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RESUMEN

El estudio de la protedmica del fluido crevicular ha sido empleado para detectar la
presencia de biomarcadores de la respuesta inflamatoria de los tejidos periodontales de
soporte tanto en la enfermedad periodontal como en el efecto de los tratamientos
ortodonticos en relacion a la presencia de biomarcadores del remodelado Gseo. Este
estudio pretendio identificar la cantidad de RANK- RANKL (ligando activador del receptor
del factor nuclear kappa B y de OPG (osteoprogeterina) en fluido crevicular enrespuesta
al tratamiento de Ortopedia Funcional. Se realizd historia clinica y consentimiento
informado a 11 voluntarios, 4 hombres y 7 mujeres, entre 19 y 21 afios de edad. Se
excluyeron 2 mujeres debido a padecer migrafia y posteriormente a1 hombre por
presentar Gingivitis y altos porcentajes de presencia de placa dentobacteriana, registrados
mediante el indice de O’Leary. Se eliminaron del estudio 2 mujeres que no asistieron a las
sesiones de toma de muestra. Este estudio fue cuasiexperimental, tuvo una muestra final
de 6 voluntarios con salud periodontal que usaron el aparato ortopédico minimo 16 horas
diarias. El procedimiento consistié en toma de muestra de fluido crevicular introduciendo
tiras de papel Perioparer® en surco de la cara mesial de los caninos, antes de colocar el
aparato de ortopedia, a las 0 horas, 168 horas (7 dias) y 28 dias después de activar el
aparato de pistas Planas de ortopedia funcional. Las tiras de papel fueron pesadas antes
y después de cada toma de muestra. Para identificar la presencia de las citoquinas se
siguio el protocolo del kit de la prueba de ELISA The Human TNFSF11 Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (RANKL) (ab213841) que estad disefiado para la medida
cuantitativa del TNFSF11 humano en cultivos celulares sobrenadantes, lisados celulares,
tejidos homogenados, suero y plasma.

Resultados: no hubo evidencia de presencia de citoquinas en ninguna muestra
concluyendo que el tratamiento ortopédico es minimamente invasivo ya que la respuesta
inflamatoria es muy leve y no presenta los niveles identificables por lo que se requiere mas
tiempo del tratamiento para evaluarlo.

(Palabras clave: fluido crevicular, RANKL, OPG, Ortopedia Funcional, Remodelado 6seo0).
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Abstract

The study of the proteomics of the crevicular fluid has been used to detect the presence of
biomarkers of the inflammatory response of the support periodontal tissues both in the
periodontal disease and in the effect of orthodontic treatments in relation to the presence
of biomarkers of bone remodeling. . This study aimed to identify the amount of RANK-
RANKL (kappa B nuclear factor receptor activator ligand and OPG (osteoprogeterin) in
crevicular fluid in response to Functional Orthopedics treatment. Clinical history-and
informed consent was made to 11 volunteers, 4 men and 7 women, between 19 and 21
years old, 2 women were excluded due to migraine and then 1 man for presenting Gingivitis
and high percentages of presence of dentobacterial plaque, registered by the O'Leary
Index. 2 women who did not attend the sampling sessions.This study was quasi-
experimental, had a final sample of 6 volunteers with periodontal health who used the
orthopedic device at least 16 hours a day.The procedure consisted of taking a sample of
crevicular fluid introducing strips of Perioparer® paper in the groove of the mesial side of
the canines, before placing the gold apparatus topedia, at 0 hours, 168 hours (7 days) and
28 days after activating the flat track device of functional orthopedics. The paper strips
were weighed before and after each sampling. To identify the presence of cytokines, the
protocol of the ELISA test kit The Human TNFSF11 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(RANKL) (ab213841) was used, which is designed for the quantitative measurement of
human TNFSF11 in supernatant cell cultures, cell lysates, homogenous tissues, serum
and plasma.

Results: there was no evidence of the presence of cytokines in any sample, so it is
concluded that orthopedic treatment is minimally invasive, so the inflammatory response
Is very mild and does not present identifiable levels, so more treatment time is required to
evaluate it.

(Keywords: crevicular fluid, RANKL, OPG, Functional Orthopedics, Bone Remodeling)
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I. Introduccion /Planteamiento del problemay justificacion.

El remodelado 6seo implica el acoplamiento de las fases de aposicion y resorcion
0seas que estan controladas por la interaccion de las citoquinas RANK, receptor
activador para el factor nuclear k B y el ligando RANKL que activan la diferenciacion,
maduracion y activacion osteoclastica y la osteoprogeterina OPG, que inhibe la

maduracién y activacion de los osteoclastos.

Estudios realizados de tratamientos con ortodoncia fija han demostrado la presencia
de marcadores RANKL Y OPG en fluido crevicular (Nishijima y cols., 2006), pero
no hay evidencia de estos marcadores en tratamientos con ortopedia funcional. La
presencia y cantidad de estos marcadores en los tratamientos de ortopedia
funcional pueden ser evidencia de la actividad y supresion osteoclastica, como
manifestacion del ciclo del remodelado 6seo y el acoplamiento celular que esti
biol6gicamente controlado durante las fases de aposicion y resorcion 0seas. Ante
la falta de medicion del proceso inflamatorio generado durante el remodelado 6seo
y el desconocimiento de los niveles de citoquinas que controlan el acoplamiento
celular con el tratamiento ortopédico funcional, el cual es de minima invasion, es
importante conocer cuales son los niveles de los biomarcadores en este proceso
biolégico. La mal posicion dentaria ocupa el cuarto lugar entre las patologias
bucodentales con mayor prevalencia en la poblacion, debajo de caries, enfermedad
periodontal, y de las anomalias dentofaciales. Después de las maloclusiones,
siguen en orden descendente en prevalencia, cancer, malformaciones,
traumatismaos y fluorosis (Higashida, 2009). En 2013, Silva Flores reportdé en un
estudio enescolares de Ciudad Victoria, Tamps. que la prevalencia de caries fue de
un 87%, de gingivitis 63% y maloclusiones 33% (Silva-Flérez-Moreno,2013).

Sin .embargo la presencia de maloclusiones con distintos grados de severidad se
sigue incrementando. En un estudio de maloclusion en escolares en los municipios
de Querétaro y San Juan del Rio, Ortiz en 2005 concluye que la maloclusion tiene
una prevalencia de 83% y de ésta, el 29% corresponde a apifiamiento dental, el
26% la Clase Il de Angle, la Clase | molar con maloclusién anterior en 14%, mordida
abierta 8% y el 6% de Clase Il (Ortiz, 2005)



Las malposiciones dentarias, de dientes aislados o en grupo se manifiestan mas
frecuentemente como apifiamiento de los dientes, predominando como causa la
discordancia entre el tamafio de los dientes y los maxilares, por lo que en la mayoria
de los casos la falta de crecimiento de los maxilares no permite la posicion arménica
y/o funcional de los dientes en las arcadas. Los tratamientos ortopédicos son ideales
para estimular el crecimiento maxilar y el remodelado 6seo creando espacio y
conduciendo la posicidbn adecuada de los dientes, sin recurrir a la extraccion
dentaria. (Planas, P. 1997)

El fluido crevicular gingival es un exudado inflamatorio presente en-el surco gingival
gue sigue un gradiente de concentracién y su presencia se debe proporcionalmente
al grado de inflamacion y a la permeabilidad de los epitelios de unién y del surco.
Su composicién y naturaleza de formacion fisiopatolégica refleja el comportamiento
de los tejidos periodontales de soporte. Por tal metivo, ha sido importante en la
deteccion de marcadores en el diagnéstico y actividad de la enfermedad
periodontal, asi como el comportamiento de los tejidos periodontales en respuesta
al tratamiento ortodéntico. (Schroeder, H.E & Listgarten, M.A., 1997) (Caires-Sobral
de Aguiar, M., 2017)

El presente trabajo pretende cuantificar en el fluido crevicular los biomarcadores
RANK-RANKL y OPG encargados del acoplamiento osteoclastico debido al efecto
del tratamiento ortopedico en el remodelado 6seo de los pacientes escolares, donde
la aplicacion de fuerzas funcionales es intermitente durante la deglucion y el habla,
siendo su principal cualidad el que estos aparatos actlan por presencia, sin
aplicacion de fuerzas, basandose en la funcion propioceptiva del ligamento

periodontal.

El remodelado 6seo inducido por el tratamiento con Ortopedia Funcional inicia con
la fase de resorcidn 0sea, la cual esta controlada por la presencia de biomarcadores
RANK-RANKL y OPG, siendo pertinente conocer el efecto del tratamiento en los
niveles de estos biomarcadores y fortalecer la eleccién de este tratamiento para

crear espacio para los dientes evitando la extraccion indiscriminada de premolares.



Il. Antecedentes.

Fluido Crevicular

El fluido gingival crevicular es un exudado inflamatorio que se presenta en el surco
gingival siguiendo un gradiente osmatico con los tejidos locales. Fue descrito
primero por Serres en 1817 y posteriormente por Black en 1920, pero fue hasta
1952 cuando con los trabajos de Waerhaug y posteriormente las investigaciones de
Brill le atribuyeron una importancia real al fluido crevicular mediante estudios
inmunoelectroforéticos (Brill, 1960). La cantidad de fluido aumenta directamente con
el estimulo de la masticacion de alimentos firmes o duros, con el cepillado dental, el
masaje gingival, condiciones fisioldgicas como la ovulacién y el embarazo, la ingesta
de algunas drogas y la inflamacion gingival.

Las caracteristicas y composicion del fluido crevicular se empezaron a estudiar al
considerarlo  importante como indicador del .estado de salud/enfermedad
periodontal, debido a su capacidad para reflejar la respuesta celular en los tejidos
periodontales mediante los componentes séricos y del fluido gingival. Por esto
mismo, el fluido crevicular se considera un instrumento no invasivo para el
diagnostico y pronostico de la periodontitis, basado en las caracteristicas
volumétricas y en los perfiles enziméaticos, protedmicos y de citocinas. El analisis
protedmico del fluido crevicular ha identificado la presencia de 230 proteinas en el
fluido gingival crevicular en diferentes condiciones periodontales, presentando
marcadas diferencias, por lo que el conocimiento del papel que desempefian las
proteinas durante la etiopatogenia de la enfermedad periodontal puede dar origen
a la determinacién de biomarcadores (Orban, 1969; Silva-Borghossian, 2013;
Baser, 2014; Buduneli, 2011). En 1980, Shapiro estudié las concentraciones de
proteinas en el fluido del exudado gingival en casos con inflamacién minima y
severa, donde los resultados de comparacion entre los dos grupos no mostraron
diferencias significativas. Ya que las concentraciones totales de proteinas no
parecen reflejar con precision el estado clinico de inflamacion gingival, sugiere el

estudio de componentes especificos de la molécula proteica (Shapiro, 1980)

En una serie de experimentos se comprobé la idea de que el fluido intersticial

penetraba al surco gingival a través de su pared epitelial, demostrando que el



material marcado, fluoresceina sodica, administrado parenteral o per oralmente se

podia recolectar del surco gingival y no de otros epitelios orales (Brill, 1962).

El fluido crevicular esta constituido por: a)Electrolitos: sodio, potasio, calcio, fosfato
y magnesio; b) Glucosa-hexosamina y acido hexurénico; c) Proteinas: IgG, IgA,
IgM, IL-1, C3, C4,albumina, fibrinbgeno(plasma). Dentro de las proteinas
encontramos el grupo de enzimas como la fosfatasa acida, beta-glucuronidasa,
lisozima, catepsina D, proteasas, fosfatasa alcalina y dehidrogenasa lactica; d)
Productos metabdlicos y bacterianos: acido lactico, urea, sustancias citotoxicas
hidroxiprolina, endotoxinas, sulfuro de hidrégeno y e) Células: PMN, linfocitos,

monocitos, epiteliales y bacterias (Cimasoni,1983; Subbarao,2019).

Como se menciond anteriormente el fluido crevicular se ha estudiado desde hace
muchos afios como elemento de ayuda en el diagnéstico de la enfermedad gingival
en estudios cuantitativos de electrolitos en fluido. crevicular, observando que la
concentracion de sodio en fluido crevicular tiene valores similares al suero y que
bajan con la inflamacién. Asi mismo, se reportd el incremento de los valores del
potasio con la inflamacion, el cual tiene niveles mas altos que en el suero y su
maxima concentracion se presenta hacia el mediodia, asi como el incremento en
los niveles de calcio con la'inflamacion moderada. De acuerdo con Krasse y
Egelberg (1962) el radio sodio-potasio del fluido crevicular de bolsas inflamadas se

incrementa hasta dos veces en relacion al fluido de surcos sanos. (Mukherjee,1983)

Cimasonni (1983) concluye en su estudio que en pacientes con periodontitis severa,
los valores de sodio tienden a ser bajos, mientras que los de potasio son

significativamente mayores.

Una correlacion negativa y estadisticamente significativa fue encontrada entre los
valores del radio de sodio-potasio en el fluido crevicular y la profundidad media de
las bolsas periodontales. El calcio contenido en el exudado crevicular no muestra
correlacién significativa con parametros como el indice de calculo, profundidad de

la bolsa y porcentaje de pérdida 6sea (Bang,J.,1973).



La formacién del fluido crevicular gingival inicia mediante el estimulo por la
presencia de macromoléculas bacterianas, ya sean toxinas (endotoxinas y
amoniaco) o enzimas como hialuronidasa y colagenasa que alteran el epitelio del
surco, la lamina basal y el tejido conjuntivo subyacente constituyendo un gradiente
osmotico a nivel de la lamina basal. Las membranas basales de la encia humana
encontradas en las uniones dento-epitelial, epitelio-tejido conjuntivo y endotelio-
tejido conjuntivo, donde estan adheridas de manera importante y funcionan como
filtro. El epitelio de unién presenta una permeabilidad aumentada en relacién a los otros
epitelios gingivales debido a que sus células presentan pocos desmosomas y algunas gap
junctions y que sus espacios intercelulares son mas amplios. (Schroedery Listgarten, 1997,
Hashimoto,1986).

La funcidon de defensa del epitelio de unién se basa en su capacidad de sefializacion de la
placa bacteriana patégena mediante la liberacion de moléculas que atacan las bacterias
como Porphyromona gingivalis y A. actinomicetemcomitans y sus productos y otras

moléculas que estimulan la quimiotaxis de neutréfilos. (Bosshardt, 2005).

Se ha observado in vitro que la permeabilidad de la ldmina basal del epitelio de
unién y de la membrana basal del epitelio del surco se incrementa por su
adelgazamiento o inclusive su perforacion debido a la capacidad de las proteinasas
derivadas de la placa y de la encia para degradar la colagena tipo IV, que es la
proteina estructural mas importante de las membranas basales. La degradacién fue
evaluada mediante el incremento de hidroxiprolina proveniente del sustrato
insoluble y examinando el patrén peptidico del residuo por electroforesis en gel de
poliacrilamida. Extractos salinos de especimenes de encia inflamada degradaron la
colagena de la membrana basal en una forma soluble y productos de degradacién
similares a los producidos por extractos de leucocitos humanos. El fluido crevicular
gingival recolectado de pacientes con Periodontitis del Adulto Severa también
digiri6 el sustrato pero el patron de degradacion fue diferente al de las muestras de
leucocitos y de extractos gingivales. El patron se asemejaba estrechamente al
producido por los extractos de placa bacteriana.  Un tercer tipo de escision se
observo en la incubacion de colagenasa del Clostridium hisolyticum con colagena

de membrana basal. El fluido crevicular y los extractos de encia, leucocitos y placa



bacteriana también contenian gelatinasa y elastasa con actividades de tipo
enzimatica que anteriormente habian mostrado potencia en la degradacion de
membrana basal. Se concluyé que las enzimas capaces de degradar la colagena
de la membrana basal en gingivitis y enfermedad periodontal pueden originarse de
la placa bacteriana y de leucocitos humanos. Consideraron que las enzimas
mayormente responsables son la gelatinasa y la elastasa mas que colagenasas
especificas (Veli-Jukka, 1983; Veidal, 2011).

En base a estudios que sugerian que la actividad de la elastasa leucocitaria en
exudados tisulares es un indicador de la enfermedad inflamatoria, se concluy6 que
la velocidad de flujo y la actividad de elastasa del fluido gingival parecen ser los
indicadores relacionados con la inflamacién pero la velocidad de flujo del fluido
gingival puede ser mas sensitiva en las cambios inflamatorios iniciales conduciendo

a una gingivitis moderada (Darany, 1992).

Los estudios sobre la composicién del fluido crevicular contribuyen a que se
comprenda mejor el significado de las variaciones de sus componentes, pues las
concentraciones de proteinas y enzimas son tipicas de la inflamacion. Los
metabolitos del acido araquidonico (PGE?2), citoquinas (interleucinas Ip, la e IL6),
colagenasas, catepsinas y  proteasas neutrales, [-glucuronidasa, aspartato
aminotransferasa y fosfatasa alcalina son marcadores presentes en el fluido
crevicular que pueden utilizarse como indicadores para un diagndstico rapido de la
actividad inflamatoria -destructiva de la enfermedad periodontal (Bowers, 1989;
Raed, 2014).

El mayor .interés se ha enfocado en la PGE2, B-glucoronidasa y elastasa,
marcadores de enzimas lisosomales liberadas por neutréfilos; el aspartato
aminotransferasa es una enzima indicativa de necrosis celular. El analisis de los
datos conduce hacia un numero de conclusiones en relacion al potencial diagndstico
significativo del fluido crevicular gingival: 1) una respuesta inflamatoria exuberante
del hospedador estd asociada con la enfermedad progresiva en pacientes con
periodontitis; 2) la coleccion de fluido crevicular gingival usando pequefas tiras

precortadas es una técnica de coleccién reproducible y factible; 3) la cantidad total



de un mediador y la no concentracion del mediador en la muestra de fluido crevicular
gingival puede ser reportada cuando muestras cronometradas son recolectadas y
4) existencia de tecnologia para pruebas base de diagndstico del fluido crevicular
gingival para realizarse en el consultorio y proveer al clinico de significados
cuantitativos mejorados para evaluar al paciente y ofrecer criterios especificos para

evaluar la efectividad del tratamiento (Lamster, 1997).

La naturaleza dindmica de los epitelios del surco y de unién, asi como la
permeabilidad de la lamina basal, permiten la salida de este exudado inflamatorio
hacia el surco gingival. De acuerdo a datos hidraulicos y de coloides osmoticos, el
gradiente de presion Starling favorece la filtracion del intersticio gingival al espacio
del surco, la cual es una condicién opuesta a la observada en la encia sana, donde
no hay filtracion de fluido (Del Fabro, 2001).

Se ha demostrado la migracion selectiva de los leucocitos polimorfonucleares a
través del epitelio de unién. Esta migracion de neutréfilos hacia sitios de infecciones
en la mucosa se debe a la produccidén de citoquinas quimiotacticas dentro del
epitelio y a la expresion de moléculas de adhesion. De cualquier modo, es conocido
gue los mecanismos involucrados en estos procesos clave se dirigen hacia el control
de la placa bacteriana subgingival. En un estudio, los autores describen la expresion
de células positivas de IL-8 m RNA y el establecimiento de un gradiente de
receptores intercelulares de molécula de adhesiéon-1 (ICAM-1) dentro del epitelio de
union de la encia clinicamente sana. La expresion de ICAM-1 e IL-8 fue
topograficamente asociada al area de migracién de PMN, o sea, el epitelio de union.
Se incrementaron los niveles de expresion de ICAM-1 desde las células basales
hacia la superficie del epitelio de unidn y asi hacia las areas expuestas a los desafios
bacterianos. Las células positivas de IL-8 m RNA también se presentan en alta
densidad en las capas mas superficiales del epitelio de unién. La combinacién de
estimulo haptotactico, resultante de la interaccion de receptores integrina2 de PMN
con el gradiente de expresién ICAM-1 y la presencia de células positivas de IL-8
MRNA consistente con el establecimiento de una discreta fuente quimiotactica de

PMN, puede jugar un importante papel fisiolégico para hacer mas eficiente la ruta



de los PMN hacia el surco gingival. Este proceso contribuye al mantenimiento del
equilibrio local hospedador-parasito y a la limitacibn de PMN asociados al dafo
tisular (Tonetti, 1998).

En cuanto a la Periodicidad circadiana se considera que existe un aumento gradual
del flujo entre las 6 a.m. y las 10 p.m. decreciendo después de esa hora. Sin
embargo, existe una informacion relativamente limitada en relacion a cuando esta
sujeto el fluido crevicular gingival a la periodicidad circadiana. Sevim Ginday y
colaboradores (2014), estudiaron las posibles variaciones volumétricas diurnas del
fluido crevicular con intervalos de cada 2 horas entre las 8:00 y las 18:00 horas, en
600 muestras de fluido crevicular gingival. No pudieron detectarse diferencias
diurnas significativas en el fluido crevicular, sugiriendo que las variaciones del
tiempo del dia no tienen impacto en el volumen del fluido crevicular gingival y
concluyen que en su metodologia de muestreo no hay un aparente impacto entre la

periodicidad circadiana y el fluido crevicular gingival.

En la mayoria de los estudios de analisis de los componentes del fluido crevicular
obtienenido mediante tiras de papel absorvente Periopaper®, se utiliza el Periotron,
gue es un instrumento que cuantifica volumentes de submicrolitros de las muestras
del fluido en las tiras de papel. Se hizo una revision sobre tres modelos de Periotron
y, en el caso del ultimo, el Periotrén 8000 funciona bajo el principio de condensacion
midiendo la capacidad eléctrica de la tira de papel absorvente humedecido entre las
mordazas del instrumento. EI campo eléctrico creado por las cargas de oposicion
en las mordazas induce la polaridad de las moléculas, lo que reduce la diferencia
de potencial entre las placas y aumenta la capacidad. Asi, mientras mayor sea la
cantidad de moléculas polares entre las placas del Periotrén, mayor es la capacidad
y las puntuaciones del Periotron. También los volumenes desconocidos de fluidos
absorbidos en las tiras de papel pueden determinarse mediante graficos de
calibracion construidos mediante cantidades de fluidos medidos con precision. Esto
se realiza mediante el software que contiene una base de datos de fluidos
conocidos y un grafico de calibracion en un rango de volumen de 0-0,7 ul en

incrementos de 0,1 ul trazados usando los valores de esta base de datos se puede



usar posteriormente para cuantificar volimenes desconocidos aplicados en un
papel de filtro. Las puntuaciones del Periotron se convierten en microlitros mediante
el programa MLCONVRT (Ciantar y Caruana,1998).

Principios de Ortopedia Funcional

Ortopedia, etimologicamente deriva de orto y el gr. maudeia, educacion, en el sentido
de correccion corporal. También el diccionario, la define como parte de la medicina
gue se ocupa de prevenir o corregir de forma mecanica o quirdrgica las
deformaciones del cuerpo, especialmente de los huesos y los musculos. (Real
Academia Espafiola (2014). (Oceano Uno, 1994)

Las maloclusiones en México ocupan el tercer lugar de-prevalencia dentro de las
patologias bucodentales, constituyendo un problema de salud publica que impacta
en la funcion y la estética, estando relacionada con factores étnicos y culturales
(Mendoza,L.,2014)

Los factores de riesgo asociados a las maloclusiones son: genéticos, la alteracion
de espacios interproximales y pérdida dental prematura por caries impactando en el
desarrollo de las denticiones primaria y permanente y habitos perniciosos, dentro
de los cuales se ha observado que la postura corporal influye en la presencia de
malposiciones, y éstas a su vez, repercuten en las funciones de masticacion, de la
articulacion témporomandibular y de la columna vertebral (Aguilar y Taboada,
2013).

Originalmente la Ortopedia Funcional de los Maxilares (OFM) formaba parte de la
Ortodoncia, disciplina incluida dentro de la especialidad de Odontopediatria, sin
embargo se ha constituido como especialidad debido a la variedad de nuevas
tecnologias y como una opcion clinica de tratamiento basada en la rehabilitacion
neuro-oclusal desarrollada por Pedro Planas. Por lo tanto, la Ortopedia Funcional
como especialidad odontolégica, previene, controla y trata las alteraciones del
crecimiento y desarrollo de los maxilares, teniendo como objetivo lograr equilibrio y

armonia oclusal para una eficiencia masticatoria dada por el sistema



estogmatognatico, conformado por 5 estructuras: los dientes y sus tejidos
periodontales de soporte, musculos masticatorios y de la cabeza y cuello, maxila,
mandibula y huesos del crdneo y la cara, ligamentos y Articulacion
Témporomandibular y los componentes del sistema vascular nervioso y linfatico.
(Simbes,W.,2004)a

Cabe mencionar que dentro de la rehabilitacion neuro-oclusal se considera el biotipo
del paciente de manera importante para el diagnostico y prondstico del paciente asi
como la seleccion del tratamiento ya que, las caracteristicas genéticas e inmutables
del individuo determinaran diferencias en cuanto a la evolucion de su padecimiento
0 perturbacion y consecuentemente en la respuesta al tratamiento (Planas, P.,
1997).

En general, esta terapéutica se fundamenta en aparatos ortopédicos funcionales
que cambian la memoria muscular y mediante las inserciones de las matrices
funcionales de tejidos blandos, es decir, musculos, aponeurosis, ligamentos,

arterias, venas, fibras neurales, etc., inducen el remodelado 6seo (Moss, 1997).

Desde hace muchos afios se ha reconocido la influencia de la funcion de los
musculos masticadores sobre la morfologia y formacion 0seas. Se considera que el
cambio en la posicion 0sea dentro del sistema muscular conduce a una
restructuracion de la distribucion del estrés y la reorganizacion de la forma y la
estructura interna. En'un estudio realizado en monos se observo que la alteracion
cronica o continua de la posicion mandibular dentro del ambiente neuromuscular,
produce .un remodelado condilar extenso y cambios en el tamafio mandibular.
Periodos cortos de hiperactividad inducida en los musculos masetero y temporal se
asociaron a sintomas de maloclusion. El exceso de actividad en el musculo temporal
puede interferir con el remodelado 6seo, mientras que menores niveles de actividad

favorecen el remodelado 6seo (Woodside y col., 1983).

El tratamiento ortopédico funcional actia estimulando el sistema nervioso central
mediante los propioceptores y terminaciones nerviosas libres del ligamento

periodontal, llevando a cabo la transducciébn Osea, -que consiste en la
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transformacién de un estimulo fisico-mecanico en un estimulo y respuesta biolégica-
basada en la generacion de un proceso inflamatorio leve y continuo, estimulando
los muUsculos masticadores: masetero, pterigoideos laterales, medios en internos
modificando la posicion mandibular y de la cabeza aplicando los principios de la

ortopedia funcional. (Simdes,W.,2004)b

El ligamento periodontal es un tejido conjuntivo especializado que articula el diente
con el hueso alveolar. Esta constituido por una sustancia fundamental de
proteoglucanos y glucoproteinas, un sistema de fibras colagenas tipo IlIl, VII,
elasticas, oxitalan y eluanina, células formativas (fibroblastos, cementoblastos,
osteoblastos y mesenquimatosas indiferenciadas), resortivas (cementoclastos vy
osteoclastos), vasos sanguineos y linfaticos, terminaciones nerviosas libres

amielinicas C y mielinicas Ad (Garant, 2003).

Las uniones gap intercelulares permiten a las células 0seas realizar la transmision
intercelular de la informacién de la matriz funcional del periostio después de su
mecanotransduccion intracelular inicial. Ademas, las uniones gap, como sinapsis
eléctricas,determinan la base de la organizacion del tejido 6seo como una red
celular conectada, por lo que todos los procesos de adaptaciéon de hueso son
multicelulares. Las caracteristicas estructurales y operativas de este tipo de redes
bioldgicas estan definidas y los atributos especificos de las células 6seas descritos.
El hueso se sintoniza con las frecuencias de la actividad de los musculos
esqueléticos. Los mecanismos intra e intercelulares de las células éseas y los
procesos de mecanotransduccién y la organizacion de hueso como una red celular
biolégica conectada permite la revision de la hipétesis de matriz funcional, que
establece que el efecto que causa inicialmente el estimulo de la contraccion
muscular determina en el hueso la respuesta del tratamiento de acuerdo al biotipo
del paciente (Moss,1997).

Excitacion Neural.
Los aparatos ortopédicos funcionales estimulan la excitacion neural de
articulaciones, mucosa, periostio, periodonto y musculos con un adecuado patrén

de intensidad, tiempo y calidad para aprovechar la velocidad de conduccion del
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impulso nervioso. El estimulo neural de diferentes zonas del sistema
estogmatognatico cambia la posicion mandibular, la postura y el tono
neuromuscular que es un elemento fundamental para el remodelado 6seo.Las
técnicas ortopédicas funcionales como la de W. Balters (Bionator), R. Frankel
(Regulador de Funcién), Pedro Planas (Pistas de rodaje), H. P. Bimler (Modelador
Elastico) asi como W. Simdes (Network’s) aplican el principio de la excitacion neural
enfatizando el estimulo en diferentes estructuras aplicando una intensidad distinta
de acuerdo a la actividad de cada region del sistema estogmatognatico para cambiar
la posicibn mandibular hacia una posicion terapéutica modulando la actividad
muscular, la cual impacta de manera directa en el modelado 6&seo
(Simbes,W.,2004)b

Cambio de Postura.

La postura y el movimiento dependen del sistema neuromuscular mediante reflejos,
estimulos propioceptivos y mecanismos sensoriales que también regulan las
funciones de masticacion, respiracion, deglucién y fonacion. La relacion postural
correcta presenta un espacio entre la mandibula y la maxila de tal modo que no hay
contacto dentario. Esta posicion de reposo se da gracias al equilibrio muscular
controlado por los musculos de apertura y cierre respondiendo a reflejos
antigravitacionales y miotacticos de conduccion nerviosa de aferencia y eferencia.
Cuando no hay una relacion postural correcta, los aparatos ortopédicos inducen a
un mayor contacto incisivo causando la modificacion en la postura mandibular

estimulando la excitacion neural. (Simdes,W.,2004)b

Cambio de Postura Terapéutico.

Esta basado en la posicibn mandibular de reposo debido a que la sensibilidad
estatica aumenta y los propioceptores proporcionan mayor informacion al SNC. El
cambio de postura terapéutico esta dentro de los limites fisiologicos individuales y
de acuerdo a lo publicado por Simdes tiene un resultado mas rapido si se logra el
contacto incisivo, es decir, esta dirigido al cambio de la postura mandibular mediante

la obtencién del contacto incisivo en Determinada Area, esto es, el contacto en el
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tercio incisal palatino y vestibular entre los incisivos superiores e inferiores

respectivamente. Fig. 1(Simdes, 1983)

Fig. 1 El cambio de postura terapéutico puede ser horizontal y vertical. En el primero, la anatomia individual del
paciente da referencias, pero en el vertical es muy importante lograr el contacto.en DA, para obtener resultados
mas rapidos.

El cambio de postura terapéutico tiene distintas indicaciones posturales de acuerdo
a Bimler, Balters y Frénkel y Planas. Las caracteristicas principales del tratamientro
ortopédico funcional son tres fundamentalmente: 1) que el soporte dentario de los
aparatos no es indispensable y tienen retencion bimaxilar, por lo que pueden estar
sueltos dentro de la cavidad bucal; 2) el tratamiento precoz es mas exitoso puesto
gue hay mejor respuesta neuromuscular y 6sea mientras mas joven sea el individuo
y 3) disminuyen la necesidad de extracciones dentales, dependiendo naturalmente
de cada caso. (Simdes,W.,2004)b

Remodelado Oseo

Normalmente, ‘el esqueleto esta en remodelacién constante y cada ciclo de
remodelado éseo tiene una duracion entre 3 y 9 meses completandose cada 10
afios. Es mas activo en hueso trabecular que cortical y participan en este proceso
los osteoclastos, osteoblastos y osteocitos para preservar la masa Osea. El
modelado 6seo se lleva a cabo durante la formacion 6sea y a diferencia del
remodelado no presenta una fase previa de desmineralizacion. El ciclo de la
remodelacion implica una fase previa de resorcion previa a la aposicion 6sea
integrandose las unidades de formacién 6éseas, las cuales contribuyen al

mantenimiento de las propiedades mecéanicas del hueso y del equilibrio mineral del
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calcio y fésforo. En la formacion 6sea una vez depositado el osteoide, inicia la fase
rapida de mineralizacion entre 5y 10 dias teniendo un limite maximo de 3 meses,
mientras que la segunda fase mineralizante es mas lenta y gradual llevando meses
o hasta afios. (Bala, Y.,2010)

El ciclo de remodelacidén dsea tiene practicamente 2 fases: la de reabsorcion, con
una duracién aproximada de 3 semanasy la de aposicidén o formacion que se realiza
aproximadamente de 3 a 4 meses. Ante un estimulo mecéanico se estimula la
respuesta de una unidad de remodelacion 6sea que migra hacia la superficie del
hueso a una velocidad de 25um/dia. El proceso de remodelado inicia con la fase de
activacion donde las células bordeantes se retraen y se degrada la superficie del
hueso atrayendo a los preosteoclastos. Sigue la fase de reabsorcion en la que los
preosteoclastos fusionados dan origen a los osteoclastos que degradan la matriz
O0sea dejando la laguna de Howship. Posteriormente en la fase de inversion los
osteoclastos se sustituyen por macrofagos que depositan la linea cementante que
separa el hueso viejo del nuevo e inicia la aposicion de cementoide por los
osteoblastos, el cual posteriormente se mineraliza y asi continla hasta formar la
unidad basica estructural u osteona constituyendo la fase de formacion. En el control
central y periférico del remodelado 6seo hay tres vias principales: 1) la regulacién
neruronal que controla el ' Sistema Nervioso Simpatico; 2) la regulacion
neuroendocrina hipotalamica que actia sobre la hipofisis liberando las hormonas
liberadora de gonadotropina, luteinizante, foliculo estimulante, oxitocina, del
crecimiento,etc. y 3) la secresion de péptidos hipotalamicos (CART y neuropéptido

Y) que acttan directamente sobre el hueso (Levasseur, R., 2019)

Dentro de las caracteristicas de la biologia 6sea normal la masa 6sea maxima se
presenta alrededor de los 30 afios y esta condicionado por factores hormonales, el
ejercicio fisico, aspectos nuctricionales y genéticos como la raza y el género. La
remodelacion 6sea es una funcién del hueso para repararlo o como respuesta a
efectos mecanicos que efectian una redistribucion del mismo y participa en la
aportacion de calcio a la circulacion, siendo este mecanismo indispensable en
inumerables procesos celulares. Los osteocitos son las células reguladoras de la

formacion 6sea por la liberacion de proteinas que estimulan la mineralizacién y de
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la resorcion ésea estimulando el preosteblasto, conduciendo a la produccion,
liberacion y expresion de citoquinas activadoras del osteoclasto como las
interleucinas 1 (IL-1) y 6 (IL-6), OPG, Yy ligando del receptor del activador del factor
nuclear kB (RANKL). La OPG se une a RANKL evitando su uniéon con RANK
inhibiendo la funcion del osteoclasto. (Weber,T.J.,2017).

El remodelado 6seo durante el movimiento dentario generado por tratamientos
ortodonticos y ortopédicos requiere el acoplamiento de las fases de resorcion 'y
aposicion 6seas controlados por sefializadores celulares paracrinos y endocrinos

fundamentalmente (Moreno, J., 2016).

La informacion celular del exterior es recibida por proteinas de superficie o
receptores. Existe un grupo de proteinas de sefalizacion determinadas
genéticamente que interactian con receptores especificos para estimular la
respuesta celular. Estas proteinas de sefializacion o ligandos de receptores, activan
o inhiben los receptores celulares y estan tipificadas como hormonas,
neurotransmisores, citoquinas y factores.de crecimiento. El remodelado 6seo esta
regulado por una serie de factores sistémicos y locales. Entre los primeros, un papel
principal es interpretado por las hormonas, como la hormona paratiroidea,
metabolitos de la vitamina D, los estrégenos, la calcitonina y los glucocorticoides.
Entre los locales, hay varios factores de crecimiento, (factor estimulante de colonias,
factor de crecimiento transformador B, factor de crecimiento derivado de plaquetas,
factor de crecimiento de fibroblastos 1, proteina morfogenética 6sea, y el factor de
crecimiento similar a la insulina 1 de macrofagos) asi como el receptor de la
osteoprotegerina activador del sistema ligando B factor nuclear k y la esclerostina,
juegan una funcion primordial. Las fases de remodelacion pueden ser evaluados
por_la histomorfometria estatica y dindmica. Ademas es importante el estimulo

generado por la actividad fisica y el estrés mecanico (Bonucci y Ballanti, 2014).

El acoplamiento celular del remodelado 6seo esta controlado principalmente por un
balance entre la vinculacion RANK-RANKL vy la produccién de osteoprogeterina

(OPG). Entre las citoquinas que participan en el acoplamiento del remodelado 6seo,
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el factor RANKL es esencial para la formacién, fusion, activacion y sobrevivencia

osteocléstica conduciendo a la resorcion y pérdida 6sea. (Vega Damaris,2007).

La OPG codificada por un gen situado en el cromosoma 8g23-24, tiene varias
funciones: actla como receptor neutralizante soluble, inhibiendo las etapas
terminales de la diferenciaciéon y supresion de los osteoclastos, induciendo a la
apoptosis. También varios ligandos de OPG pueden facilitar la supervivencia,
movilidad y proliferacion celular. Esté relacionada con diferentes areas de a biologia

vascular, 6sea, inmune y de tumores. (Marc Baud’huin y col, 2013).

Estudios experimentales han demostrado que RANKL es expresado por los
osteoblastos y células madre de la médula 6sea, mientras que el receptor RANK es
expresado por los preosteoclastos y otras células de este linaje. La interaccion
RANK- RANKL estimula la formacién y diferenciacion osteoclastica mediante la
activacion de varios factores de transcripcion que regulan la osteoclastogénesis. La
osteoprogeterina es expresada por los osteoblastos y actia como un correceptor
gue compite con RANKL para RANK. Esta interaccién inhibe la proliferacion y
diferenciacion osteoclastica que consecuentemente inhibe la resorcion 6sea La
actividad de los osteoclastos esta regulada por varias citoquinas, incluyendo IL-1, 6
y 11, factores estimuladores de colonias y hormonas calciotropicas como la

hormona paratiroidea, calcitonina y la dihidroxivitamina Dz (Vega, 2007).

El ligando del activador receptor de factor nuclear kappa B (RANKL), que es un
factor critico de diferenciacion osteoclastica, esta expresado en linfocitos T en la
enfermedad periodontal humana, determinado por analisis inmunohistoquimicos. La
interferencia con RANKL por la administracion sistémica de osteoprogeterina
(OPG), receptor sefiuelo e inhibidor de RANKL, condujo a la anulacion de la
resorcion 6sea periodontal en el modelo de rata. Este hallazgo indicé que la
resorcion 0sea mediada por células T es dependiente del ligando RANK. En otros
experimentos, tratamientos de células T de ratas transferidas con Kaliotoxina, un
veneno de escorpion inhibidor de canales de calcio, deprimid la expresion de
RANKL en células T, disminuyendo la induccién de la osteoclastogénesis

dependiente de RANKL, y la suspension de la resorcion 6sea, implicando un papel
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importante en la respuesta inmune-expresion de RANKL en osteoclastogénesis y
resorcion 0sea. En otros experimentos, la transferencia adoptiva de un antigeno
especifico, la expresidbn de RANKL en células B e infeccion con el antigeno de
Actinobacillus actinomycetemcomitans elevan la resorcibn dsea periodontal,
indicando que las células B también tienen la capacidad de mediar la resorcién
O0sea, probablemente mediante la expresion de RANKL. En humanos ha sido
identificado el predominio de linfocitos T en la enfermedad periodontal y los tejidos
periodontales mostraron elevadas expresiones de RANKL mRNA codificante para
la expresion de OPG mRNA. Células mononucleares de lesiones periodontales
incluyendo células T y B de pacientes indujeron osteoclastogénesis in vitro. Como
se menciond anteriormente, el remodelado 6seo en los vertebrados, es el proceso
gue mantiene una masa 6sea constante mediante el acoplamiento entre las células
formadoras de hueso, los osteoblastos y las células resortivas de hueso, los
osteoclastos. Se ha sugerido que el ligando RANK esta involucrado en el
remodelado 6seo tanto durante los movimientos ortodonticos como en la resorcion
Osea inflamatoria en la enfermedad periodontal. La inmunidad mediada por linfocitos
T cooperadores (CD4+) es un importante brazo de adaptacion de la respuesta
inmune. Estas células pueden diferenciarse en dos subgrupos mayores de células
efectoras T: las células cooperadoras tipo 1 responsables de la inmunidad mediada
por células, y las células cooperadoras tipo 2 que ayudan para la sintesis de
anticuerpos (Taubman, et-al, 2005). Se ha demostrado que ambos tipos celulares
estan involucrados enla respuesta inmune celular hacia las bacterias en pacientes
con enfermedad periodontal (Kawai, et al, 2000).

Las fuerzas de compresion y tension aplicadas durante el tratamiento ortoddntico
inducen una respuesta inflamatoria en los tejidos periodontales gingivales y de
soporte, generando modificacion de la matriz del tejido conjuntivo gingival y del
ligamento periodontal, activando la respuesta vascular y la liberacién de mediadores
de la inflamacién como IL 1, IL6 e IL8, prostaglandinas, citoquinas y factor de
necrosis tumoral, causando remodelado del cemento radicular y hueso alveolar
(Tyrovola, 2008).
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El Ligamento periodontal juega un papel primordial en las rutas de sefalizacion de
transduccion, que incluye la reparacion y recambio del cemento, ligamento y hueso
alveolar por la presencia de células formadoras que son: células mesenquimatosas
indiferenciadas, fibroblastos, cementoblastos, osteoblastos, osteocitos, condrocitos
y células de defensa. Dentro de las células resortivas estan los cementoclastos y
los osteoclastos. La tensidn generada en la matriz extraelular generada por los
movimientos ortodénticos causa un desplazamiento de fluidos hacia los canaliculos
del hueso alveolar, vasodilatacion en el ligamento, inflamacion aguda e inflamacion
mediada por nociceptores del dolor. ElI desplazamiento del fluido conduce a la
activacion fisiolégica de osteocitos, osteoblastos, células de revestimiento éseo,
células Osteoprogenitoras Yy fibroblastos. Los nociceptores de dolor estimulan las
neuronas del ligamento y secretan neurotransmisores-como la sustancia P y

péptido relacionado con el gen de la calcitonina (Wise, 2008 Henneman. S, 2008)

Estos neurotransmisores conjuntamente con la Prostaglandina E2 y otros factores
humorales causan vasodilatacién en el ligamento, lo que conduce a un incremento
en la migracion de células inmunes competentes por factores quimiotacticos como
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) producido por células
endoteliales y osteoblastos, el cual es esencial en la angiogénesis y el desarrollo
0seo. El remodelado de la matriz extracelular es seguido por la reorganizacion
citoesqueletal en osteoblastos, fosforilacion de proteinas celulares como quinasas
reguladas por sefializacion (ERK). Esto dispara la sefial de transduccion via
integrinas/fibronectina/kinasa. La comunicacion intercelular ocurre mediante
proteinas. gap junction. En el lado de presién se incrementan algunas
metaloproteinasas como la 3, 9, 13,1,8, generando un remodelado de colagena. La
PGE 2, COX 2y m RNA también se sobrerregulan. El factor estimulador de colonias
de macrofagos M-CSF, producido por los osteoblastos regulan la diferenciacion de
pre osteoclastos en osteoclastos. La interaccion de fuerzas de presiéon y tension
ortoddnticas desencadenan la actividad biologica de los elementos estructurales de
los tejidos periodontales, de tal modo que en el remodelado 6seo intervienen
citoquinas, factores de crecimiento, factores de transduccién, metaloproteinasas, P2

X4, células 6seas, fibroblastos, monocitos macréfagos, 6xido nitrico, membranas
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fosfolipidicas, y quimioquinas. Desde la perspectiva celular, todos los elementos
antes mencionados, se enfocan en el acoplamiento de osteoblastos y osteclastos
para el remodelado 6seo. La diferenciacion y funciones de los osteoclastos esta

derivada del RANKL producido por los osteoblastos (Nayak, et al, 2013).

Yamaguchi en su estudio donde observé tejido periodontal sujeto a fuerzas
ortodonticas concluyd que el sistema RNAK/RANKL/OPG juegan un papel
importante en el movimiento dentario ortodontico debido a su participacion.en la
formacion fisiologica osteoclastica (Yamaguchi, 2009). También concluyé que el
radio de presencia de RANK/OPG en fluido crevicular disminuye ‘con la edad
explicando el porqué el movimiento dental con los tratamientos de ortodoncia es

menor en adultos (Kawasaky, 2006).

Los osteocitos mantienen la integridad estructural 6sea y son células que juegan un
importante papel en el modelado y remodelado 6seo en el proceso de transduccion
Osea, el cual se inicia al percibir estimulos tensionales fisicos y responden
liberando mediadores quimicos como prostaglandinas, 6xido nitrico y glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (Buckwalter, 1987; De Baat, 2005).

Como se mencioné anteriormente, el movimiento dental desencadena una
respuesta inflamatoria que también esta regulada por fibras del sistema nervioso
simpatico. Actualmente se considera que los sistemas nervioso e inmune no son
entidades independientes una de la otra, y, hay evidencia de que el sistema nervioso
central no solo recibe mensajes del sistema inmune sino que también modula la

funcién inmune (Elenkov, 2000).

Los nervios simpaticos posganglionares se unen al nervio trigémino a nivel del
ganglio e inervan los dientes y las estructuras periodontales de soporte mediante
las ramas maxilar y mandibular del trigémino. La noradrenalina (NA) es el
neurotransmisor clasico en los nervios simpaticos perivasculares y su sintesis se
debe al efecto de la tirosina hidrosilasa que convierte la tirosina en
dihidroxifenilalanina (DOPA), y ésta como dopamina, se transforma en

noradrenalina por efecto de la enzima dopamina- hidroxilasa (DBH). El otro
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mediador de las terminales nerviosas simpaticas es el Neuropéptido Y (NY), el cual
es un neurotransmisor y neuromodulador del sistema nervioso central y del sistema
nervioso periférico.El efecto de los nervios simpaticos esta mediado por receptores
adrenérgicos, que son miembros de los receptores acoplados de dominio
transmembrana de la proteina G. Tanto la noradrenalina como el neuropéptido Y
comparten efecto vasoconstrictor, son factores angiogénicos potentes, comparables
con los factores de crecimiento fibroblastico y endotelial vascular. (Pons, et al,
2008).

Los osteoclastos son Unicos en cuanto a su capacidad de resorcién Osea; la
alteracion de la diferenciacion o funcién osteoclastica conduce a la pérdida de
cavidades de médula ésea, una condicién conocida con el término de osteopetrosis
(Miyamoto, 2013).

La actividad osteoclastica es sobrerregulada después de una inyeccion seriada de
factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) que estimula la movilizacion
hacia la periferia de las células madre hematopoyéticas periféricas. También fue
reportado que los osteoclastos estan involucrados en la regulacion de nichos de

Células madre hematopoyéticas (HSC) en la médula ésea (Miyamoto, 2013).

Durante la aplicacion de fuerza mecanica, se liberan citoquinas producidas por las
células Thl como el factor de crecimiento de colonias de macrofagos (M-CGF),
receptor activador del ligando del factor nuclear kappaf3 (RANKL), factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), (TNFR1) Y (TNFR2) inducen la osteclastogénesis, mientras
gue las IL-12, IL-18 e INFy tienen un efecto inhibidor (Kitaura,H.,2014).

En el ligamento periodontal las fuerzas de compresion y tension generan
variaciones en la expresion de OPG por la via de micro RNA 3198 (miR-3198), de
tal. modo que en la zona de presion se incrementa la presencia de miR-3198 que
reduce la expresion de OPG permitiendo asi la osteoclastogénesis estimulada por
RANKL. En la zona opuesta, la tension reduce niveles de miR-3198 sobreregulando
OPG (Kanzaki et al.,2019).
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BIOMARCADORES

El término de “biomarcador” o marcador biolégico, empezé a utilizarse en las
ciencias biolégicas a partir de la década de 1960, pero fue establecido formalmente
en el afio de 1987 por el Consejo Nacional de Investigacién de los Estados Unidos
(National Research Council, NRC) a través del Comité de Marcadores Biol6gicos.
Esta definicion considera como biomarcador a un evento (de estado conocido) que
puede usarse como guia para la evaluacion de sistemas biolégicos. Es decir, una
caracteristica de sefalizacion, en muestras o sistemas biolégicos que pueda ser
medida y evaluada objetivamente como un indicador de procesos bioldgicos
normales o patogeénicos (Schlenk, 1999).

Con el avance de la ciencia y la tecnologia, el desarrollo de-los instrumentos
médicos y la identificacion de los indicadores diagndsticos se han hecho mas
sofisticados y sensibles. Gracias al conocimiento de la gendmica humana, se puede
considerar que los nuevos biomarcadores se determinaran por el andlisis de
macromoléculas organicas como proteinas, acidos nucleicos, lipidos vy
carbohidratos que no solamente sean utiles-en el diagndstico de enfermedades,
sino que también ayuden a identificar la susceptibilidad de los individuos a algunos
padecimientos y su posible respuesta ante algunos procedimientos terapéuticos,
conformando lo que actualmente se conoce como Medicina y Cirugia Gendmica
Personalizada, en base a los resultados gendmicos obtenidos de cada uno de ellos
(Garcia, 2013).

Naturalmente, -.en la actualidad, el uso de biomarcadores en la practica de la
Medicina® Genomica Personalizada tiene limitaciones importantes pues exige la
realizacion de los andlisis del genoma del paciente, cuyo costo es elevado; también
la -identificacion de blancos protedmicos o genomicos (biomarcadores) de
susceptibilidad o resistencia para que puedan utilizarse clinicamente y que
desafortunadamente se conocen muy pocos; disefio y evaluaciéon de métodos de
identificacion de biomarcadores avalados y aprobados por instituciones de salud;
desarrollo de farmacos y terapias eficientes que tengan efecto sobre los blancos

terapéuticos (Brunicardi, 2011).
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Se han realizado estudios en saliva y fluido crevicular para detectar la presencia de
los biomarcadores clave que determinan el remodelado 6seo resultante de los
movimientos dentarios ortoddnticos. Sin embargo, la mayor atraccion del fluido
crevicular como un marcador diagnéstico es la naturaleza especifica del sitio de la
muestra. Este hecho conduce a investigaciones en laboratorio de los ingredientes
del fluido crevicular gingival para ser ligados a las valoraciones clinicas en el sitio

de coleccion de la muestra (Florez-Moreno, et al. 2013; Nishijima, et al 2006).

El Factor Estimulador de Colonias de Macréfagos (M-CSF) y el receptor activador
del ligando kappa B factor nuclear son citoquinas que juegan un papel crucial
induciendo osteoclastogénesis. La pérdida de M-CSF, RANKL y c-FOS, un factor
de transcripcion requerido para la osteoclastogénesis, via mutacién o disparador
genético en modelos animales, empareja la osteoclastogénesis y la formacién de

cavidades de la médula 6sea y el fenotipo osteopetrotrico (Bakiri, 2011).

En contraste, la Osteoprogeterina (OPG), un sefiuelo del receptor RANKL, que
inhibe la osteoclastogénesis es una proteina esencial en el recambio 6seo. Sin
embargo, hay otros ligandos de osteoprogeterina que tienen varias funciones
biolégicas. La osteoprogeterina puede promover la sobrevivencia celular, la
proliferacion celular y facilita la migracion mediante la union al Factor de Necrosis
Tumoral ligado a apoptosis, induciendo al ligando TRAIL, glucosaminoglucanos o
proteogluganos. Una gran cantidad de estudios in vitro, preclinicos y clinicos,
proveen evidencias de que OPG estéa involucrada en la biologia vascular, ésea,

inmunologicay tumoral (Baud'huin, et al, 2013).
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[ll. Hipotesis.

Las hipédtesis de trabajo para el andlisis de los biomarcadores de la resorcion y

remodelado 6seo RANKL y OPG fueron:

* Ho: La presencia de marcadores RANKL Y OPG manifiestan diferencia en

fluido crevicular durante el tratamiento ortopédico funcional.

* Ha: La presencia de marcadores RANKL Y OPG no manifiestan diferencia

en fluido crevicular durante el tratamiento ortopédico funcional.

IV. Objetivos.
Objetivo General.

Cuantificar el cambio de biomarcadores. del remodelado 6seo en fluido crevicular

en pacientes con tratamiento ortopédico funcional.
Objetivos Especificos.
1.- Evaluar la salud periodontal de los pacientes mediante sondeo.

2.- Registrar cantidad de RANK- RANKL (ligando activador del receptor del factor
nuclear kappa B enfluido crevicular alas 0, 24, 168 horas (7 dias) y 28 dias de

activar el aparato.

3.- Registrar cantidad de OPG (osteoprogeterina) en fluido crevicular, a las 0, 24,

168 horas (7 dias) y 28 dias de activar el aparato.
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V. Metodologia.

Tablal Definicién de Variables y Unidades de medida.

VARIABLE Definicion Tipo y escala de | Unidad de | Operacionalizacion
conceptual y | variable medida
operacional

Tiempo de uso | Periodo de | Cuantitativa 16 horas por dia | Categorias

del aparato presencia del N
aparato en la | Categorica
boca

RANK-RANKL Citoquina y su | Cuantitativa pmol/ml Picomol es una
ligando que medida de
inducen la cantidad de
diferenciacion y sustancia.Equivale
activacion a 1012 moles.El
osteoclastica mililitro es

submultiplo del
litro. Medida de
capacidad.

OPG Citoquina Dependiente pmol/ml Picomol es una
inhibidora de medida de
diferenciacion 'y cantidad de
activacion sustancia.
osteoclastica Equivale a 10-12

moles.El  mililitro
es submultiplo del
litro. Medida de
capacidad.

EDAD Tiempo de vida | Independiente afios Un afio consta de
transcurrido a 365 dias
partir del | Cuantitativa
nacimiento .

Discreta

GENERO Condicién sexual | Independiente Masculino
establecida
genéticamente Cualitativa Femenino

Nominal
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Prueba Piloto.
Se realizé prueba piloto con 2 pacientes voluntarios.
Se pesaron las tiras de papel absorvente Periopaper® antes y después de

introducirlo en el surco gingival mesial de los caninos superiores e inferiores durante

1 minuto.
0 horas Peso inicial Promedio Peso final Promedio
1 0.028¢g 0.031g
2 0.027¢g 0.030g
24 horas Peso inicial Promedio Peso final Promedio
1 0.029/0.027/0.035 0.030g 0.035/0.032/0.033 0.033g
2 0.035/0.021/0.026 0.027g 0.029/0.034/0.039 0.034g
168 horas Peso inicial Promedio Peso final Promedio
1 0.027/0.029/0.030 0.028g 0.034/0.033/0.034 0.033g
2 0.025/0.028/0.027 0.026g 0.032/0.029/0.025 0.028g
30 dias Peso incial Promedio Peso final Promedio
1 0.029/0.026/0.030 0.028g 0.033/0.030/0.038 0.033g
2 0.031/0.028/0.030 0.029g 0.031/0.029/0.036 0.032g

Los resultados de la prueba piloto no mostraron valores minimos de absorvancia

Tabla 2. Muestras de la Prueba Piloto.

detectados por Elisa.




Tamafio de muestra.
Se inici6 el estudio con 10 pacientes voluntarios de los cuales 2 se excluyeron por
padecer migrafia'y 1 por no presentar salud periodontal. Se eliminé un paciente que
no acudio a las citas de toma de muestras.

e Muestra: 6 pacientes

e Descripcion de las condiciones experimentales.

Medicion y Anlisis.
Previa autorizacion por parte de la autoridad de la Facultad de Medicina y del Comité

de Bioética, en el laboratorio de Investigacion de la FMUAQ se realiz6 la toma de

muestras y se recolecto la informacion.

Se realizdé Historia Clinica a los alumnos. participantes y se les entrego el
consentimiento informado donde se explica en qué consiste el estudio, la

recoleccion de los resultados y el compromiso de confidencialidad del proceso.

A los participantes se les realizo profilaxis, pulido dental y evaluacion periodontal
para incluir Unicamente los pacientes con buena salud periodontal y salud general.
Se dieron instrucciones sobre la técnica de cepillado Stillman Modificada y del uso

del hilo dental para la remocién adecuada de placa dentobacteriana.

Una vez seleccionados los participantes se les tomaron impresiones totales con
alginato de fraguado rapido para elaborar los aparatos ortopédicos con pistas planas

para iniciar el estudio.

La primera muestra se tomo antes de colocar el aparato y las siguientes a las 24
horas, 168 horas (7 dias) y 30 dias de activar el aparato, tanto para identificar
niveles de RANK-RANKL como de OPG.

Muestreo del fluido crevicular gingival.
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Las muestras fueron obtenidas de las caras mesiales de los caninos superiores e

inferiores. Los criterios de selecciéon de los sitios de la muestra son:

1) Profundidad de sondeo <2mm

2) Nivel de adherencia clinica < 1mm

3) Ausencia de sangrado al sondeo.
Las tiras de papel filtro Periopaper® se pesaron en la bascula de precision antes y
después de ser introducidas en el surco gingival. Las superficies dentarias de los
caninos fueron secadas y aisladas con rollos de algodoén. Las tiras de Periopaper®
se introdujeron gentilmente en el surco durante 2 minutos. Este procedimiento se
realizd con cuidado para evitar trauma mecéanico, ya que las tiras de papel

contaminadas con sangre se descartaron.

Se utilizé el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas TNFSF11 humano (Elisa)
kit (RANKL) (ab213841) disefiado para la medicion cuantitativa del TNFSF11
humano de cultivos celulares sobrenadantes, lisados celulares, tejidos

Homogenados, suero y plasma (heparina, EDTA).
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Flujograma de actividades

Se prepararon todos los reactivos, muestras y estdndares segun las instrucciones
del fabricante.

¢

Se agregaron 100 pl
de estandar o muestra a los pozos apropiados y se incub6 a 37 ° C
durante 90 minutos.

¢

Se desheché el contenido de la placa sin lavar los pozos. Se afiadieron 100 uL de
anticuerpo biotinilado en todos los pozos y se incub6 a 37 ° C durante 60 minutos.

¢

Se lavo cada pocillo tres veces con 300 pL 0.01M PBS (o TBS)

¢

Se agregaron100 pL de solucion de trabajo ABC. Incubara 37 ° C
durante 30 minutos.

¢

Se lavo cada pocillo cinco veces con 300 yL 0.01M PBS (o TBS). Se gregaron
90 uL de agente de revelado de color TMB preparado. Se incubaron a 37 ° C en
oscuridad durante 15-20 minutos.

¢

Se agregaron 100 pL de solucion de parada TMB y se leyo la densidad éptica
(OD) a 450 nm dentro de 30 minutos
e Microplaca 450nm

e Pipetas p/ 100ul y 300pl; tubos

e Buffer PBS o0 TBS 8.5g cloruro de sodio 1000 pl H20 destilada
1.4g Na2HPOa4
0.2g NaH2POa4 pH 7.2-7.6
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Tabla 3.

Dia0
Paciente Peso inicial Peso final
1 0.037/0.032/0.028 0.031/0.029/0.032
2 0.028/0.025/0.029 0.045/0.039/0.038
3 0.023/0.026/0.031 0.021/0.027/0.048
4 0.025/0.028/0.031 0.036/0.029/0.028
5 0.029/0.027/0.030 0.032/0.054/0.030
6 0.024/0.021/0.027 0.030/0.034/0.028
Tabla 4
Dia 1
Paciente Peso inicial Peso final
1 0.031/0.026/0.026 0.032/0.030/0.029
2 0.033/0.024/0.025 0.037/0.037/0.037
3 0.032/0.033/0.032 0.028/0.041/0.040
4 0.029/0.028/0.028 0.040/0.034/0.030
5 0.032/0.030/0.030 0.030/0.032/0.034
6 0.029/0.023/0.028 0.037/0.039/0.034
Tabla 5
Dia 7
Paciente Peso inicial Peso final
1 0.030 0.027/0.032/0.032
2 0.025/0.031/0.031 0.040/0.040/0.034
3 0.036/0.025/0.029 0.028/0.043/0.035
4 0.036/0.034/0.029 0.031/0.033/0.031
5 0.024/0.026/0.030 0.039/0.036/0.027
6 0.025/0.026/ 0.032/0.028/0.030
Tabla 6
Dia 30
Paciente Peso inicial Peso final
1 0.028/0.029/0.027 0.031/0.028/0.030
2 0.025/ 0.038/
3 0.031/ 0.037/0.037
4 0.028/0.024/0.027 0.035/0.035/0.035
5 0.029/0.029/0.025 0.029/0.033/0.035
6 0.026 0.030/0.032/0.028
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Después de 1 minuto se colocaron en 250 ul del buffer de dilucién y se guardaron a
4°C

Preparacién de reactivos.
1.- Separar 17 pozos de la placa.

2.- Sacar un std 10 ng

w 1 ml disolvente de la muestra

10 minutos TA mezclar
10,000 pg/ml

3.- anti RANKL biotinado
100 pl/pozo X 18 = 1,800 1:100

|
[/
s
2ml > 20 pl

1,980 ul buffer dilucién de anticuerpos
2ml

4.- ABC 100 pl/pozo

i
|
|
[
|
J

2ml ) 204l

1,980 pl buffer de dilucidn a

2mi
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5.- Estandares

1 2 3 4 5 6

2,500pg | 1250pg | 625pg | 312.5pg | 156.25pg | 78.125pg

10,000pg/ml 5,000pg/ml

AN

Se tomaron 500 ul + 500 ul buffer

+300

i\ | | | | |
| \ | | | |
300> L 3 & l & l L l L l

2,500 1,250 625 312 156 78

Se colocaron 300ul de buffer en cada uno.

Rank-L
PBS O TBS azul  amarillo
HRP/ TMP
PEROXIDASAS AUDIN-BIOTIN- PEROXIDASE

ab ab biotinilado

muestra
RANK-L ab
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1) PREPARAR REACTIVOS, MUESTRAS, STOL
2) 100 ml STOL O MUESTRA.
3) INCUBAR 37°C 90 MIN.
4) DESECAR EL CONTENIDO. NO LAVAR
5) AGREGAR 100 ml ab BIOTINADO
6) 37°C 60 MIN. / PRECALENTAR EL ABC. 96(300ml)(3)=864ml
7) LAVAR 3 VECES C/300mlI 00/M PBS O TBS
8) 100 ml, ABC INCUBAR 37°C 30 min. /precalentar el TMB
9) LAVAR CADA POZO C/ 300 ml PBS 96(300ml) =28.8 ml 100ml
10)90mI TMB INCUBAR 37°C 15-20 MIN EN LA OBSCURIDAD 3-3:30 LEER
11)100 ml TMB STOP SOLUTION
LEER 450 nm dentro de los 30 min.

1 bco OH martes (2) = 8 muestras
8 sld 1H +1 bco

24 H miércoles 8 stol

48 H jueves 17

72 h viernes.

Toda la informacion se registré en hoja de recoleccion para niveles de
RANKL .
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INDICE

Cronograma de actividades

Clinica Benjamin Moreno Pérez
Clinica de Periodoncia I
Integracion de expediente clinico

-

Clinica de Periodoncia I
Evaluacion periodontal
Toma de impresiones

-

Realizacion de aparatologia de ortopedia maxilar

-

Colocacién del aparato y toma de muestra del
Fluido Crevicular

Andlisis de muestras con kits de inmuno ensayd
de Elisa para RANKL y OPG

Se capturan los datos en la hoja de calculo EXCEL
de en las diferentes columnas y filas, de acuerdo
a nuestras variables para su posterior analisis
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VI. Resultados

Una vez realizada la recoleccion de las muestras y realizar el analisis de Elisa no
se observaron cambios de color en los pozos de las muestras. El color amarillo

indicaria la presencia de RANKL.

Las cantidades de fluido crevicular recolectado con las tiras de papel Periopaper®
se reflejan comparando el peso inicial y peso final de cada muestra en las tomas de

los dias 0,1,7 y 30. Tablas 3,4,5y 6 respectivamente.

Lecturas
Tabla 7. Lecturas
1 2 1 2

A bco 1to Abco 0.052 0.067 1TO

B Stl 2to B std1 4.172 0.062 270

C Std2 1724 C std2 2.801 0.065 1T 24h
D Std3 2T24 D std3 1.604 0.072 2T 24h
E 4 1T168 E std4 0.925 0.061 1T 168h
F 5 27168 F std5 0.537 0.061 2T 168h
G 6 1730 G std6 0.351 0.064 1T 30dias
H 7 2730 H std7 0.162 0.065 2T 30dias

Las coordenadas A-H de la columna 1 de la placa de ELISA indican la muestra
blanco (A1) y los estandes incluidos en el kit de RANK(B1-H1). Las concentraciones
obtenidas en esta curva indican el rango de concentracion que puede detectar el
ELISA .utilizado, sin embargo las muestras analizadas (columna 2 A-H) no
presentaron absorbancias que se encuentren dentro de la curva estandar. Es decir,
el valor de absorbancia minimo que el ELISA puede detectar es de 0.162 y las
muestras analizadas presentaron absorbancias entre 0.061 y 0.072 similares a las
absorbancias obtenidas en la muestra blanco, por lo tanto no nos es posible

cuantificar la cantidad de RANK en las muestras mediante esta técnica.

34



Las evidencias de los resultados del presente estudio sostienen la casi nula
presencia de biomarcadores de la resorcién 0sea durante el tratamiento ortopédico

funcional.

En base a los resultados obtenidos se rechaza la Hipo6tes nula.

Discusion.

En el presente estudio, se pretendio valorar la presencia en fluido crevicular gingival
de las citoquinas RANK-L y OPG relacionadas con la activacion y supresion de la
actividad osteoclastica durante el remodelado 6seo posteriormente a la colocacion

de Aparatologia Ortopédica Funcional.

Numerosas publicaciones en investigacion muestran el analisis del fluido crevicular
gingival como indicador de cambios en el tejido conjuntivo periodontal tanto en
casos de la Enfermedad Periodontal . Inflamatoria asociada al biofilm (Silva-
Boghossian y col.,2013), (Raed AlRowis, 2014), (Shuo Yang, 2019); en estudios
dirigidos en la busqueda de marcadores de la inflamacién como metaloproteinasas
principalmente MMP8 (Almehmadi,2018) , MPP 9 (Shuo Yang, 2019) y citoquinas
proinflamatorias para diagnostico predictivo (Stuti Gupta y col.,2018); en pacientes
con condiciones sistémicas. hormonales y enfermedad periodontal (Pinar Gimus y
col., 2013) ( Sorapan Smuthkochorny col., 2017) asi como el reflejo de la respuesta
de los tejidos peridontales de soporte ante los estimulos mecénicos de presion y
tensién generados durante los tratamientos de ortodoncia. (Yimei Zhang y col.,
2016) (Andrade; Taddei y Souza, 2012) (Cristiane Canavarro y col., 2012) (Livia
Nunes, 2017)

Ante la falta de reportes sobre la presencia del sistema clave del remodelado éseo,
RANK-L/OPG en fluido crevicular como respuesta al tratamiento de Ortopedia
Funcional, se consideraron los estudios de tratamientos de Ortodoncia como reflejo

de la presencia de las citoquinas del remodelado éseo ante las fuerzas de presiéon
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y tensién generadas en el ligamento periodontal durante los tratamientos
ortodonticos. (Nishijima,2006), (Kapoor y col., 2014).

La metodologia de este trabajo para identificar la presencia de las citoquinas
RANKL/OPG del remodelado éseo como respuesta a tratamiento ortopédico
funcional esta basado en el analisis del fluido crevicular con reactivos de ELISA. El
fluido crevicular gingival, es un exudado inflamatorio presente en el surco gingival
ante diferencias de gradientes de concentracién y se considera con sesibilidad
aceptable para la identificacion de diversos biomarcadores que reflejan estados
inflamatorios ante situaciones sistémicas de crecimiento, de enfermedad o incluso
de respuesta a tratamientos que estimulan los tejidos periodontales. (Caires Sobral

de Aguiar Mariana y col., 2017).

VII. Conclusiones.

Existen numerosas publicaciones que evidencian la presencia de las citoquinas
RANKL-OPG biomarcadores del remodelado 6seo en fluido crevicular como
respuesta a la aplicacién de fuerzas ortoddnticas, sin embargo, para el presente
estudio no se encontraron antecedentes de estos biomarcadores en fluido crevicular

como respuesta al tratamiento ortopédico funcional.

El tratamiento de Ortopedia Funcional se considera minimamente invasivo debido
a que se colocan en-los pacientes aparatos removibles mucodentosoportados y
actian por presencia, de tal modo que la activacién de los aparatos ejerce una
presién muy leve sobre los dientes, la cual es percibida por el ligamento periodontal
iniciando asi principalmente una respuesta inflamatoria leve y la transduccion hacia
los tejidos periodontales de soporte teniendo como consecuencia la estimulacion de
la circulacién periodontal y la liberacién de citoquinas y mediadores bioquimicos del
movimiento dentario como los neuropéptidos (primeros mensajeros) y calcio, AMPc

y GMPc (segundos mensajeros).

Este estudio pretendio identificar la presencia de las citoquinas RANKL y OPG, que

constituyen la unidad reguladora del remodelado 6seo, en fluido crevicular gingival
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como respuesta al tratamiento ortopédico funcional. Se utilizo para la identificacion
de las citoquinas el kit de ELISA (RANKL) (ab213841) disefiado para la medicion
cuantitativa del TNFSF11 humano. No se observé cambio de color amarillo para
identificar la presencia de RANKL, a pesar que clinicamente los voluntarios
mencionaron sentir la presencia de dolor leve después de activar el aparato y
percibieron cambio en la posicidon de algun diente. El tratamiento ortopédico
funcional al considerarse minimamente invasivo libera bajas expresiones de
citoquinas estimuladoras de la resorcion Gsea, la cual se realiza de manera muy
conservadora. Para estudios posteriores, seria recomendable tomar las muesras de
fluido crevicular del surco del diente que haya modificado su posicion de manera

notable.

La no evidencia de la presencia de estos biomarcadores del remodelado éseo en
las muestras recolectadas de fluido crevicular puede deberse a la corta duracion del
estudio, el cual fue de 1 mes para observar el comportamiento de las citoquinas
ante un ciclo del tratamiento y también a la baja concentracion de estas citoquinas
ante un proceso inflamatorio leve. Es valioso considerar el uso del Periotrén 8000
gue es el instrumento especial para la deteccion de concentraciones de las

citoquinas de interés en volumenes de décimas de pl.

En relacion a la sensibilidad biolégica de la prueba es <10pg/ml. El rango es
78pg/ml-5000 pg/ml por lo'que la probable baja presencia de biomarcadores en la
respuesta inflamatoria de este tratamiento minimamente invasivo no permitié que
se detectaran en este estudio.Otro punto importante es que por la naturaleza del
propio estudio,al no poder controlar totalmente las variables en cuanto al tempo de
duracién del aparato en boca por parte de los voluntarios esto constituye un sesgo
importante en cuanto a la efectividad del aparato. Esta situacion se refleja también
clinicamente en pacientes con tratamientos de ortopedia funcional donde el
resultado depende en gran medida de la colaboracion del paciente usando sus
aparatos por lo menos 16 horas al dia incluyendo la noche. La edad de los

voluntarios no representa un problema importante, aunque el hueso en los jovenes
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no es tan plastico como en los nifios en la etapa del recambio de denticiones, como

el tiempo de uso del aparato en boca.

No obstante, la falta de evidencia de los biomarcadores del remodelado 6seo en
fluido crevicular como respuesta al tratamiento ortopédico funcional, este es un
estudio que puede establecer las bases de otras investigaciones similares durante
mas tiempo de duracién pretendiendo estimular una respuesta inflamatoria. mas

duradera y sostenida considerando cubrir el periodo sigma 6seo.

Ante la falta de valores de absorvancia minima que ELISA pueda detectar y siendo
imposible cuantificar la cantidad de RANK en este estudio, por_causas técnicas y
ante la necesidad de equipo computarizado especializado (Periotron) los reactivos

para OPG no se emplearon, por lo que se utilizaran en estudios futuros.
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IX. ANEXOS

Anexo 1
Hoja de Recoleccion de datos Fecha
Nombre:
Edad:
Género
Niveles de RANK-RANKL en fluido crevicular
Diente 0 hr 1hr 24 hr 168 hrs 30 dias
13
23
33
43
Niveles de OPG en fluido crevicular
Diente 0 hr 1hr 24 hr 168 hrs 30 dias
(7 dias)
13
23
33
43

Anotaciones.
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Anexo 2

indice de O’Leary

Nombre:
Edad:
Género
Indice de O'Leary
|Indice primera consutta | % _| Fecha:
NERE 1|11i': B | & | T
[indice Ana | % | Fecha:
L
1] L] T
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Anexo 3

Ficha Periodontal

Nombre:

Edad:
Género
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