulo mecéanico. Ademas, en el estudio se explord
la funcion de este miARN durante la diferenciacién osteogénica en respuesta a una fuerza
mecanica de tension in vitro e in vivo. In vitro, los investigadores demostraron que miR-503-5p

regula negativamente la diferenciacion osteogénica en PDLSCs de rata sometidas a estrés
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mecanico (medido por actividad de ALP y expresion de Runx2); in vivo (en un modelo de rata de
OTM sometido a fuerza ortoddncica por 14 dias), se observé que miR-503-5p es capaz de
contrarrestar la formacion de hueso inducida por estrés mecanico (con menor expresion de Runx2
y ALP y menor nimero de osteoblastos y formacion de hueso en el lado de tensién de PDL). En
resumen, el estudio concluye que miR-503-5p es un regulador negativo de la diferenciacion
osteogeénica de las PDLSCs y de la formacion de hueso en el lado de tension del PDL en respuesta
a fuerzas mecanicas*'®. Curiosamente, estudios previos ya habian indicado que miR-503
participaba en el metabolismo 6seo como regulador negativo de la osteoclastogénesis al reprimir
la expresion de RANKL, inhibiendo la formacion de OCs y la pérdida de hueso alveolar en el lado
de compresion. Por tanto, miR-503 actuaria como inhibidor de tanto la formacién como

destruccion de hueso alveolar en respuesta a fuerzas ortodoncicas durante el OTM*4,

7. CONCLUSIONES

Las conclusiones extraidas mediante esta revision bibliografica se exponen a continuacion, y son

resumidas en la Figura 3:

I. Durante el movimiento dentario ortodoncico hay una remodelacion del ligamento periodontal
y del hueso alveolar (llevada a cabo por osteoblastos y osteoclastos), durante el cual la pieza
dentaria se mueve a una nueva posicion periodontal formada por resorcion désea en el lado de
compresion y formacion de hueso en el lado de tension. Este proceso se encuentra orquestado
por las células madre del ligamento periodontal, que intervienen tanto de manera directa como
indirecta (regulacion por sefiales paracrinas).

I. Ante fuerzas mecanicas de tension (en el lado de tensién), las células madre del ligamento
periodontal se diferencian en osteoblastos, favoreciendose la osteoblastogénesis y con ello la
osteogénesis. No obstante, cuando se excede el limite de fuerza mecanica (con elevadas fuerzas
ortoddncicas), la diferenciacion osteogénica de las células madre del ligamento periodontal (y
la formacion de nuevo hueso) se inhibe.

I1l. Ante fuerzas mecanicas de compresion (en el lado de compresion), las células madre del
ligamento periodontal se activan, se secreta MCP-1 (proteina) que es una de las responsables
del reclutamiento regional de monocitos inflamatorios sistémicos al ligamento periodontal.
Como resultado de la activacion de las células madre del ligamento periodontal ante fuerzas de
compresion también se aumenta el ratio RANKL/OPG que produce la diferenciacion de los
monocitos reclutados a osteoclastos, favoreciendo la osteoclastogénesis y con ello la resorcion

osea.
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VI.

VII.

VIII.

La ruta Wnt/ p-catenina mantiene la homeostasis Osea durante el movimiento dentario
ortoddncico al regular el balance entre actividad osteoblastica y osteoclastica.

Es de vital importancia tener precaucion a la hora de aplicar fuerzas ortoddncicas frecuentes en
pacientes que tengan enfermedades sistémicas ya que el sistema inmunitario participa de forma
activa y sistémica en los procesos que desencadenan este tipo de fuerzas.

Cuando se interrumpe una fuerza ortoddncica, el ligamento periodontal puede regenerarse y los
dientes recolocados recidivar a la posicion anterior (recidiva temprana). Esta recidiva se ve
favorecida por la presencia de células madre del ligamento periodontal que producen Col-1 por
un mecanismo regulado por la ruta TGF- p/Smad.

La hipoxia local presente en el lado de compresion del ligamento periodontal durante el
movimiento dentario ortoddncico es un factor promotor de resorcion dsea del hueso alveolar.
En ese lado, tanto la compresién como la hipoxia tienen roles independientes y efectos
combinativos en el inicio de la osteoclastogénesis inducida por las células del ligamento
periodontal durante el movimiento dentario ortdéncico.

Estas condiciones hipoxicas también son determinantes en la formacion de hueso alveolar en el
lado de tension. La hipoxia inicia una intercomunicacion (basada en sefiales paracrinas) entre
células madre del ligamento periodontal, osteoblastos y células endoteliales vasculares para
acoplar la formacion de nuevo hueso alveolar a la neoangiogénesis o formacion de nuevos vasos
sanguineos que irriguen el nuevo tejido.

Existen miARNSs que actian como reguladores positivos 0 negativos del movimiento dentario
ortodoncico a nivel postranscripcional. miR-21 favorece tanto la osteoblastogénesis como la
osteoclastogénesis en los lados de tensién y compresion, respectivamente. miR-503-5p inhibe
tanto la osteoblastogénesis como la osteoclastogénesis en los lados de tension y compresion,
respectivamente. Por tanto, miR-21 es un promotor de la remodelacion del hueso durante el
movimiento dentario ortodéncico, mientras que miR-503-5p es un inhibidor.

Ante fuerzas producidas en el movimiento dentario ortodéncico, el sulfuro de hidrégeno
favorece la osteoclastogénesis en el lado de compresion regulando positivamente a MCP-1
(atrae monocitos) y aumentando el ratio RANKL/OPG (favorece la diferenciacion de
monocitos a osteoclastos), mientras que en el lado de tensidn se ha visto que es posible que
favorezca la osteogénesis. Por tanto, el sulfuro de hidrégeno se presenta como un promotor de

la remodelacion del hueso durante el movimiento dentario ortodéncico.
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