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ABREVIATURAS
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Ca: Calcio.
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IL-3: Interleucina 3.

IL-6: Interleucina 6.

IL-8: Interleucina 8.

LP: Ligamento periodontal.
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M2: Segundo molar superior.

M3: Tercer molar superior.
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ME: Metilencefalina.

MMP-1: Metaloproteinasa de la matriz extracelular 1.
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Metaloproteinasa de la matriz extracelular 11.
Metaloproteinasa de la matriz extracelular 13.
Metaloproteinasa de la matriz extracelular 14.
Metaloproteinasa de la matriz extracelular 15.
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MMPS: Metaloproteinasas de la matriz extracelular.

MPO: Mieloperoxidasa.
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TIMPS: Inhibidor de tejidos de metaloproteinasas.
TNFa: Factor de necrosis tumoral a.

UAC: Union amelocementaria.

VIP: Péptido intersticial vasoactivo.
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1. RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la influencia de la diabetes en el estrés
oxidativo, en la orientacion de las fibras del ligamento periodontal (LP) y en la expresion
de las metaloproteinasas (MMPS) 8 y 9 durante el movimiento dentario ortodoncico en
un modelo en ratas. Para ello, se colocd un aparato ortodoncico en 60 ratas Sprague-
Dawley y se dividieron aleatoriamente en 3 grupos (n=20): 1) Normoglicémicas, 2)
Diabéticas sin tratamiento y 3) Diabéticas tratadas con insulina. Las ratas fueron
sacrificadas a las 24, 48 y 72 horas, y a la semana de la activacion del aparato. En cada
uno de estos momentos en el tiempo, se cuantifico la actividad de la mieloperoxidasa
(MPO) y el malondialdehido (MDA) mediante espectrometria, el movimiento dentario
fue evaluado por micro-CT, la orientacion de las fibras del LP se evaluo a partir de su
tincion con hematoxilina-eosina y la expresion de las MMP-8 y MMP-9 se determino
mediante tincién inmunohistoquimica y un analisis semicuantitativo “H-Score”. A las 24
horas, la actividad de MPO fue significativamente mayor en las ratas diabéticas no
tratadas que en las normoglicémicas. A las 24 y 48 horas el nivel de MDA en las ratas
diabéticas no tratadas fue significativamente mayor que en las normoglicémicas y en las
ratas diabéticas tratadas con insulina. A las 72 horas y a la semana, las fibras del LP
estaban orientadas de forma significativamente mas irregular en las ratas diabéticas no
tratadas que en las normoglicémicas. En todos los momentos en el tiempo, la expresion
de MMP-8 y MMP-9 fue significativamente mayor en los dos grupos de animales
diabéticos que en el grupo normoglicémico. Tras el segundo dia, el movimiento dentario
fue significativamente mayor en las ratas diabéticas sin tratamiento que en las tratadas
con insulina y en las normoglicémicas. Por tanto, el estrés mecanico en las ratas diabéticas
sin tratamiento produce mas respuesta inflamatoria, estrés oxidativo, movimiento dental,
desorganizacion del LP y una mayor expresion de MMP-8 y MMP-9 que en las ratas
normoglicémicas. La insulina revierte en parte los efectos de la diabetes favoreciendo la

reorganizacion del LP.






2. INTRODUCCION

2.1. EL PERIODONTO

Los tejidos que rodean al diente o periodonto se componen de la encia, el ligamento
periodontal (LP), el cemento radicular y el hueso alveolar (Figura 1). Su funcion principal
consiste en unir el diente al tejido 6seo y en mantener la integridad en la superficie
masticatoria, por ello también es conocido como aparato de insercion. Estos tejidos de
sostén del diente constituyen una unidad de desarrollo biologica y funcional, en la que se
producen cambios con la edad y modificaciones de forma, en funcion de las alteraciones
funcionales y del medio al que se somete (Lindhe, Karring y Aragjo, 2017). Durante la
aplicacion de fuerzas ortodoncicas, se producen una serie de alteraciones en el periodonto
que van a variar en funcion de factores tales como, la magnitud de la fuerza, la direccion

o la duracion de esta (Thilander, Rygh y Reitan, 2017).
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Figura 1. Elementos que componen el periodonto. E: Encia, LP: ligamento periodontal, HAPD: hueso
alveolar propiamente dicho, CR: cemento radicular y HA: hueso o proceso alveolar. (Lindhe, Karring y

Aratijo 2017).

2.1.1. LA ENCIA

Distinguimos entre encia libre, que en condiciones de salud se encuentra en
contacto con el esmalte y entre 0,5-2 mm coronal a la unién amelocementaria (UAC); y
la encia insertada, que se encuentra unida a través de fibras de tejido conjuntivo tanto al
hueso como al cemento y se extiende desde la union mucogingival hacia la mucosa

alveolar (Thilander, Rygh y Reitan, 2017).



La encia estd compuesta principalmente de tejido conjuntivo, donde un 55-60% de
su volumen lo constituyen las fibras de colageno, sobre todo del tipo I y III (Schroeder y

Listgarten, 1997).

La unidad minima que constituye las fibras de colageno es conocida como molécula
de tropocolageno, formada por haces de fibrillas de colageno (Thilander, Rygh y Reitan,
2017). Estos haces de fibras estan organizados dentro de la matriz junto a vasos y nervios,
clasificandose seglin su orientacion en fibras circulares, horizontales, oblicuas, apicales e

interradiculares (Elley, Soory y Manson, 2012).

2.1.2. EILIGAMENTO PERIODONTAL

Es una estructura de tejido blando vascular (tejido conjuntivo denso y fibroso) que
une el cemento radicular con el hueso alveolar. Encima de la cresta alveolar se continta

con tejido conjuntivo de la encia y en el foramen apical con la pulpa.

Entre sus principales funciones, destaca en primer lugar la distribucién de las
fuerzas y proteccion ante cargas oclusales, manteniendo al diente durante su erupcion y
cambios de posicion; ademas, se encarga de reparar el hueso y el cemento (Elley, Soory
y Manson, 2012); y en tltimo lugar, aportar los nutrientes y la vascularizacion necesaria

al cemento, al hueso alveolar y al propio LP (Storey, 1973).

El LP conecta el cemento al hueso alveolar a través de fibras de colageno conocidas
como fibras de Sharpey, principalmente formadas por colageno tipo I. Su anchura
alrededor de la raiz en situaciones de homeostasis se encuentra entre 0,15-0,38 mm en
funcion del tipo de diente (Jiang y cols., 2016). Se constituye principalmente de
fibroblastos (50-60%) (Phipps, Borrello y Blieden, 1997), ademas también se observan
osteoblastos, osteoclastos, elementos vasculares, terminaciones nerviosas y sustancia
intercelular junto al fluido intersticial (Chaqués, 1998). Las fibrillas del LP se localizan
dentro de la sustancia fundamental, la cual contiene polisacaridos, sales, agua y otras

sustancias (Thilander, Rygh y Reitan, 2017).



Los osteoblastos estdn implicados en el movimiento dentario y proceden de una
zona de la membrana periodontal, de manera que su origen es local a partir de las células
mesenquimales indiferenciadas, al igual que sucede con los fibroblastos. Los osteoclastos
son los responsables de la reabsorcion 6sea y a diferencia de los osteoblastos, su origen
es hematopoyético. Estos se activan a partir de la paratohormona (PTH), las

prostaglandinas (PG), vitamina D y calcitonina entre otros (Chaqués, 1998).

2.1.3. EL CEMENTO RADICULAR

El cemento radicular es un tejido conectivo duro que no contiene vascularizacion
ni inervacion y cubre las raices dentales. Entre sus funciones se encuentra la de unir las
fibras principales del LP a la raiz y ayudar a la reparacion de lesiones. Las fibras de

Sharpey se encuentran formando parte de su estructura (Nanci y Bosshardt, 2006).

El cemento radicular no se remodela, crece por aposicion sin tener capacidad de
remodelacion y se deposita de forma continua aumentando su espesor (Thilander, Rygh

y Reitan, 2017).

2.14. EL HUESO ALVEOLAR

El hueso alveolar rodea al diente desde su UAC hasta 1 mm por debajo del punto
mas apical de la raiz. Estd formado por hueso trabeculado, con una ldmina de hueso

compacto adyacente al LP, conocida como lamina dura (Jiang y cols., 2016).

Este hueso es un tejido conectivo mineralizado formado por tejido mineral (23%),
una matriz organica compuesta principalmente por colageno tipo I (37%) y agua (40%)

(Moss-Salentijn, 1997).

El hueso alveolar tiene capacidad de remodelacion ante las demandas funcionales,
como ocurre con otras estructuras anatomicas Oseas, y €sta es muy rapida (Nanci y
Bosshardt, 2006). Dicha remodelacion se produce a partir de células como los
osteoblastos y los osteoclastos, los cuales se localizan en las paredes del alveolo en

direccién a la membrana periodontal, sobre la parte interna de hueso cortical (hacia



espacios medulares) y sobre la superficie de trabéculas dseas en el hueso esponjoso

(Thilander, Rygh y Reitan, 2017).

2.2. BIOLOGIA DEL MOVIMIENTO DENTARIO

El éxito de un tratamiento de ortodoncia se encuentra condicionado por diversos
factores como la salud periodontal, la higiene oral y las fuerzas ortodoncicas aplicadas

(Cardaropoli y Gaveglio, 2007).

La clave del movimiento dentario ortodoncico depende tanto de la capacidad de
remodelacion del hueso alveolar, como de la capacidad de regeneracion y reparacion del
LP (Wise y King, 2008). Por este motivo, tanto el LP como el hueso alveolar son
considerados dos tejidos criticos para entender el movimiento dentario (Jiang y cols.,

2016).

En condiciones de homeostasis, el hueso es capaz de renovarse de forma continua
en respuesta a las diversas demandas funcionales (Liy cols., 2018). El hueso esta cubierto
de periostio, cuyas células mesenquimales adquieren caracteristicas de osteoblastos. Estas
células estan sujetas a la influencia mecanica, de manera que, si la presion supera ciertos
limites, el aporte sanguineo cesa y por tanto su proliferacion (Huang, Williams y
Kyrkanides, 2014). Sin embargo, si el periostio se somete a tracciones, responde
depositando hueso. Se puede afirmar, que el periostio funciona como una zona

osteogénica (Thilander, Rygh y Reitan, 2017).

Los osteoblastos y osteoclastos controlan el remodelado 6seo. Durante este proceso,
los osteoclastos producen la reabsorcion dsea y los osteoblastos forman hueso (Huang,
Williams y Kyrkanides, 2014). En las zonas de depdsito 6seo se puede observar como los
osteoblastos producen osteoide (compuesto por fibras de colageno y una matriz de
proteoglicanos y glucoproteinas). La matriz 6sea se mineraliza por deposito de calcio
(Ca) y fosforo (P) que daran lugar a la hidroxiapatita. Cuando el hueso espesa y madura,
algunas partes se reorganizan en hueso laminar con fibrillas finas en su matriz (Thilander,

Rygh y Reitan, 2017).



Existen situaciones donde se rompe el equilibrio fisiologico de remodelado 6seo,
como sucede durante la enfermedad periodontal (donde se produce un desequilibrio de
caracter patologico) o durante el movimiento dentario ortodoncico (donde el
desequilibrio se produce de forma intencionada y controlada).Tras la aplicacion de una
fuerza ortoddncica, se produce una agresion a los tejidos dentarios y paradentarios, dando
lugar a una inflamacion aséptica en el LP, el cual responde estimulando e inhibiendo la

remodelacion 6sea (Pérez Varela, 2003).

2.2.1. APLICACION DE UNA FUERZA ORTODONCICA

Las reacciones tisulares que se producen durante la migracion dentaria fisiologica
y las que se producen durante la aplicacion de una fuerza ortodoncica, no presentan
grandes diferencias. La diferencia radica en que los cambios producidos tras la aplicacion

de fuerzas son mas significativos y de mayor amplitud (Eugene Roberts, 2017).

Ante la aplicacion de una fuerza ortodoncica de cualquier magnitud, se producen
una secuencia de cambios tanto a nivel macroscopico como a nivel microscopico (Zainal

Ariffin y cols., 2011).

2.2.2. TEORIAS DEL MOVIMIENTO DENTARIO

La aplicacion de una fuerza ortodoncica se traduce en una actividad biologica que

se ha intentado explicar a través de tres teorias.

2.2.2.1. Teoria de la presion y la tension

Los efectos de la aplicacion de las fuerzas se pueden observar en dos regiones
histoldgicas conocidas como zona de compresion (ZC) y zona de tension (ZT) (Sandstedt,
1904; Schwarz, 1932; Oppenheim, 2007;) (Figura 2). Estas areas son consecuencia del
desplazamiento del diente en el espacio del LP (Krishnan y Davidovitch, 2006).



Figura 2. ZC y ZT en hueso alveolar de rata a los 5 dias de la aplicacion de la fuerza. (A) Reabsorcion
producida en el area adyacente a la ZC. (B) Osteogénesis con espiculas dseas que se extienden en la ZT

(Wise y King, 2008).

En la ZC, la presion hidrostatica positiva produce tras la aplicacion de la fuerza,
una alteracion que reduce la proliferacion celular; teniendo lugar una oclusion y
desintegracion parcial de los capilares sanguineos, lo que se traduce en isquemia. Estos
cambios, generan una zona hialinizada y necrotica que detiene el movimiento dentario
(Vandevska-Radunovic, 1999). Como consecuencia, aumentan las PG, se favorece la
aparicion de osteoclastos y se produce la reabsorcion 6sea. Ademas, se puede observar
un aumento de la longitud y de la anchura del LP y un aumento del tamafo de las células

con capacidad osteoclastica (Chaqués, 1998).

Por otro lado, en la ZT se genera una presion hidrostatica negativa que favorece la
proliferacion celular. Como consecuencia, disminuye el tamafio de las células y de las
areas de insercion y se reduce la cantidad de reabsorcion y de osteoclastos (Chaqués,
1998). Se produce, ademas, la distension de las fibras periodontales, el aumento del
numero de osteoblastos activos en la superficie 6sea (Tsuge, Noda y Nakamura, 2016) y
la dilatacion de los vasos sanguineos; aumentando el flujo sanguineo necesario para el

remodelado del hueso y del LP (Vandevska-Radunovic, 1999).

Esta teoria del movimiento dentario ha sido ampliamente investigada, a través de

estudios histologicos del periodonto, y postula que los cambios que se producen en la



anchura del LP son capaces de provocar cambios en la poblacion celular y generar un

aumento de su actividad (Krishnan y Davidovitch, 2006).

2.2.2.2. Teoria de la deformacion dsea

Esta teoria fue postulada por Farrar (1888) y defiende que al activar por primera
vez un aparato ortodoncico, las fuerzas repartidas al hueso se transmiten a sus tejidos mas
cercanos y son capaces de deformar el hueso, el diente y las estructuras solidas del LP.
Tras la deformacion del hueso, se produce un reemplazo 6seo y renovacion celular a nivel
biologico, que se ven acelerados en el caso de perpetuarse la deformacion dsea (Krishnan

y Davidovitch, 2006).

2.2.2.3. Teoria de las seniales bioeléectricas

Bassett y Becker (1962) afirmaron que tras aplicar una fuerza mecanica se generan
potenciales eléctricos en los tejidos, capaces de cargar macromoléculas que interactiian
con zonas especificas de las células o movilizan iones a través de las membranas

celulares.

La zona concava del hueso se encuentra cargada negativamente, lo que favorece la
actividad osteoblastica. Mientras que la zona convexa, se encuentra cargada
positivamente o de forma neutra, con gran actividad osteoclédstica. Krishnan y
Davidovitch (2006) confirmaron la relacion fisica que existe entre la perturbacion

mecanica y la perturbacion eléctrica del hueso.

Tras la aplicacion de una fuerza ortoddncica se pueden distinguir dos areas, el area
de reabsorcion y el area de aposicion que se produce como consecuencia de la
deformacion oOsea, de fibras, vasos sanguineos y células. Esta deformacion provoca un
flujo de iones que desencadena una serie de sefiales eléctricas y una respuesta celular,
actuando sobre los primeros mensajeros involucrados en el movimiento (Krishnan y

Davidovitch, 2006).

Ninguna de estas tres teorias aporta conclusiones evidentes sobre cual es la

naturaleza del mecanismo biologico del movimiento dentario. Los estudios mas recientes



afirman que tanto los fenomenos fisicos como los fenomenos biologicos pueden estar
involucrados en el movimiento dentario inducido ortoddncicamente (Krishnan y

Davidovitch, 2006).

2.2.3. FASES DEL MOVIMIENTO DENTARIO

La aplicacion de una fuerza provoca una agresion en los tejidos que desencadena
en un proceso inflamatorio (Pérez Varela, 2003). Esto se traduce en una serie de eventos
que concluyen en aposicion dsea y/o reabsorcion del hueso gracias a un complejo sistema

de senales moleculares (Jiang y cols., 2016).

Los tejidos paradentales estan disefiados para soportar fuerzas masticatorias de
corta duracidon, menores a 1 segundo, y de alta intensidad. La unidad alveolar es un
sistema hidrostatico que funciona bajo las leyes de Pascal (Pérez Varela, 2003). Tras
aplicar una fuerza de forma continua sobre un diente, se produce un movimiento dental
dentro del hueso marcado por el estrechamiento del LP, sobretodo en su zona marginal
(Eugene Roberts, 2017). El contenido del espacio periodontal pierde su capacidad de

sellado y se exprimen sus fluidos al exterior (Pérez Varela, 2003).

El movimiento dentario producido como consecuencia de la aplicacion de una

fuerza tiene lugar en tres fases (Krishnan y Davidovitch, 2006).

En primer lugar, la fase inicial, ocurre entre las primeras 24-48 horas tras la
aplicacion de las fuerzas. Esta fase es consecuencia del desplazamiento del diente en el
espacio periodontal, donde se produce un movimiento rapido e inmediato (Krishnan y
Davidovitch, 2006). Durante este periodo la aplicacion de la fuerza produce una
compresion del LP que provoca la extravasacion de células desde los vasos, atraccion
quimica de células inflamatorias y el reclutamiento de precursores de osteoblastos y
osteoclastos (Moshabab, 2018), los osteoclastos se diferencian por toda la pared del hueso

alveolar (Eugene Roberts, 2017).

En segundo lugar, la fase de reposo. Esta se caracteriza por la hialinizacion del LP
en la ZC (Krishnan y Davidovitch, 2006). Durante esta fase no se produce movimiento

dental, o este es minimo hasta que las células hayan sido capaces de eliminar todo el



tejido necroético (Kashyap, 2016). La hialinizacién tiene lugar cuando la compresion en
zonas limitadas de la membrana impide la circulacion vascular y la diferenciacién de
células, produciendo asi una degradacion de éstas, observandose al microscopio optico
como un tejido de aspecto vidrioso. Este proceso tiene lugar casi siempre y es inevitable
en el periodo inicial, donde se produce una zona necrética estéril de 1-2 mm de didmetro
(Eugene Roberts, 2017). La degeneracion se produce donde la presion es mayor y donde
la membrana del LP se estrecha més. El tejido necrotico 6seo y periodontal de la ZC son
eliminados por macrofagos y osteoclastos entre otros (Krishnan y Davidovitch, 2006).
Hasta que todo el tejido hialinizado no es eliminado, no se vuelven a diferenciar mas
osteoclastos para la reabsorcion Osea directa, que tendra lugar en la siguiente fase. Al
finalizar esta fase, el tejido hialinizado ha desaparecido y se ha restablecido la insercion
dentaria y el LP (Eugene Roberts, 2017). La duracion de esta fase es variable, desde 0 a
35 dias, independientemente de la fuerza aplicada, dependiendo de la densidad 6sea o de

la actividad metabolica del hueso o del LP (Pilon, Kuijpers-Jagtman y Maltha, 1996).

En ultimo lugar, se ha descrito la tercera fase, donde la tasa de movimiento dental
se ve aumentada tras el proceso de reparacion tisular y tiene lugar aproximadamente a los
40 dias desde la aplicacion de la fuerza (Krishnan y Davidovitch 2006). Esta etapa es
considerada la de mayor expresion de remodelado tanto 6seo como del LP (Pilon,
Kuijpers-Jagtmany Maltha, 1996). En este proceso, el LP se ensancha considerablemente,
los osteoclastos actian sobre el hueso y se produce una reabsorcion 6sea de forma directa.
Ademas, se reestructura el aparato de insercion. En esta etapa, lo mas importante es el
deposito de hueso nuevo (osteoide) sobre la superficie alveolar en el lado de traccion

(Eugene Roberts, 2017).

2.2.4. REMODELADO OSEO Y DEL LIGAMENTO PERIODONTAL

El hueso alveolar y el LP son las dos principales estructuras sobre las que recaen

los efectos de la aplicacion de las fuerzas ortodoncicas.
La reabsorcidn dsea es un proceso esencial en el tratamiento ortodoncico que tiene

lugar en la direccion del movimiento aplicado y cuyas células protagonistas son los

osteoclastos (Krishnan y Davidovitch, 2009).
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Los osteoclastos derivan de células madre en los 6rganos hematopoyéticos y de las
cavidades del hueso alveolar, que alcanzaran su destino a través del torrente sanguineo.
Sus precursores son las colonias formadoras de granulocitos-macrofagos, que originan
pro-monocitos, de ellos derivan los pre-osteoclastos y los osteoclastos tardios; y

finalmente daran lugar a los osteoclastos (Mundy y Roodman, 1987).

Una vez producida la diferenciacion de los osteoclastos, la capa de osteoide de la
superficie 6sea, que es una capa de tejido desmineralizado, es eliminada por los
osteoclastos de revestimiento que producen enzimas como las MMPS, las cuales tienen
entre otras funciones inducir a los osteoclastos a llegar al hueso mineralizado (Krishnan

y Davidovitch, 2009).

Tras el acceso de los osteoclastos al hueso mineralizado, se produce la polarizacion
de estos y se unen a proteinas de la matriz del hueso extracelular, como son las
osteopontinas; de manera que se originan en los osteoclastos unos bordes ondulados
definidos. Después tiene lugar la activacion de los osteoclastos por factores locales y
sistémicos, y la produccion de iones de hidrogeno (encargados de disolver el mineral) y
enzimas proteoliticas (encargadas de degradar la matriz). En la degradacion y disolucion
de la matriz, es importante el papel de dos tipos de enzimas, las proteinasas lisosomales
cisteina (cathepsin B, L y K) y las MMPS. Finalmente, el factor de crecimiento beta
(TGFp) estimula la apoptosis de los osteoclastos a través de la accion de factores como
la PTH y la vitamina D3. La apoptosis de los osteoclastos bloquea la reabsorcion dsea

(Krishnan y Davidovitch, 2009).

Cuando los osteoclastos finalizan la eliminacion dsea, se produce una fase reversa
donde aparecen células mononucleares y se produce la degradacion del colageno, la
deposicidn de proteoglicanos y la liberacion de los factores de crecimiento para producir
nuevo hueso, es entonces cuando comienza la activacidon de los osteoblastos. La
formacion de hueso se produce a partir de la diferenciacion de células precursoras de
osteoblastos derivadas de células mesenquimales, de la maduracion de estos osteoblastos,
y de la formacion y la mineralizacion de la matriz. En primer lugar, tiene lugar una
quimioatraccion de osteoblastos a la zona donde se formard el hueso. Tras ello, se
depositaran hasta que el dafio se repare. De esta manera, se forman osteocitos, que son

osteoblastos rodeados de matriz calcificada (Mundy y Roodman, 1987).
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Durante el proceso de remodelado 0Oseo, tiene lugar de forma simultinea el
remodelado del LP. En las zonas de tension se produce un ensanchamiento del LP y
aumenta la actividad proliferativa (Krishnan y Davidovitch, 2006). El LP contiene una
poblacioén mixta de células capaces de sintetizar y degradar el tejido 6seo, el cemento y
el propio LP. Los fibroblastos del LP localizados en las zonas de tension expresan
fenotipos de células secretoras de matriz. La mayoria de la actividad mitotica tiene lugar
cerca del hueso y a mitad del ligamento, pero no se produce cerca de la raiz (Davidovitch,
1991). El desplazamiento de fluidos en el LP, como consecuencia de la aplicacion de la
fuerza ortodoncica, altera la forma celular de los fibroblastos y produce cambios en el
canal de permeabilidad de iones. De este modo, los fibroblastos secretan nuevas fibras de
Sharpey en el ligamento, a la vez que se produce depdsito de nueva matriz en la pared
Osea, parte de esas nuevas fibras coldgenas se incorporan al nuevo osteoide (Krishnan y

Davidovitch, 2006) mientras que la otra parte se inserta en el diente (Meikle, 2006).

A su vez, la distorsion del ligamento genera una liberacion de neuropéptidos desde
las terminaciones nerviosas, que son capaces de producir la vasodilatacion de los
capilares en el lado de tension y asi permitir que los leucocitos y macréfagos pasen a
zonas extravasculares generando la sintesis y liberacion de citoquinas, factores de
crecimiento y PG, capaces de generar sefiales moleculares implicadas en el remodelado

del hueso (Davidovitch, 1991).

En el lado de presion, hacia el lado donde es aplicada la fuerza, se produce un
estrechamiento del espacio del LP y la compresion de este, predominando en esta zona

los fendmenos de necrosis celular (Krishnan y Davidovitch, 2006).

En resumen, las fuerzas ortodoncicas aplicadas, se transmiten a través de la matriz
celular hasta las células locales tanto del LP como del hueso alveolar. Durante este
proceso se produce la estimulacion de agentes proinflamatorios, angiogénicos y
osteogénicos y asi se activa el proceso de remodelado del LP y del hueso alveolar
adyacente. A su vez, en el hueso donde se ha aplicado una carga, se produce una alteracion
de las células y de su matriz extracelular, que varia el flujo de fluido mediando cambios
en la expresion genética de las células (Figura 3). Esto tiene como resultado el inicio de

la osteoclastogénesis y la diferenciacion de células osteogénicas con la produccion de
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oxido nitrico, PG, osteocalcina, osteopontinas, fosfatasa alcalina y coldgeno tipo 1. Todo

ello provocando finalmente la formacion dsea y el remodelado (Feller y cols., 2015).

Células se

AREA DE encargan de
PRES|ON eliminar la

e hialinizacion
DE LA FUERZA
AREA DE - - B [t
TENSION superficie sea

Figura 3. Efectos de la aplicacion de la fuerza ortoddncica en el LP y hueso alveolar (Feller y cols., 2015).

2.3. BIOQUIMICA DEL MOVIMIENTO DENTARIO

Cuando se aplica un estimulo fisico, como es la fuerza ortodoncica, se produce un
fenomeno de transduccion donde la energia mecénica se convierte en una sefial biologica

capaz de determinar una repuesta de remodelado 6seo (Chaqués, 1998).

2.3.1. LOS NEUROTRANSMISORES EN EL MOVIMIENTO DENTARIO

Los tejidos dentales y paradentales estan inervados por neuronas del ganglio
trigeminal, las cuales son capaces de cambiar su estructura ante un estimulo externo,
como lo es la aplicacion de una fuerza ortoddncica. El estimulo mecénico generado,
puede estimular las terminaciones nerviosas libres de la membrana periodontal (Krishnan

y Davidovitch, 2009).

El LP esta inervado por dos tipos de terminaciones nerviosas, las terminaciones de
Ruffini o mecanoreceptores y las terminaciones nociceptivas. Tras aplicar una fuerza, los
mecanoreceptores de la porcion apical de la raiz responden ante la minima deformacién
del ligamento (en condiciones fisioldgicas no son capaces de actuar), mientras que los
nociceptores solo se activan ante fuerzas intensas, lesiones o mediadores de la
inflamacién. Una vez activados los mecanoreceptores, como sucede tras la aplicacion de
una fuerza ortodoncica, se produce la liberacion de los neuropéptidos que se almacenan

en las terminaciones periféricas y centrales (Krishnan y Davidovitch, 2009). Los
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neuropéptidos liberados son el péptido intersticial vasoactivo (VIP), el péptido
genéticamente relacionado con la calcitonina (CGRP), sustancia P (SP) (Davidovitch

1991), y metilencefalina (ME) (Yamaguchi y Kasai, 2005).

El aumento de estos neuropéptidos produce vasodilatacion y un aumento de la
permeabilidad vascular de forma rapida, lo que contribuye a la inflamacién local, la
extravasacion del plasma y por ultimo la extravasacion de leucocitos (Yamaguchi y

Kasai, 2005; Krishnan y Davidovitch, 2009).

2.3.2. EL PAPEL DE LAS CITOQUINAS

Tras aplicar una fuerza ortoddncica se produce una respuesta inflamatoria aguda,
que como se ha comentado, es capaz de generar un aumento de la vasodilatacion y de la
permeabilidad del LP y producir asi, desde los capilares, la migracion de leucocitos y

otras células.

Las células que migran a través de los capilares, entre ellas los leucocitos, producen
varias citoquinas (proteinas extracelulares), las cuales son capaces de interactuar de forma
directa o indirecta con una poblacion completa de células nativas paradentales. Estas
citoquinas, actian de forma paracrina o autocrina junto a otras sefales moleculares para
favorecer la sintesis y la secrecion de PG, factores de crecimiento y otras citoquinas, que
son mediadores de la inflamacién y responsables del remodelado (Krishnan y
Davidovitch, 2006). También atraen leucocitos, estimulan fibroblastos, células
endoteliales, osteoclastos y osteoblastos, que son capaces de favorecer la remodelacion
de los tejidos favoreciendo la reabsorcion Osea e inhibiendo la formacion (Krishnan y

Davidovitch, 2009).

Las citoquinas que afectan al metabolismo 6seo e intervienen en el movimiento
dentario son las que se muestran en la Figura 4 (Krishnan y Davidovitch, 2006; Eugene

Roberts, 2017).
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Citoquinas participantes en el movimiento dentario
Interleucina 1 alfa IL-1a
Interleucina 1 beta IL-1B
Interleucina 2 IL-2
Interleucina 3 IL-3
Interleucina 6 IL-6
Interleucina 8 IL-8
Interleucina 11 IL-11
Interleucina 14 IL-14
Interleucina 13 IL-13
Interleucina 18 IL18
Factor de necrosis tumoral alfa TNFa
Interferon gamma IFNy
Factor de diferenciacion osteoclastico FDO
Ligando del receptor activador para el factor nuclear Kappa RANKL
Receptor activador para el factor nuclear Kappa RANK
Osteoprotegerina OPG

Figura 4. Citoquinas involucradas en el movimiento dentario inducido ortodoncicamente (Krishnan y

Davidovitch, 2006; Eugene Roberts, 2017).

La citoquina mas potente es la interleucina 1 (IL-1), la cual es capaz de estimular
directamente a los osteoclastos. Se distinguen dos IL-1, alfa (o) y beta (); ambas tienen
funciones biologicas similares, como la atraccion de leucocitos y la estimulacion de
fibroblastos, células endoteliales, osteoclastos y osteoblastos (Krishnan y Davidovitch,

2009).

Otra citoquina proinflamatoria conocida y con un papel destacado en el remodelado
0seo es el factor de necrosis tumoral (TNFa). El TNFa es capaz de desencadenar
inflamacion y estimular la reabsorcion Osea, gracias a su estimulo directo sobre la
diferenciacion de precursores de osteoclastos en presencia de factores estimuladores de
la colonia de macréfagos (Krishnan y Davidovitch, 2009). El ligando del receptor
activador para el factor nuclear Kappa (RANKL), ligando del TNF, es el ultimo regulador
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de la formacion de osteoclastos y a partir de su activacion, muchas hormonas y citoquinas

producen su accion reabsortiva (Alhashimi y cols., 2001).

La triada RANKL, receptor activador para el factor nuclear Kappa (RANK) y
osteoprotegerina (OPG) presenta un papel importante en el remodelado. En el sistema
0seo, el RANKL pertenece al linaje de células osteoblésticas y ejerce su funcidon gracias
a la union con su receptor RANK, localizado en células de linaje osteoclastico. Una vez
RANKL se une a RANK, se produce una diferenciacion rapida de precursores
osteoclasticos hematopoyéticos a osteoclastos maduros. La OPG actiia en este sistema
como un receptor de reclamo que producen las células osteoblésticas y compite con el
RANK por la union al RANKL (Theoleyre y cols., 2004). A nivel biologico, la OPG
inhibe la fase terminal de la diferenciacion de osteoclastos, suprime la activacion de
osteoclastos de la matriz (Boyle, Simonet y Lacey, 2003) e induce la apoptosis. Por lo
tanto, el remodelado 0seo es controlado gracias al equilibrio entre la union RANKL-

RANK vy la produccion de OPG (Theoleyre y cols., 2004).

El interferon gamma (IFNYy) es un marcador temprano de la activacion inmune que
se produce durante la inflamacion. Ademas, ayuda a aumentar la sintesis de otras
citoquinas como la IL-1 y el TNFa. Es capaz de sintetizar 6xido nitrico, el cual es un
potente activador del sistema osteoclastos— osteoblastos, donde primero los osteoclastos
se adhieren al hueso para reabsorberlo y tras la fase de reabsorcion, los osteoblastos se
encargardn de la fase reparativa o de sintesis 0sea. El [IFNy tiene a su vez la capacidad de

reabsorber el hueso a través de la apoptosis de células T (Krishnan y Davidovitch, 2006).

2.3.3. LAS PROSTAGLANDINAS

Las PG derivan del metabolismo del acido araquidonico y ayudan en la mediacion
de la inflamacion por medio de la vasodilatacion, adhesion de células inflamatorias y

permeabilidad vascular (Perkins y Kniss, 1997) (Figura 5).
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Figura 5. Efectos de la aplicacion de la fuerza ortoddncica sobre las membranas celulares y vasos

sanguineos. Hueso alveolar, ciclooxigenasa 2 (COX-2), PG (Sandy, Farndale y Meikle, 1993).

Las PG interactiian con los receptores de la membrana celular, de esta manera son
capaces de estimular a segundos mensajeros como el AMP ciclico (AMPc) y el inositol
fosfato. Esta reaccion desencadena una respuesta durante la cual se producen los factores
de crecimiento responsables de la formacion o6sea o aquellos responsables del
reclutamiento y activacion de osteoclastos (Roberts-Harry y Sandy, 2004), de manera que
son capaces de activar la reabsorcion 6sea (Huang, Williams y Kyrkanides, 2014) (Figura

6).

Interacttan Estimulan AMPc Factores de crecimiento
con receptores + inositol Reaccion celular formacion ésea + factores de

de membrana fosfato reclutamiento de osteoclastos

Figura 6. Efectos de las PG sobre el remodelado 6seo (Roberts-Harry y Sandy, 2004).

En el area de compresion, se pueden observar altos niveles de COX-2, que es capaz
de catalizar la produccion de prostaglandina 2 (PG2) gracias al metabolismo del 4cido
araquidonico (Huang, Williams y Kyrkanides, 2014). La PGz tiene un papel importante
en la reabsorcion dsea, tiene la capacidad de estimular la diferenciacion de osteoclastos
aumentando la concentracion de AMPc (Krishnan y Davidovitch, 2006). Otros factores
de crecimiento, hormonas como la PTH, interleucinas y otras citoquinas son también

capaces de activar la produccion de la PGz (Perkins y Kniss, 1997).
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2.3.4. LOS FACTORES DE CRECIMIENTO

Los factores de crecimiento son producidos principalmente en el hueso. El hueso
contiene grandes cantidades de conversor de TGFp y tiene la capacidad de actuar sobre
el remodelado d6seo permitiendo la diferenciacion de osteoclastos a partir de células
hematopoyéticas estimulados por el RANKL (Krishnan y Davidovitch, 2006). La clave
de la regulacion celular de este proceso son los osteoblastos, que presentan receptores
para muchas hormonas y factores de crecimiento que facilitan el remodelado (Roberts-

Harry y Sandy, 2004).

Otros factores de crecimiento conocidos son el factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF) y el factor de crecimiento de insulina (IGF). El IGF constituye una familia de
polipéptidos que favorecen la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos y sintesis de
matriz Osea; ademas, tiene efectos metabodlicos en la produccion de la insulina.
(Wildemann y cols., 2004). El higado es el principal 6rgano productor de este factor de
crecimiento en humanos. En las células 6seas, su accion se regula por varios factores
locales y sistémicos como son la hormona del crecimiento, la PTH, la vitamina D3, los
corticoesteroides, el TGFp, la IL-1 y los factores de crecimiento derivados de las

plaquetas (Krishnan y Davidovitch, 2009).

2.3.5. LAS METALOPROTEINASAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR

Las MMPS constituyen una familia de enzimas proteinasas que juegan un papel
importante en el remodelado, tanto de la matriz del LP como del hueso alveolar (tejido

conectivo 6seo) (Chang y cols., 2002).

Estas enzimas forman parte de una familia de endopeptidasas dependientes del Zinc
que se expresan en niveles bajos en tejidos adultos normales y son capaces de regular el

remplazo de la matriz extracelular de los tejidos conectivos (Nichols y cols., 2016).

Son producidas por fibroblastos (Chang y cols., 2002), osteoblastos y osteoclastos
(Tsuge, Noda y Nakamura, 2016). Los osteoblastos, en respuesta a los factores de
crecimiento, secretan MMPS capaces de eliminar la capa de osteoide no mineralizada,
haciendo mas facil el acceso a la capa mineralizada a los osteoclastos. Por tanto, la

secrecion de las MMPS por parte de los osteoblastos permite que estas células jueguen
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un papel importante en la reabsorcion 6sea. Los osteoclastos también producen estas
proteinasas y junto a las proteinasas cisteina lisosomales (captesin K), act@ian en la

degradacion 6sea (Vernillo y cols., 1994).

Las MMPS también estan involucradas en la division y activacion de otras MMPS

(Capelliy cols., 2011).

Seglin su estructura molecular primaria, se clasifican en distintos grupos. Las
MMPS mas relevantes en el remodelado del LP son las colagenasas y las gelatinasas
(ambas se complementan durante la degradacion del coldgeno fibrilar), también se han
descrito las estromelisinas, las matrilisinas, MMPS tipo membrana y un grupo mixto
(Surlin y cols., 2014). Entre las colagenasas, encontramos las MMPS 1, 8 y 13. Las MMP-
2 y MMP-9, se clasifican como gelatinasas. Las estromelisinas, incluyen las MMPS 3, 10
y 11. Por otro lado, entre las MMPS de tipo membrana, encontramos las MMPS 14, 15,
16 y 17, y por ultimo existe un grupo mixto de MMPs (Van Beurden y cols., 2005;
Takahashi y cols., 2006).

Las MMPS acttian junto a sus inhibidores de tejidos (TIMPS), ambos son de gran
importancia en el remodelado del LP. Los TIMPS son capaces de controlar la ruptura de
la matriz extracelular llevada a cabo por parte de las MMPS, inhibiendo su actividad. En
situaciones como la enfermedad periodontal se puede observar una alteracion del

equilibrio entre las MMPS y los TIMPS (Apajalahti y cols., 2003).

El fluido crevicular se encuentra en el margen gingival y se describe como un
trasudado o exudado, cuya cantidad varia en funcién de la inflamacion gingival,
alcanzando niveles de 0,05 a 0,20 pl por minuto en casos de minima inflamacion
(Krishnan y Davidovitch, 2006). La produccion de MMPS y TIMPS se ve afectada tanto
por la aplicacion de la fuerza ortodoncica como por el tipo de fuerza aplicada (Cantarella,
y cols., 2006); se han observado cambios en los niveles de estos en el fluido crevicular
tras el movimiento ortodoncico. Los niveles de TIMP-1 parecen aumentar tanto en el lado
donde se reabsorbe hueso como en el lado donde se deposita, teniendo un papel

importante tanto en la aposicion como en la reabsorcion osea (Bildt y cols., 2009).
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Distintos autores han detectado la presencia MMP-3, MMP-7 y MMP-12 en el
fluido crevicular de pacientes bajo tratamiento ortoddncico, tanto en zonas de tension
como en zonas de presion. Estas MMPS son capaces de catalizar la degradacion inicial
de la mayoria de la matriz extracelular del LP (Capelli y cols., 2011; Canavarro, Palmier

y Capelli, 2013).

Otras MMPS que también han sido detectadas en fluido crevicular gingival, son
MMP-1 y MMP-2, estas se han cuantificado en las primeras fases del movimiento
dentario tanto en las zonas de tension como en las zonas de presion y estan implicadas en
varias etapas del remodelado del coldgeno, catalizando la degradacion inicial de la
mayoria de las proteinas extracelulares de la matriz (Apajalahti y cols., 2003; Cantarella
y cols., 2006; Takahashi y cols., 2006; Canavarro, Palmier y Capelli, 2013). Las MMP-1
también se asocian al remodelado 6seo fisioldgico y son capaces de hidrolizar sobretodo

colageno tipo III (Apajalahti y cols., 2003).

Por otro lado, se ha sugerido que la MMP-8 tiene un papel importante en el
remodelado temprano del LP que tiene lugar durante el movimiento ortoddncico. Su
expresion se encuentra elevada en el fluido crevicular entre las 4 y 8 horas tras la
aplicacion de la fuerza (Apajalahti y cols., 2003; Canavarro, Palmier y Capelli, 2013). Su
accion principal es sobre el colageno tipo I, siendo de gran importancia en la destruccion
y remodelado de la matriz, como ha sido comprobado tanto en estudios in vitro
(Takahashi y cols., 2003) como in vivo (Ingman y cols., 2005). También actia en la

degradacion del colageno tipo II y IIT (Surlin y cols., 2014).

La gelatinasa MMP-9, conocida como gelatinasa B, tiene la capacidad de degradar
el colageno y las gelatinas (Chen y cols., 2013) y juega un papel importante en la
migracion de osteoclastos y sus precursores durante la osteoclastogénesis (Xie, Kuijpers-
Jagtman y Maltha, 2009). Esta MMPS aumenta su expresion de manera estadisticamente
significativa durante el movimiento de ortodoncia en las zonas de compresion,
manteniendo sus niveles de forma elevada desde las 4 horas hasta 7 dias después de la
aplicacion de las fuerzas (Grant y cols., 2013). Otros estudios hablan de que se expresa a
partir de la primera hora de aplicacion de la fuerza y que sus niveles descienden
trascurridas 24 horas (Cantarella y cols., 2006; Takahashi y cols., 2006; Capelli y cols.,
2011).
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La colagenasa MMP-13, también desempefia un importante papel en el remodelado,
tanto del LP como del hueso alveolar, durante el movimiento ortodoncico. La expresion
de los genes de esta MMP es inducida por las fuerzas de compresion y tension que se
producen (Takahashi y cols., 2006). Su funcion principal consiste en disolver el coldgeno
fibrilar, como sucede con el resto de las colagenasas (Canavarro, Palmier y Capelli,

2013).

2.3.6. ESTRES OXIDATIVO EN EL MOVIMIENTO DENTARIO ORTODONCICO

El estrés oxidativo se define como una alteracion en el equilibrio de los procesos
de oxidacion-reduccion, donde el cambio en el equilibrio se dirige hacia la oxidacion
(Halliwell y Gutteridge, 2007). Es decir, un desequilibrio entre algunas especies
moleculares altamente reactivas y el mecanismo de defensa antioxidante (Betteridge,

2000; Valko, y cols., 2007).

Durante el tratamiento ortoddncico se produce una reaccion inflamatoria que
modifica el estado oxidante/antioxidante (Buzko, 2017) y este estado, a su vez, también
favorece la expresion de citoquinas proinflamatorias, entre ellas el TNFa y IL-1B (Gao y
cols., 2015). Esta alteracién provoca una produccion excesiva de radicales libres de
oxigeno muy reactivos, capaces de activar la peroxidacion lipidica y de danar proteinas,
acidos nucleicos, carbohidratos y otras moléculas organicas. Uno de los principales
puntos de actuacion del estrés oxidativo es el ADN, que puede ser modificado por este
proceso (Reaven, 1988; Pilger y Riidiger, 2006), interrumpiendo la correcta funcion
celular (Padgett y cols., 2013; Reaven, 1988). Estas especies reactivas se originan
principalmente a partir de polimorfonucleares, monocitos, linfocitos, plaquetas,

osteoclastos y fibroblastos (Padgett y cols., 2013).

La inflamacion se caracteriza por la infiltracion de leucocitos, entre ellos, leucocitos
polimorfonucleares. Los polimorfonucleares tienen granulos que contienen
mieloperoxidasa (MPO), esta enzima produce moléculas oxidantes que pueden originar
la peroxidacion lipidica. Su presencia aumentada indica dafo oxidativo (Navarro-
Palacios y cols., 2014). La MPO se ha podido cuantificar en fluido crevicular (Cao y
Smith, 1989; Navarro-Palacios y cols., 2014; Fatima y cols., 2017).
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El producto final del proceso de peroxidacion lipidica es el malondialdehido
(MDA), por lo que su cuantificacion también determina el dafio oxidativo causado a los
lipidos debido a la accion de los radicales libres (Kara y cols., 2013). El MDA se ha

cuantificado tanto en encia (Monea y cols., 2014) como en saliva (Sema y cols., 2014)

Por tanto, ambos, la MPO (Navarro-Palacios y cols., 2014) y el MDA (Atug Ozcan
y cols., 2014) son considerados marcadores bioldgicos para cuantificar la inflamacion y,

por tanto, el estrés oxidativo, que tiene lugar durante el movimiento ortodoncico.

2.4. DIABETES MELLITUS

La diabetes es una enfermedad cronica que constituye un problema de salud publica
debido a su alta prevalencia a nivel mundial. La prevalencia de esta enfermedad se ha
visto incrementada en las ultimas décadas, desde 1980 el nimero de diabéticos se ha
duplicado, alcanzando a un 9,3% de la poblacion mundial. Unos 463 millones de personas

son diabéticas (IDF diabetes atlas, 2019).

La diabetes mellitus supone una alteracién en la tolerancia a la glucosa o en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos, debido a una deficiencia en la produccion de
insulina o una alteracion en la insulina que se produce (Asociacidbn Americana
Periodoncia, 2000). Banting, Campbell y Fletcher (1923) demostraron el papel de la
insulina en el metabolismo de la glucosa, pero no fue hasta 1930 cuando se distingui6 por
primera vez entre dos tipos de diabetes, clasificadas entonces como diabetes sensible a la
insulina y diabetes no sensible a la insulina. En los siguientes afos, estas observaciones
clinicas pudieron ser corroboradas, aportando diferencias tanto fisiopatologicas como
bioquimicas entre estos dos tipos de enfermedad. En 1979 se acufiaron los términos
diabetes mellitus tipo [ (insulinodependiente) y diabetes mellitus tipo II (no
insulinodependiente) (Zaccardi y cols., 2016).

En ambos tipos de diabetes la caracteristica principal es la hiperglucemia, ya sea
por la incapacidad de segregar insulina, la incapacidad de la insulina para actuar o ambas
(Kerner y Briickel, 2014). La mas prevalente es la diabetes mellitus tipo I, constituyendo
entre el 85 y el 90% de los casos (WHO, 2016). Las diferencias entre la diabetes mellitus

tipo I y la diabetes mellitus tipo II radican en su fisiopatologia. En la diabetes mellitus
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tipo I se produce una destruccion de las células B de los islotes de Langerhans, localizadas
en el pancreas, que provoca una deficiencia absoluta de insulina; normalmente esta
entidad estd mediada por mecanismos inmunes y su aparicion suele darse a una edad
temprana. La diabetes mellitus tipo II se puede presentar de dos formas: como una
resistencia predominante a la insulina con escasa deficiencia de ésta como una secrecion
deficiente de insulina, ademéas de resistencia a ella; es decir, el cuerpo no es capaz de
responder a la cantidad de insulina que se produce y frecuentemente se asocia a otros

problemas metabolicos (Kerner y Briickel, 2014).

La insulina tiene un papel importante en la regulacion de la glucosa en sangre, se
sintetiza por las células beta del pancreas y se secreta rapido al torrente sanguineo como
respuesta a los picos de azlcar en sangre, manteniendo asi la homeostasis de la glucosa.
Ademas de su papel en el metabolismo de la glucosa, también estimula la lipogénesis y
disminuye la lipolisis, aumentando el transporte de aminoacidos en las células para que
¢éstos se transformen en triglicéridos y reservas proteicas (Lalla y D’ Ambrosio, 2001).
Los niveles de glucosa en sangre normales se mantienen entre los 60 y los 150 miligramos
por decilitro a lo largo del dia. La diabetes puede ser detectada mediante diversas pruebas.
Por un lado, se puede calcular la glucosa en el plasma sanguineo en cualquier momento
del dia, si su cifra es igual o mayor de 200 mg/dl y ademas se presentan sintomas, nos
encontramos ante diabetes. Otra forma es cuantificar la glucosa en plasma en ayunas, tras
8 horas sin ingesta de alimento, en este caso la diabetes sera positiva si sus niveles son
mayores o iguales a 126 mg/dl. Por ultimo, se puede medir la glucosa postprandial, tras
la ingesta de comida; aunque este método no es el mejor para detectar la diabetes, se
considera positivo cuando sus valores superen los 200 mg/dl (Asociacion Americana

Periodoncia, 2000).

Por lo general, los signos y sintomas que caracterizan a la diabetes mellitus incluyen
poliuria, polidipsia y polifagia, ademas de pruritis en lugares como la piel, el recto o la
vagina, debilidad general y fatiga (Rees, 1994). Se trata de una enfermedad con diversas
complicaciones, pudiendo afectar a distintas partes del cuerpo y ocasionando problemas
de corazon, derrames cerebrales, alteraciones de la cicatrizacion, fallos renales
(nefropatias), pérdida de vision (retinopatias) y dafios a nivel nervioso (neuropatias)

(WHO, 2016); estas alteraciones son debidas principalmente a los trastornos
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microvasculares y macrovasculares que se producen como consecuencia de esta

enfermedad (Kerner y Briickel, 2014).

24.1. LA DIABETES MELLITUS Y LA SALUD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal es una condicion inflamatoria cronica que se caracteriza
por la destruccion de tejidos de soporte dental (el LP y el hueso alveolar). Es mas
prevalente y severa en pacientes diabéticos, siendo una de sus posibles complicaciones
de salud (Loe, 1993). Segun la Asociaciéon Americana de Periodoncia (2000), la diabetes
mellitus no controlada médicamente aumenta el riesgo de enfermedad periodontal tanto
por la mayor susceptibilidad a la infeccion de estos pacientes, como por su mayor
tendencia a sufrir problemas micro y macro vasculares, pérdida 6sea y perdida de tejidos
de soporte. Se puede considerar que su relacion es bidireccional (Mealey, 1999), la
diabetes incrementa el riesgo de periodontitis, y la inflamacién periodontal afecta

negativamente al control de la glucemia (Preshaw y cols., 2012).

El estado inflamatorio es clave en la asociacion entre la diabetes y la enfermedad
periodontal (Mealey y Oates, 2006). Tanto en la enfermedad periodontal como en la
diabetes mellitus se produce una respuesta inflamatoria caracterizada por la secrecion
descontrolada de mediadores de la inflamacion como la IL-1p, la IL-6, la IL-12, la IL-18,
el TNF a, la PG2, el RANKL y las MMPS -8, -9 y -13 (Dandona, Aljada y
Bandyopadhyay, 2004; Preshaw y Taylor, 2011). Ademas, en los pacientes diabéticos, se
puede observar una disminucion de la quimiotaxis de los polimorfonucleares, que
aumentan sus niveles en los tejidos periodontales, lo que favorece la liberacion continua
de MMPS y especies reactivas de oxigeno, las cuales provocan destruccion de tejidos
(Naguib y cols., 2004). Otro elemento que juega un papel importante en los pacientes
diabéticos son los productos de glicosilacion avanzada, su acumulacion en los tejidos
periodontales influye en la inflamacion periodontal. La union de estos a su receptor
produce mediadores de la inflamacion. La formacion de los productos terminales de
glicosilacion avanzada produce un aumento de las especies reactivas de oxigeno que
aumentan el estrés oxidativo y puede complicar los sintomas de la diabetes mellitus y

ademas puede producir alteraciones en el metabolismo 6seo (Vlassara, 2001).
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Es por ello, por lo que se considera que el tratamiento ortodoncico en estos

pacientes puede ser complicado debido a la mala salud periodontal que puedan presentar.

2.42. PAPEL DE LA DIABETES MELLITUS EN EL REMODELADO OSEO

Muchos estudios sugieren una asociacion entre la diabetes, la osteopenia y la
osteoporosis; siendo esta ultima, una complicacion frecuente de esta enfermedad. Se ha
demostrado que en la diabetes mellitus se producen grandes alteraciones en el

metabolismo 6seo y mineral (Giglio y Lama, 2001).

La diabetes mellitus puede comprometer la microarquitectura 6sea, ya que da lugar
a una alta tasa de apoptosis de osteoblastos, disminucion de su diferenciacion y un
aumento de la reabsorcion 6sea mediada por osteoclastos (Vianna, Sanches y Barreto,
2017). Se ha podido comprobar que la diabetes mellitus no controlada médicamente
afecta a la arquitectura y altera la tasa de formacion de hueso mandibular dando lugar a
osteopenia, como consecuencia de un desequilibrio entre la formacion y la reabsorcion

del hueso (Abassy, Watari y Soma, 2010).

El remodelado 6seo es un proceso esencial durante el movimiento dentario, este se
controla por el equilibrio que existe entre la union RANK con su ligando RANKL y la
OPG (Krishnan y Davidovitch, 2009). El aumento de RANKL y el descenso de la OPG
permite la diferenciacion de los osteoclastos y, por tanto, el inicio de la reabsorcion
(Krishnan y Davidovitch, 2006). Tras analizar las concentraciones en plasma de
marcadores del metabolismo dseo en pacientes con diabetes mellitus tipo I, se observo
que existia una menor concentracion de osteocalcina, una menor ratio RANKL/OPG y
una menor cantidad de OPG (Lappin y cols., 2009). En la diabetes mellitus tipo II también
se ha observado una disminucién de la OPG y un aumento de RANKL, lo que produce

mayor reabsorcion 6sea (Nuche-Berenger y cols., 2009).

Existe controversia en como la diabetes influye en el movimiento dentario inducido
por ortodoncia. Autores como Arita y cols. (2016) y Santamaria-Jr y cols. (2019)
afirmaron que el movimiento dentario en condiciones de salud era significativamente
mayor, por tanto, habia una pérdida de efectividad cuando este se asociaba a diabetes. Sin

embargo, Braga y cols. (2011) y Mena Laura y cols. (2019), afirmaron que existia una
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mayor cantidad de movimiento dentario en presencia de diabetes mellitus. Mientras que
Lopes Ferreira y cols. (2018) no encontraron diferencias significativas en la cantidad de

movimiento dentario en presencia o ausencia de diabetes.

Cuando la diabetes mellitus no esta controlada medicamente, se ha recomendado
que el paciente no debe recibir tratamiento ortodoncico, puesto que hasta que no se
normalice su estado metabolico, la aplicacion de fuerzas puede ocasionar efectos
deletéreos, como la aceleracion de la degradacion del ligamento periodontal (Villarino,
Lewicki y Ubios, 2011). Por ello, la regulacion de los niveles de glucosa en sangre
mediante la administracion de insulina puede reducir estas respuestas dafiinas ante la

aplicacion de fuerzas ortodoncicas (Arita y cols., 2016).

24.3. PAPEL DE LA DIABETES MELLITUS EN EL REMODELADO DEL
LIGAMENTO PERIODONTAL

La diabetes mellitus es una enfermedad de tipo inflamatoria donde se produce la
expresion elevada de MMPS, de hecho, son consideradas biomarcadores de esta
enfermedad (Yaras y cols., 2008; Preshaw y cols., 2012). Las MMPS tienen un papel
importante en el remodelado del LP (Surlin y cols., 2014). En la diabetes se pueden
observar niveles aumentados de las MMP-2 (Gharagozlian y cols., 2009), MMP-7,
MMP-8 (Hardy y cols., 2012), MMP-9 (Smith y cols., 2004; Surlin y cols., 2014) y
MMP-13. Estas MMPS también se encuentran elevadas en pacientes con enfermedad

periodontal (Surlin y cols., 2014).

El movimiento dentario inducido ortodoncicamente se asocia al remodelado del
colageno en el LP (Li y cols., 2010), en parte atribuido a la modulacién de fibroblastos
por parte de proteasas como la MMP-1 (Redlich y cols., 2004). En condiciones de salud,
sin patologia diabética previa, se observa que tras la aplicacion de una fuerza ortodoncica
se produce un aumento de la MMP-1. La MMP-1 tiene la funcion de degradar el colageno
y otros componentes de la matriz extracelular. Mas tarde, para regular la degradacion del
colageno, el inhibidor de la MMP-1 (TIMP-1) aparece y se encarga de detener la
degradacion y establecer asi el equilibrio (Zhang, Liy Bi, 2011).
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La actividad de las MMPS y sus inhibidores TIMPS se ven alterados tanto en la
enfermedad periodontal como en la diabetes. Zhang, Liy Bi (2011) comprobaron que tras
aplicar una fuerza ortodoncica en un paciente con diabetes mellitus, se observaba un
desequilibrio entre la MMP-1 y su inhibidor TIMP-1, donde los niveles de MMP-1
aumentaban de forma excesiva y el TIMP-1 era incapaz de inhibir su funcion. Este
desequilibrio producia una destruccion de colageno tipo I en el LP de forma sostenida.
Como consecuencia de este desequilibrio, la accion de los osteoclastos se retardaba, lo
que concluia en una degradacion y remodelacion del LP de forma prolongada (Li y cols.,

2010).

Los pacientes diabéticos son, por tanto, mas susceptibles al dafio tisular inducido
por el estrés mecanico de la aplicacion de una fuerza ortodoncica (Zhang, Liy Bi, 2011).
Es por ello importante considerar a este tipo de pacientes a la hora de comenzar un
tratamiento ortoddncico, puesto que su estado de hiperglicemia produce un déficit del
metabolismo proteico capaz de aumentar la ruptura del coldgeno e incluso retardar la

curacion (Abbassy y cols., 2015).

2.4.4. EL ESTRES OXIDATIVO Y LA DIABETES MELLITUS

El estrés oxidativo ha sido considerado un punto de union entre enfermedades
sistémicas y orales (L1 y cols., 2000), de manera que presenta un papel importante en la
patogénesis de muchas de estas alteraciones (Valko y cols., 2007). Existen muchas
secuencias metabolicas asociadas a la hiperglicemia capaces de incrementar las especies

reactivas de oxigeno (Yamamoto y cols., 2004).

La hiperglicemia de los pacientes con diabetes provoca un aumento de los niveles
de glucosa tanto en sangre, como en los fluidos orales (saliva y fluido crevicular). En
estos casos, también se produce un aumento en la concentracion de los productos finales
de glicosilacion avanzada y cuando estos interactiian con sus receptores son capaces de
mediar los efectos a largo plazo de la expresion de citoquinas y factores de crecimiento;
produciéndose finalmente una respuesta inflamatoria inducida por estos productos que

puede degradar el tejido conectivo y por tanto el periodontal (Soell y cols., 2007).

27



Tanto los niveles de MPO como de MDA en fluido crevicular, se han utilizado
como biomarcadores para determinar el grado de inflamacion y el estrés oxidativo, ambos
se encuentran alterados en los pacientes diabéticos. En cuanto a la MPO, se observa
mayor actividad en los pacientes diabéticos que en los pacientes normoglicémicos, ya que
la diabetes altera la respuesta inflamatoria y aumenta la expresion de marcadores de la
inflamacién (Santamaria-Jr y cols., 2019). Los niveles de MDA, también se ven
aumentados (Draper y Hadley, 1990; Patil y cols., 2016) lo que sugiere un aumento de la
peroxidacion lipidica y una alteracion local del mecanismo de defensa antioxidante

(Monea y cols., 2014).

3. JUSTIFICACION

La diabetes mellitus tipo I es una enfermedad autoinmune cronica donde la
deficiencia de insulina desemboca en hiperglicemia (DiMeglio, Evans-Molina y Oram,
2018). Esta afeccion puede provocar una alta tasa de complicaciones y en determinados
casos puede incluso derivar en mortalidad, si su diagnéstico es equivoco y no se
administra la insulina necesaria (IDF diabetes atlas, 2019). Este tipo de diabetes aparece
con mayor incidencia en la infancia (Kerner y Briickel, 2014), entre los 10 y los 14 afios
(Forga y cols., 2013). Los pacientes con diabetes mellitus tipo I deben ser vigilados de
cerca cuando entran en la adolescencia, momento en el que incluso los cambios de estilos
de vida o el cuidado de la salud pueden afectar al estado de su enfermedad (Monaghan,
Helgeson y Wiebe, 2015). Aunque su aparicion es mds comun en jovenes, la diabetes
mellitus tipo I también puede aparecer en adultos (DiMeglio, Evans-Molina y Oram,

2018).

En las ultimas décadas, la diabetes mellitus ha visto aumentada considerablemente
su prevalencia a nivel mundial. Segun la Organizacion Mundial de la Salud en el afo
2000 el namero de individuos diabéticos registrados era de 151 millones, mientras que en
el afio 2019 se registraron 463 millones de personas diabéticas. Esto supone que un 9,3%

de la poblacion padece esta enfermedad, con un aumento exponencial en tan solo 20 afos.

De los 463 millones de casos con diabetes a nivel mundial, la diabetes mellitus tipo

I supone un 10% (IDF diabetes atlas, 2019). En las altimas décadas, se han producido
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cambios en los estilos de vida y en los hédbitos de la poblacion, que han derivado en un
aumento de la incidencia y prevalencia de esta enfermedad (Mobasseri y cols., 2020).
Asi, el consumo de una dieta basada fundamentalmente en alimentos procesados favorece
tanto el sobrepeso como la carencia de vitaminas como la D, la cual se considera un factor
protector gracias a su influencia en la regulacion del sistema inmune y de las rutas
metabolicas relacionadas con la diabetes (Rewers y Ludvigsson, 2016). Ademas, estas
alteraciones de la dieta pueden derivar en la disminucion de la diversidad de la microbiota
intestinal, la cual esta implicada en la modulacién de inmunopatologias extra-intestinales
como la diabetes mellitus tipo I (Fenneman y cols., 2020). Por otro lado, estos cambios
en los estilos de vida saludables, unidos a la propia evolucién del ser humano,
desembocan en el desarrollo precoz y rdpido crecimiento de los nifios, el cual se produce
cada vez a edades més tempranas, factor que también se asocia con el desarrollo de esta
entidad (Rewers y Ludvigsson, 2016). También, se ha determinado que el aumento del
estrés psicologico, condicionado por el estilo de vida al que estamos sometidos en la
sociedad actual puede haber influido en el aumento en la incidencia de esta enfermedad

(Rewers y Ludvigsson, 2016).

En el movimiento dentario ortodoncico el estrés biomecanico producido por la
aplicacion de las fuerzas genera una respuesta inflamatoria que aumenta el estrés
oxidativo (Betteridge, 2000) y provoca el remodelado 6seo y del LP (Takahashi y cols.,
2013). En la diabetes mellitus tipo I, se producen modificaciones del metabolismo que
alteran la resolucioén de la inflamacion y la reparacion de los tejidos. Los pacientes
diabéticos, incluso aquellos tratados con insulina presentan alteraciones del metabolismo
0seo. Por esta razon, a menos que la diabetes esté bien tratada, se acepta que habra un
riesgo real de degradacion acelerada del LP durante el tratamiento ortodoncico (Villarino,

Lewicki y Ubios, 2011).

Las MMPS tienen un papel crucial en el remodelado de la matriz extracelular del
LP y del hueso alveolar. La MMP-8 se incluye entre las colagenasas y es capaz de
degradar el colageno intersticial de los tipos I, Il y ITII. Una mayor expresion de esta MMP
ha sido observada en la encia de pacientes diabéticos al ser comparada con individuos
sanos, asociandose su expresion a la enfermedad periodontal (Surlin y cols., 2014). La
MMP-9, conocida como gelatinasa B, tiene la capacidad de degradar el colageno y las

gelatinas (Chen y cols., 2013), jugando también un papel esencial en la migracion de los
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osteoclastos y sus precursores durante la osteoclastogénesis (Xie, Kuijpers-Jagtman y
Maltha, 2009). Una expresion intensa de MMP-9 ha sido observada en pacientes con

diabetes y periodontitis (Surlin y cols., 2014).

Tanto el estrés oxidativo (Buzko, 2017) como la expresion de las MMP-8
(Apajalahti y cols., 2003; Canavarro, Palmier y Capelli, 2013) y MMP-9 (Grant y cols.,
2013), han sido estudiados durante el movimiento ortodoncico. Sin embargo, hasta donde
nosotros conocemos, la posible alteracion de estos parametros durante el movimiento
dentario ortoddncico en pacientes diabéticos no ha sido evaluada. Esto, sumado a la alta
demanda de tratamientos ortodoncicos en nifios y adolescentes (poblacion mas afectada
por la diabetes mellitus tipo 1), y al aumento de su incidencia y prevalencia en las tltimas
décadas, hace necesario investigar los efectos de la diabetes en el movimiento dentario
ortodoncico. De esta forma, el ortodoncista podra conocer las implicaciones clinicas de

realizar un tratamiento de ortodoncia en pacientes con esta enfermedad.

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. HIPOTESIS

El movimiento dentario inducido por una fuerza ortodoncica se produce como
consecuencia de una respuesta inflamatoria que da lugar al remodelado del hueso alveolar
y del LP. Dado que la diabetes mellitus es una enfermedad en la que se encuentra alterada
tanto la capacidad de resolucion de la inflamacion como de reparacion del dafio tisular,

nos plateamos las siguientes hipotesis:

Hipotesis nula: “La diabetes no altera la respuesta inflamatoria derivada de la
aplicacion de una fuerza ortoddncica, ni el remodelado de los tejidos periodontales; asi

como tampoco influye en la cantidad de movimiento dentario que se produce”.

Hipotesis alternativa: "La diabetes altera la respuesta inflamatoria derivada de la
aplicacion de una fuerza ortodoncica, asi como el remodelado de los tejidos

periodontales; influyendo en la cantidad de movimiento dentario que se produce”.
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4.2. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la influencia de la diabetes mellitus en la respuesta inflamatoria, el estrés
oxidativo, la cantidad de movimiento dentario y el remodelado del LP periodontal tras

la aplicacion de una fuerza ortodoncica.

4.3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Cuantificar la actividad MPO en muestras gingivales tomadas alrededor del primer
molar maxilar derecho a las 24, 48, 72 horas y a la semana de la aplicacion de una

fuerza ortodoncica.

- Determinar el nivel de MDA en muestras gingivales tomadas alrededor del primer
molar maxilar derecho a las 24, 48, 72 horas y a la semana de la aplicacion de una

fuerza ortodoncica.

- Cuantificar el movimiento dentario mediante micro-CT a las 24, 48, 72 horas y a

la semana de la aplicacion de una fuerza ortodoncica.

- Evaluar la orientacion de las fibras del LP mediante un analisis histologico con
tincion de hematoxilina-eoxina a las 24, 48, 72 horas y a la semana de la aplicacién

de una fuerza ortodoncica.

- Determinar mediante tincion inmunohistoquimica la expresion de las MMP-8 y
MMP-9 a nivel del LP a las 24, 48, 72 horas y a la semana de la aplicacion de una

fuerza ortodoncica.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

El protocolo de estudio de este proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética
(281/2016) y la autoridad local competente (A13170704) de la Universidad de Murcia, y
se siguieron las guias de la Union Europea para la experimentacion animal (EU/63/2010)
(Anexo 1). El estudio fue llevado a cabo siguiendo los requisitos de actuacion de

investigacion animal: guias de experimentos In Vivo (ARRIVE).
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Para calcular un tamafo de la muestra representativo, se requirié una potencia del

80% (nivel alfa 5%).

Un total de 60 ratas adultas Sprague-Dawley macho, con un peso entre los 246 y
254 gramos (media de peso de 250 gramos), fueron incluidas en este estudio prospectivo

randomizado que tuvo lugar entre enero de 2018 y octubre de 2019.

Las ratas se almacenaron en jaulas ventiladas individuales, con ciclos 12/12 horas
de luz/oscuridad, y se alimentaron y bebieron a voluntad. Las ratas fueron alimentadas
con una nutricién completa, alta en carbohidratos, disefiada para ratas y ratones de
experimentacion (Pb Panlab, Barcelona, Espafia), previamente triturada (Robot Coupe®
Borgona, Francia) con el fin de proporcionarles una dieta semiblanda. Las ratas fueron

aclimatadas durante una semana antes de comenzar el estudio.

5.2. ALEATORIZACION

La aleatorizacion fue llevada a cabo wusando el servicio online

http://www.randomization.com.

Las ratas fueron distribuidas aleatoriamente en tres grupos (n=20 por grupo):
Grupo 1: Normoglicémicas.
Grupo 2: Diabéticas sin tratamiento.

Grupo 3: Diabéticas tratadas con insulina.

5.3. INDUCCION DE LA DIABETES MELLITUS TIPO I

La diabetes mellitus tipo I fue inducida en los Grupos 2 y 3 (n=40) mediante la
administraciéon de una Unica dosis intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (Sigma-
Aldrich Chemistry, S.A., Madrid, Espaiia) de 55 mg/kg disuelta en 0,5 ml de tampdén
citrato (50 mM; pH 4,5), manteniendo la preparacion en la oscuridad hasta el momento
de la administracion (Nascimento-Saba, Breitenbach y Rosenthal, 1997). Para prevenir la
posibilidad de hipoglucemia causada por la presencia de altos niveles de insulina en

sangre debido a la destruccion de las células pancredticas P, se afiadio glucosa al agua de
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los animales (60 gramos de glucosa por cada 500 ml de agua). 10 dias después de la
administracion intraperitoneal de STZ, los niveles de glucosa en sangre fueron
monitorizados a través de una puncién realizada en la vena de la cola de cada rata,
midiendo los niveles de glucosa con el sistema Accu-Chek®Performa Nano (Roche,
Barcelona, Espafia). Los animales que presentaron niveles de glucosa superiores a 200
mg/dl fueron considerados diabéticos. Los niveles de glucosa fueron comprobados
regularmente y de forma continua para asegurar que presentaban diabetes tipo I durante

todo el estudio (Barbirato, 2018).

En los animales del Grupo 3 la administracion de insulina comenzo 11 dias después
de la inyeccion de STZ (una vez comprobado que los niveles de glucosa eran >200 mg/dl).
Se les inyect6 diariamente insulina humana subcutanea (Sigma-Aldrich Quimica, S.L,
Madrid, Espafia), ajustando la dosis a los requerimientos de cada animal. A los grupos 1

y 2 se les inyecto una solucion salina.

54. PROCEDIMIENTO ORTODONCICO

Todos los animales fueron anestesiados con una mezcla de ketamina al 50%
(Ketamidor®, RitcherPharma AG, Wels, Austria) y xilazina al 50% (Xilagesic®,
Laboratories Calier S.A, Barcelona, Espafna) administrada mediante una inyeccioén

intraperitoneal, utilizando una dosis de 0,1 ml/100 gramos del peso corporal.

Cuando se consiguid la anestesia general, se coloco una ligadura metalica de 0,012”
de diametro alrededor del primer molar superior (M1) derecho, la cual se encontraba
ligada a un muelle (200 gramos, muelle cerrado Ni-Ti 0,010” x 0,030, bobina 21”.
Imperortho® Alcira, Valencia, Espafia) que fue activado mediante otra ligadura de metal
de 0,012” de diametro que se ligd a su extremo libre y se fijé a los incisivos mediante
ligado. Con el fin de asegurar la retencion de la ligadura, se aplico sobre ella y a su
alrededor el autograbante Transbond Plus Self Etching primer (3M Unitek, Monrovia,
California, EE.UU.) y la resina de composite Transbond XT (3M Unitek, Monrovia,
California, EE.UU.) (Figura 7). El muelle liberaba una fuerza de 0,2 N.
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Cinco ratas de cada grupo fueron sacrificadas a través de la inhalacion de CO2 a las

24 horas, 48 horas, 72 horas y a la semana tras la colocacion del aparato ortodoncico.

Figura 7. Fotografia del aparato ortodoncico usado para mesializar el M1 derecho.

5.5. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA MPO Y DEL MDA

Se obtuvieron dos muestras gingivales de alrededor del primer molar maxilar
derecho utilizando un bisturi circular de 3 mm de didmetro (biopsia tipo punch)
(Laboratorios Stiefel, Madrid, Espaiia), y se introdujeron en una solucién tampoén fosfato

(PBS), congelandose a -80° C hasta ser procesadas.

Tras descongelar las muestras en un bafio Unico tras un ciclo de descongelado
(Trevisan y cols., 2001; Block y cols., 2002; Tsimikas, 2006), se midieron los niveles de

MPO y MDA, siendo ambos biomarcadores de la inflamacion y del estrés oxidativo.

Para la cuantificacion de los niveles de MPO en las muestras gingivales, el tejido
fue procesado mediante la técnica descrita por Souza y cols. (2003). Las muestras fueron
homogeneizadas en dos volumenes de solucidon tampon para congelarlas (0,1 mol/l de
NaCL; 20 mmol/l NaPOyg; 15 mmol/l NaEDTA) con un pH de 4,7 y se centrifugd a 0,8 g
durante 15 minutos. El precipitado se sometio a lisis hipoténica (solucion de 900 pl de
0,2% NaCL durante 30 segundos y después un volumen equivalente de 1,6% NaCL,
afiadiendo un 5% de glucosa). Tras centrifugar una segunda vez, el precipitado quedd

resuspendido en 50 mmol/l de tampon NaPO4 a un pH de 5,4, conteniendo un 0,5% de
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bromuro de hexadeciltrimetilamonio, siendo otra vez re-homogeneizado y centrifugado a
9,3 g durante 15 minutos a 4° C. La actividad MPO en el precipitado resuspendido fue
cuantificada mediante espectrofotometria, midiendo los cambios en absorbancia a 450
nm usando una solucion de tetrametilbezidina (1,6 mmol/l) y peréxido de hidrégeno (0,5

mmol/l). La concentracion de MPO fue expresada en nmol/g de tejido.

Para la cuantificacion de los niveles de MDA en las muestras gingivales, el tejido
fue procesado usando la técnica descrita por Aratjo y cols. (2013). Las muestras fueron
homogeneizadas (0,25 ml de tejido tisular folicular al 10% preparado en 0,15 mol/l de
cloruro sédico) y se anadid a una solucion de acido tiobarbitarico (1,5 ml de H3POsal 1%
y 500 pl de acido tiobarbitarico al 0,6% ambos en solucidon acuosa), se colocaron las
muestras en un bafio de agua y se calentaron a 100°C durante 45 minutos. Tras ello, 2 ml
de PA n-butanol fue anadido a las muestras que fueron homogeneizadas y centrifugadas
a 40,816 g durante 15 minutos a 4° C. La absorbancia de la capa de butanol fue medida a
520 nm (A1) y 535 nm (A2). La concentracion de MDA fue calculada como la diferencia
entre A2 y Al, expresada en nmol/g de tejido.

5.6. MICRO-CT PARA EL ESTUDIO DEL MOVIMIENTO DENTAL

El analisis de imagen se llevo a cabo utilizando el escaner Albira SPECT/PET/CT
tri-modal preclinico (Bruker®, Billerica, MA, EE. UU.). Las imagenes tridimensionales
de la hemimaxila derecha fueron reconstruidas y el movimiento dental fue medido usando
un software médico para el andlisis de imagenes (Volview 3.4, Kitware, Clifton Park,
NY, EE. UU). El movimiento dental fue definido como la distancia entre el primer y
segundo molar maxilar, medido desde el punto mas mesial de la corona del segundo molar
al punto mas distal de la corona del primer molar. Las medidas fueron realizadas dentro
del plano sagital mas proximo al movimiento dental, localizando el plano de la imagen
que mostraba la mayor parte de estructura de la raiz (Kalajzic y cols., 2014; Murphy y
cols., 2014).

5.7. ANALISIS HISTOLOGICO DEL LP CON HEMATOXILINA-EOSINA

Tras el analisis con micro-CT, todos los maxilares (n=60) se fijaron en una solucién

tampon de formalina al 10% durante 72 horas. Los maxilares fijados fueron lavados con
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agua destilada durante 5 minutos y sumergidos en una solucidon descalcificante al 10%
(w/v) de acido etilendiaminotetraacético (EDTA)/solucion tampdn fosfato salina (PBS)
con un pH de 7,4 a 25°C. Las muestras se mantuvieron sumergidas en la solucion
descalcificante entre 10 y 12 dias, bajo constante agitacion, remplazando el EDTA cada
3 dias. Tras embeberlas en parafina, los bloques de parafina fueron orientados de manera
que los maxilares fuesen cortados perpendicularmente al plano oclusal de los molares.
Las muestras se cortaron en secciones de 5 um de grosor. La hematoxilina y la eosina
fueron usadas para identificar los cambios en las fibras del LP tras el movimiento dentario
ortodoncico en los tres grupos, usando la variable dicotomica utilizada por Zhang, Liy

Bi (2011): coldgeno con orientacion normal o colageno con orientacion irregular.

5.8. ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO. CUANTIFICACION DE MMP-8
Y MMP-9

Las MMP-8 y MMP-9 fueron identificadas usando como anticuerpos primarios, un
anticuerpo monoclonal de conejo para la MMP-8 y un anticuerpo policlonal de conejo
para la MMP-9 (Abcam, EE. UU.). El procedimiento inmunohistoquimico fue llevado a
cabo en secciones de 3um de las muestras fijadas en formalina y embebidas en parafina.
Tras desparafinar y rehidratar, las muestras se sumergieron en una solucion de EDTA con
un pH 9,0 (Dako, Dinamarca) a 98°C durante 30 minutos. Las secciones fueron entonces
incubadas con H>O»> al 0,5% en metanol durante 20 minutos para bloquear la peroxidasa
endogena y para prevenir alteraciones inespecificas (suero normal de caballo,
Laboratorios Vector, Burlingame, CA, durante 20 minutos a 37° C). Las secciones fueron
incubadas con el anticuerpo primario durante 1 hora a 37° C, lavadas en tampon fosfato
e incubadas con un Kit ImmPRESS® de anticuerpos de IgG de conejo obtenidos de
caballo, peroxidasa (Vector Labs durante 30 min a 37°C). Finalmente, la inmunoreaccion
fue revelada por incubacion con una solucion comercial 3-3" diaminobencidina (DAB)
(Dako) durante 5 minutos a temperatura ambiente. La reaccion positiva fue identificada
por un precipitado marrén oscuro. Se utilizo tejido pulmonar y placentario de raton como
controles positivos para los anticuerpos de MMP-9 y MMP-8 respectivamente, siguiendo
las instrucciones del fabricante. No hubo reaccion inmunoldgica positiva del tejido
cuando los anticuerpos primarios fueron omitidos o remplazados por sérum normal de
conejo a las mismas concentraciones que los anticuerpos primarios como controles

negativos. Las secciones fueron finalmente tefiidas con hematoxilina, deshidratadas,
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aclaradas y montadas.

Todas las secciones fueron examinadas en seis areas diferentes del LP: tres en la
ZT, en la zona mesial de la raiz mesial del M1; y tres en la ZC, en la zona distal de la raiz
mesial del M1 superior. Cada area de interés del hueso alveolar (AIHA) (Figura 8) fue
ajustada a un éarea de 10,000 pm? para estandarizar las medidas. Todas las células del
AIHA fueron clasificadas segin la densidad de tincion inmunoldgica bajo una
magnificacion de 1000x, utilizando el método descrito por Balci Yuce y cols. (2019).
Todas las cé€lulas del area fueron marcadas con una puntuacion de tincion de: 0 — no
tefiida; 1 — ligeramente tefiida; 2- tincién moderada; y 3- tincidon densa. La enumeracion
categorica de las células de estas areas fue hecha de acuerdo con su intensidad de tincion
inmunolégica. Un patologo experimentado ajeno al estudio llevo a cabo el analisis de las
muestras obtenidas. Se calcul6 una puntuacion H basada en la siguiente formula [XPi(i +
1)]. En esta formula, 1 indica la puntuacion de la intensidad de tincidn, y Pi indica el
porcentaje de células tefiidas. Tras calcular las puntuaciones H para las seis medidas, la

media de estos seis valores fue registrada (Balci Yuce y cols., 2018; Toker y cols., 2018).

Figura 8. Imagen microscopica del hueso maxilar (superior derecho) (hematoxilina-eosina). A: Primer
molar maxilar (M1), segundo molar maxilar (M2), tercer molar maxilar (M3), zona de tension (ZT), zona
de compresion (ZC), area de interés del hueso alveolar (AIHA) a una magnificacion 20x. B: ZT de interés
del hueso alveolar (ZT AIHA) a una magnificacion 100x. C: ZC de interés del hueso alveolar (ZC AIHA)

a una magnificacion 100x.
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5.9. ANALISIS ESTADISTICO

El test de normalidad de Kolmogorov-Smirnov (p<0,05) y el test de homogeneidad
de varianzas de Levene (p<0,05) fueron aplicados a las distintas variables para determinar

la existencia de normalidad y la homogeneidad de las varianzas, respectivamente.

Los datos de MPO, MDA y del movimiento dentario no cumplieron los criterios de
normalidad y de homogeneidad de varianzas, por tanto, fueron analizados mediante las
pruebas de Kruskal-Wallis (p<0,05) y de Mann-Whitney, aplicando la correccion de
Bonferroni (p< 0,016).

Los datos obtenidos en cuanto a la orientacion de las fibras del LP fueron analizados

con la prueba Chi-cuadrado de Pearson (p<0,05).

Los valores de MMP-8 y MMP-9 si cumplieron los criterios de normalidad y
homogeneidad de las varianzas, por lo que se analizaron con el analisis de la varianza de

un factor (ANOVA) y el test de Tukey (p<0,05).

6. RESULTADOS

En este estudio, todos los animales sobrevivieron hasta el final del estudio y no se

produjo la pérdida de ningtn aparato ortodoncico.

6.1. ACTIVIDAD MPO Y MDA

Unicamente se encontraron diferencias significativas en la actividad de la MPO
entre los distintos grupos a las 24 horas de activacion del aparato (Tabla 1), siendo los
valores significativamente mayores para los animales diabéticos no tratados que para el
grupo normoglicémico (p< 0,016). No se encontraron diferencias significativas entre los

animales tratados con insulina y los normoglicémicos (p=>0,016).
En cuanto a los niveles de MDA, se observaron diferencias significativas entre los

grupos a las 24 y a las 48 horas. A las 24 horas, los niveles de MDA en los dos grupos de

animales con diabetes, no tratados y tratados con insulina, fueron significativamente
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mayores que en los normoglicémicos (p< 0,016); en cuanto a las ratas diabéticas, los
niveles de MDA fueron significativamente mayores en los animales no tratados que en
los tratados con insulina (p< 0,016). A las 48 horas, las ratas diabéticas no tratadas
mostraron una actividad significativamente mayor de MDA que las normoglicémicas y
que las ratas diabéticas tratadas con insulina (p< 0,016); no se detectaron diferencias
significativas entre las normoglicémicas y las diabéticas tratadas con insulina (p=>0,016)

(Tabla 1).

Tabla 1. Comparacion de la actividad de la MPO y MDA entre los grupos de estudio a las 24, 48, 72 horas
y a la semana (Test U Mann-Whitney).

Actividad MPO (nmol/g de tejido) Actividad MDA (nmol/g de tejido)
Tiempos n
Mediana (rango) Mediana (rango)
24 horas
Normoglicémicas 5 7.87 (4.72-9.57)* 38.65 (24.85-42.35)"8
Diabéticas sin tratamiento 5 17.45(11.30-18.37)" 76.37 (71.57-88.85)"%
Diabéticas tratadas con insulina 5 12.32 (5.55-14.25) 50.70 (31.72-62.07)"*
48 horas
Normoglicémicas 5 6.05 (4.52-8.25) 36.02 (24.30-41.55)*
Diabéticas sin tratamiento 5 10.87 (4.60-16.30) 73.05 (70.96-81.22)"%
Diabéticas tratadas con insulina 5 8.10 (4.22-13.05) 46.02 (29.30-59.55)*
72 horas
Normoglicémicas 5 5.50 (3.90-6.32) 30.35 (22.85-40.27)
Diabéticas sin tratamiento 5 10.22 (3.60-11.00) 55.92 (53.47-67.55)
Diabéticas tratadas con insulina 5 5.65 (3.15-8.25) 30.92 (24.47-45.92)
1 semana
Normoglicémicas 5 4.30 (3.75-6.25) 24.45 (16.45-32.97)
Diabéticas sin tratamiento 5 5.57 (3.55-10.45) 32.62 (26.00-47.85)
Diabéticas tratadas con insulina 5 4.80 (3.15-7.62) 26.47 (23.17-35.65)
* Diferencias significativas comparadas con el grupo Normoglicémico; * Diferencias significativas comparadas
con el grupo Diabéticas sin tratamiento; § Diferencias significativas comparadas con el grupo Diabéticas con
insulina. p< 0,016.
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6.2. MOVIMIENTO DENTARIO ORTODONCICO

A las 24 horas, no se encontraron diferencias significativas en la cantidad de
movimiento dentario entre grupos (p>0,05). A las 48 horas, 72 horas y a la semana, se
observo que el movimiento dentario era significativamente mayor en el grupo de
diabéticas no tratadas que en el grupo normoglicémico y que en el grupo tratado con
insulina (p<0,016) (Figura 9). No se identificaron diferencias significativas entre las ratas

normoglicémicas y las tratadas con insulina (p>0,016) (Tabla 2).

Normoglicémicas

| 24 horas ‘ 72 horas ‘ | 1 semana

Diabéticas sin tratamiento

’ 24 horas ‘ I 48 horas

Diabéticas con insulina

24 horas ‘ ‘ 48 horas

Figura 9. Micro-CT usado para el analisis del movimiento dental. Area de interés (circulo rojo).
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Tabla 2. Comparacion del Movimiento dental entre los grupos de estudio a las 24, 48, 72 horas y a la

semana (Test U Mann-Whitney).

Movimiento dental (um)

Tiempos n

Mediana (rango)

24 horas

Normoglicémicas
Diabéticas sin tratamiento

Diabéticas tratadas con insulina

48 horas

Normoglicémicas
Diabéticas sin tratamiento

Diabéticas tratadas con insulina

72 horas

Normoglicémicas
Diabéticas sin tratamiento

Diabéticas tratadas con insulina

1 semana

Normoglicémicas
Diabéticas sin tratamiento

Diabéticas tratadas con insulina

135 (120-145)
150 (140-160)

140 (125-145)

180 (150-190)*
240 (230-250)3

190 (145-195)*

200 (205-225)*
330 (315-335)"%

220 (210-230)"

400 (360-405)*
500 (470-505)"8

410 (370-415)"

Diabéticas con insulina. p< 0,016.

* Diferencias significativas comparadas con el grupo Normoglicémico; * Diferencias significativas

comparadas con el grupo Diabéticas sin tratamiento; $ Diferencias significativas comparadas con el grupo
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6.3. ANALISIS HISTOLOGICO DEL LP

No se detectaron diferencias significativas en la orientacion de las fibras del LP a

las 24 y a las 48 horas (p>0,05). En cambio, a las 72 horas y a la semana, las fibras

presentaron una orientacion significativamente mas irregular en el grupo diabético no

tratado que en el grupo normoglicémico (p<0,05) (Tabla 3 y Figura 10).

Tabla 3: Comparacion de los cambios de las fibras del LP tras la induccion mecanica entre los grupos de

estudio a las 24, 48, 72 horas y a la semana (Test chi cuadrado de Pearson).

Tiempo: n (%)

Grupos de estudio n 24 horas 48 horas 72 horas 1 semana
Normoglicémicas 5
Orientacion normal 5(100) 4 (80) 4 (80) 5(100)
Orientacién irregular 0 (0) 1 (20) 120" 0(0)
Diabéticas sin tratamiento 5
Orientacion normal 3 (60) 2 (40) 0(0) 2 (40)
Orientacion irregular 2 (40) 3 (60) 5(100)° 3 (60)"
Diabéticas tratadas con insulina 5
Orientacion normal 4 (80) 3 (60) 2 (40) 4 (80)
Orientacion irregular 1 (20) 2 (40) 3 (60) 1(20)

“ Diferencias significativas comparadas con el grupo Normoglicémico; * Diferencias significativas comparadas

con el grupo Diabéticas sin tratamiento; § Diferencias significativas comparadas con el grupo Diabéticas con

insulina. p<0,05.
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Figura 10. Fotomicrografias a las 72 horas de secciones sagitales (hematoxilina-eosina) a una
magnificacion 80x. Diente (D), Ligamento periodontal (LP), Zona de compresion (ZC). A: Ratas
normoglicémicas, un animal con el colageno orientado normal. B: Ratas diabéticas no tratadas, un animal
con el colageno orientado irregular. C: Ratas diabéticas tratadas con insulina, un animal con el colageno

orientado irregular. Orientacion irregular de las fibras del LP marcadas con flechas.

6.4. EXPRESION DE METALOPROTEINASAS DE LA MATRIZ
EXTRACEULARS8Y 9

En todos los puntos en el tiempo, la expresion de las MMP-8 y MMP-9 (Tabla 4 y
5 respectivamente) (Figura 11) fue significativamente mayor para las ratas diabéticas no
tratadas y tratadas con insulina que para las normoglicémicas (p<0,05); entre los animales
diabéticos, la expresion de MMP-8 y MMP-9 fue significativamente mayor en el grupo

no tratado que en el grupo tratado con insulina (p=0,009).
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Tabla 4: Comparacion de la expresion de las MMP-8 entre los grupos de estudio a las 24, 48, 72 horas y a

la semana (Test Tukey).

MMP-8 (Puntuacion H)

Tiempos n

Mediana £ DT
24 horas
Normoglicémicas 30 25.20 + 6.53%8
Diabéticas sin tratamiento 30 46.57 + 6.99%§
Diabéticas tratadas con insulina 30 30.47 £ 437
48 horas
Normoglicémicas 30 3207 + 1.91%§
Diabéticas sin tratamiento 30 60.30 = 4.51%%
Diabéticas tratadas con insulina 30 42.17 +£2.53"
72 horas
Normoglicémicas 30 40.77 + 1.73%$
Diabéticas sin tratamiento 30 78.30 + 1.61%%
Diabéticas tratadas con insulina 30 4443 +1.56"*
1 semana
Normoglicémicas 30 52.33 4+ 252§
Diabéticas sin tratamiento 30 95.03 + 1.84%§
Diabéticas tratadas con insulina 30 60.47 = 1.87"#

* Diferencias significativas comparadas con el grupo Normoglicémico; # Diferencias significativas comparadas con

el grupo Diabéticas sin tratamiento; $ Diferencias significativas comparadas con el grupo Diabéticas con insulina.
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Tabla 5: Comparacion de la expresion de las MMP-9 entre los grupos de estudio a las 24, 48, 72 horas y a

la semana (Test Tukey).

MMP-9 (Puntuacion H)

Tiempos n

Mediana + DT
24 horas
Normoglicémicas 30 14.03 + 1.71%8
Diabéticas sin tratamiento 30 31.43 + 1.99%§
Diabéticas tratadas con insulina 30 19.63 +2.09"
48 horas
Normoglicémicas 30 21.73 + 1.85%8
Diabéticas sin tratamiento 30 44.07 +2.18"$
Diabéticas tratadas con insulina 30 32.03 £2.96"
72 horas
Normoglicémicas 30 30.47 & 2.33%8
Diabéticas sin tratamiento 30 56.07 & 2.85%%
Diabéticas tratadas con insulina 30 40.53 +2.08"*
1 semana
Normoglicémicas 30 41.93 + 2.49%§
Diabéticas sin tratamiento 30 67.43 +1.71%%
Diabéticas tratadas con insulina 30 50.73 + 3.79*#

“ Diferencias significativas comparadas con el grupo Normoglicémico; # Diferencias significativas comparadas con
el grupo Diabéticas sin tratamiento; § Diferencias significativas comparadas con el grupo Diabéticas con insulina.

p<0,05.
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Figura 11: Las areas marrones muestran la localizacion de las MMP-8 y MMP-9 por inmunohistoquimica.

Matriz intracelular (flecha) y matriz extracelular (punta de flecha). Hay gran cantidad de MMP-8 y MMP-
9 en las ratas diabéticas sin tratamiento (A, B), mientras que en las ratas normoglicémicas (C, D) la MMP-
8 esta ausente y la MMP-9 es escasa. De la misma manera, las ratas diabéticas tratadas con insulina (E, F)
muestran una menor expresion de MMP-8 y MMP-9 que en las ratas diabéticas sin tratamiento. H: hueso,

D: diente, LP: ligamento periodontal.

7. DISCUSION

El objetivo de este estudio fue evaluar la influencia de la diabetes en el estrés
oxidativo, la orientacion de las fibras del LP y en la expresion de MMP-8 y MMP-9
durante el movimiento dentario ortodoncico utilizando ratas Sprague-Dawley como

modelo animal.
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Nuestros resultados mostraron que el estrés mecanico en ratas diabéticas no tratadas
producia una mayor respuesta inflamatoria, mas estrés oxidativo, mas movimiento
dentario, mayor desorganizacion del LP y una expresion de MMP-8 y MMP-9 mas
elevada que en las ratas normoglicémicas. Ademads, se observo que la insulina revertia
estos efectos en términos de movimiento dental. Por tanto, se rechaza la hipotesis

planteada al inicio de este estudio.

Para estudiar la respuesta biologica a las fuerzas ortoddncicas se han utilizado
distintos modelos de estudio animal, entre ellos, ratas, perros, gatos e incluso monos. El
principal problema de usar estos modelos animales radica en la extrapolacion de los datos
a la situacion clinica, ya que existen diferencias tanto a nivel 6seo como del LP al
compararlo con humanos (Ren, Maltha y Kuijpers-Jagtman, 2004). A nivel 6seo, Reitan
y Kvam (1971) demostraron que, tanto en perros como en ratas, la cara lingual y
vestibular del hueso alveolar presentaba una mayor densidad que en humanos, lo que
influye en la reabsorcion en el lado de presion durante un movimiento ortodoncico.
Ademas, la aposicion 6sea en el lado de tension en el caso de los modelos con ratas se ve
retardada en comparacion a los humanos debido a la estructura 6sea y a que la
hialinizacion comienza antes tras periodos cortos de aplicacion de fuerzas. A nivel
periodontal, Romanos y cols. (1991) observaron que la disposicion de las fibras
periodontales era diferente. Sin embargo, Von Bohl y Kuijpers-Jagtman (2009) afirmaron
que no existian diferencias significativas en la reacciéon de los tejidos entre ratas y
humanos durante el movimiento dentario ortodoncico. Por lo tanto, aunque hay algunas
diferencias morfoldgicas y fisiologicas entre el hueso alveolar y el LP de ratas y humanos,
las ratas son consideradas un buen modelo de estudio para el movimiento dentario. Entre
las ventajas del uso de un modelo en ratas se encuentran el bajo coste y la facilidad de
almacenaje de los animales; ademas, las muestras histologicas se preparan con mas

facilidad que las de perros (Ren, Maltha y Kuijpers-Jagtman, 2004).

Para inducir la diabetes, se inyectd a las ratas STZ, este es un agente toxico
relativamente selectivo frente a las células B pancreaticas de los animales, que causa una
diabetes irreversible. Por tanto, se provoco una diabetes con condiciones similares a las

de la diabetes tipo I, la cual es insulinodependiente (Villarino, Lewicki y Ubios, 2011).
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En Ia literatura, se pueden observar distintos disefios de aparatos para producir el
movimiento ortoddncico en modelos en ratas. Ren, Maltha y Kuijpers-Jagtman (2004)
usaron un sistema donde ligaban los tres molares con una ligadura metélica de acero de
0,2 mm de didmetro para constituir una Unica unidad. A esta ligadura metélica, se unia
un muelle cerrado (de 0,22 mm de diametro a través de un ojal de 0,56 mm) capaz de
ejercer una fuerza de 0,10 N sobre un rango de activacion de 3 a 15 mm. Antes de colocar
el aparato, se realizaba con una fresa un agujero transversal a nivel del hueso alveolar
maxilar (perforando también los incisivos a nivel medio de su raiz para aumentar el
anclaje). A través de dicho agujero, insertaban una ligadura de acero de 0,3 mm, que era
ligada al extremo libre del muelle. Por tanto, mediante este aparato se pretendia el
desplazamiento mesial de la unidad constituida por los tres molares, utilizando como
anclaje el hueso alveolar y los incisivos. Sprogar y cols (2008) y Plut y cols (2015),
usaron un sistema diferente, en lugar de utilizar los tres molares como una unidad,
unicamente colocaban una ligadura de acero de 0,25 mm alrededor del primer molar
superior izquierdo, la cual se ligaba a uno de los extremos de un muelle cerrado. Al otro
extremo libre del muelle se ligé un alambre quirtirgico de 4-0 multifilamentos y se fijo el
alambre a los incisivos. Para mejorar la retencion del alambre a los incisivos, realizaron
con una fresa un agujero de 0,5 mm a nivel de las superficies distales de los incisivos. La
fuerza aplicada por este sistema fue de 0,25 N. Este aparato es muy similar al descrito por
Liy cols. (2010), sin embargo, la fuerza de activacion que utilizaron estos ultimos fue de
0,5 N. En 2015, el grupo de Seifi, Hamedi y Khavandega, describieron un sistema donde
se utilizé un muelle cerrado de 5 mm de longitud unido por un extremo mediante una
ligadura al primer molar superior derecho y por otro a los dos incisivos superiores. Estos
autores no realizaron ningun tipo de muesca a nivel de los incisivos, para aumentar la
retencion de la ligadura a los dientes se utilizo material adhesivo. La fuerza de activacion

utilizada con este aparato ortodoncico fue de 0,6 N.

En nuestro estudio, el aparato usado para inducir el movimiento dentario fue similar
a los usados por Sprogar y cols. (2008), Li y cols. (2010) y Plut y cols. (2015). Sin
embargo, con el fin de reducir el estrés producido en los animales, no se realizé una
muesca en los incisivos de las ratas para retener la ligadura, si no que la fijamos a los
incisivos mediante el ligado de esta y afiadimos composite para aumentar su retencion,

como hicieron Seifi, Hamedi y Khavandega (2015).
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La fuerza producida por un aparato ortodoncico provoca alteraciones dinamicas
tanto en la matriz extracelular como en las células del citoesqueleto del LP y del hueso
alveolar, alterando el remodelado 6seo (Feller y cols., 2015). Al aplicar fuerzas
ortodoncicas intensas, aunque el movimiento ortodoncico ocurre, aumenta la apoptosis
celular (Kaya y cols., 2019). Ademas, se ha demostrado que fuerzas ortodoncicas ligeras
favorecen el movimiento dental reduciendo los efectos adversos (menores de 0,2 N)
(Krishnan y Davidovitch, 2006). Por ello, en este estudio, a pesar de la variedad de fuerzas
utilizadas en la bibliografia y con el fin de minimizar el dafio periodontal en los animales
diabéticos, decidimos aplicar una fuerza de 0’2 N en lugar de los 0’5 N utilizados por Li

y cols. (2010) o los 0°6 N de Seifi, Hamedi y Khavandega (2015).

Las fuerzas ortodoncicas son agentes fisicos capaces de inducir una reaccion
inflamatoria que provoca el remodelado del LP y del hueso alveolar. En este sentido, esta
investigacion analizé la actividad de la MPO para determinar la infiltracion de
polimorfonucleares en el tejido gingival alrededor de los primeros molares como una
forma indirecta de evaluar la inflamacion (Marcaccini y cols., 2010). Los mayores valores
de MPO fueron registrados las primeras 24 horas tras la activacion del aparato
ortodoncico en todos los grupos, a partir de este momento en el tiempo los niveles
decrecieron, estos resultados confirman que la aplicacion de una fuerza ortodoncica
produce un aumento en la expresion de los mediadores de la inflamacion durante las
primeras 24 horas (Tsuge, Noda y Nakamura, 2016). En pacientes sanos con tratamiento
ortodoncico, se ha observado que los niveles maximos de actividad de la MPO, tanto en
fluido crevicular (Navarro-Palacios y cols., 2014; Fatima y cols., 2017) como en saliva
(Navarro-Palacios y cols., 2014), se alcanzaban 2 horas después de la activacion del
aparato, registrando menor actividad a los 7 y a los 14 dias. La evaluacion a las 24 horas
fue el tnico punto en el tiempo en el que se identificaron diferencias significativas entre
los grupos, observandose en los animales diabéticos sin tratamiento una actividad de
MPO significativamente mayor que en los normoglicémicos, lo cual podria deberse al
hecho de que la diabetes mellitus modifica la respuesta inflamatoria y aumenta la
expresion de marcadores de la inflamacion como la IL-6, el TNFa y el factor de
crecimiento beta 1 (TGFB1) (Santamaria-Jr y cols., 2019). La administraciéon de insulina
redujo la actividad de MPO, de forma que los niveles de esta enzima en los animales

diabéticos tratados con insulina fueron similares a los de los normoglicémicos; aunque
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no se encontraron diferencias significativas entre diabéticos tratados con insulina y los no

tratados.

En cuanto a los niveles de MDA, 24 horas después de la activacion del aparato,
tanto los animales diabéticos no tratados como los diabéticos tratados con insulina
obtuvieron niveles de MDA significativamente mayores que los normoglicémicos. La
insulina redujo el estrés celular; ya que, aunque los niveles de MDA fueron
significativamente mayores en los diabéticos tratados que en los normoglicémicos, los
diabéticos tratados con insulina tuvieron niveles de MDA significativamente menores que
los no tratados. En cambio, a las 48 horas, los niveles de MDA entre los diabéticos
tratados con insulina y los normoglicémicos fueron similares y no se observaron
diferencias significativas entre los tres grupos. Nuestros resultados sugieren que, a partir
de las 48 horas, el estrés involucrado en el movimiento dentario ortodoncico se regula
independientemente de la presencia o ausencia de diabetes. En otro estudio en el que se
cuantificé el nivel de MDA en la saliva y en el liquido gingivocrevicular de pacientes
sanos con tratamiento de ortodoncia, se observo que el tratamiento no produce cambios
por encima de los niveles considerados como fisiolégicamente normales que sugieran un
dafio oxidativo a los componentes lipidicos de los tejidos (Atug Ozcan y cols., 2014). En
cambio, la diabetes produce un aumento del estrés oxidativo en la microcirculacion en la
region oral, reduciendo la reactividad vascular (Sugiyama y cols., 2012), aumentando los
niveles de MDA en los tejidos periodontales, reduciendo los niveles de glutation, y

alterando los niveles de defensa antioxidantes locales (Monea y cols., 2014).

En relacion con la cantidad de movimiento dentario producido, se encontré que 48
horas tras la activacion del aparato era significativamente mayor en las ratas diabéticas
no tratadas que en las diabéticas tratadas con insulina y que en las normoglicémicas,
mostrando estos dos ultimos grupos valores similares. Nuestros resultados coinciden con
otras investigaciones en las que la diabetes se tratd con insulina (Braga y cols., 2011) o
con metformina (anti hiperglicémico oral) (Sun y cols., 2017). En cambio, en otro trabajo,
aunque al igual que en el nuestro los animales diabéticos no tratados mostraron
significativamente mas movimiento dental que los normoglicémicos; en los diabéticos
tratados con insulina el movimiento fue significativamente mayor que en los

normoglicémicos. Sin embargo, cuando se administr6 metformina como tratamiento
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conjunto a la insulina, la respuesta de movimiento fue similar a los animales

normoglicémicos (Mena Laura y cols., 2019).

Varios autores han demostrado que la diabetes aumenta el nimero de osteoclastos
con tincion positiva para la fosfatasa acida tartrato resistente (Bragay cols., 2011; Suny
cols., 2017; Mena Laura y cols., 2019), asociandose también a un incremento en la
expresion de factores relacionados con el reclutamiento y la actividad de los osteoclastos
como el RANKL, el factor estimulador de colonias 1 (CSF-1), el ligando de quimiocina
2 (CCL-2), el ligando de quimiocina 5 (CCL-5), TNFa (Braga y cols. 2011) y captesina
K (Sun y cols., 2017); mientras que la expresion de marcadores de osteoblastos como la
proteina RUNX2, el codificador de osteocalcina (OCN), el colageno tipo I (Tsimikas,
2006) y la fosfatasa alcalina descienden en presencia de diabetes (Sun y cols., 2017). Por
tanto, la diabetes aumenta la migracion y actividad de los osteoclastos (Braga y cols.,
2011; Sun y cols., 2017; Mena Laura y cols., 2019) y disminuye la diferenciacion de
osteoblastos (Braga y cols. 2011; Sun y cols., 2017). La disminucion en la diferenciacion
de osteoblastos podria llevar también a una reduccion en las sefiales inhibitorias para los
osteoclastos (Braga y cols. 2011). Esto lleva a una mayor reabsorcion 6sea y mayor
movimiento dentario ortodoncico en los animales diabéticos no tratados comparados con
los normoglicémicos. El tratamiento con insulina (Braga y cols. 2011) o metformina (Sun
y cols., 2017) normaliza la situacidon con respecto a estos marcadores; por esta razon, el
movimiento dentario registrado fue similar al de las ratas normoglicémicas. Incluso
cuando la insulina no es capaz de normalizar la cantidad de movimiento dentario, el
tratamiento antidiabético reduce el dafio periodontal cuando se aplica una fuerza
ortodoncica y se observa una mayor preservacion de los tejidos periodontales (Mena

Laura y cols. 2019).

En cambio, Plut y cols. (2015) no detectaron diferencias significativas en el
movimiento dentario entre animales normoglicémicos y diabéticos, aunque si observaron
una disminucién de la formacion 6sea y un ligero aumento de la reabsorcion durante el
movimiento ortodoncico entre las ratas diabéticas. Otros estudios han concluido que la
cantidad de movimiento dentario producido es menor en presencia de diabetes (Arita y
cols., 2016; Santamaria-Jr y cols., 2019). Arita y cols. (2016), sugirieron que cuando
existe diabetes, la eliminacion del tejido de hialinizacion retrasa la acumulacién de

osteoclastos. Mena Laura y cols. (2019), afirmaron que en los animales diabéticos se
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produce un extensivo tejido de hialinizacion. La excesiva formacion de tejido de
hialinizacion como resultado de la aplicacion de fuerzas intensas puede ser la razéon por
la que Santamaria-Jr y cols. (2019) observaron menos movimiento dental en ratas
diabéticas. En cualquier caso, esta controversia de resultados puede ser debida a los
diferentes protocolos usados en los distintos trabajos en términos de modelos animales,
tipo de diabetes (I y II), tipo de aparato ortodoncico, nivel de fuerza aplicado, duracién

de la fuerza, etc.

En relacion con la orientacion de las fibras del LP, tanto a las 72 horas como a la
semana tras la activacion del aparato, se observo una desorganizacion significativamente
mayor en los animales diabéticos no tratados, lo que confirma que la diabetes afecta al
remodelado del colageno (Surlin y cols., 2014). En ratas diabéticas se ha observado que
hay un mayor nimero de capilares colapsados que en las ratas normoglicémicas, con un
LP que permanece desorganizado tras 14 dias desde la aplicacion de la fuerza, mientras
que en las ratas sanas se observa una recuperacion (Zhang, Liy Bi, 2011). En este estudio
se utilizd la tincidn con hematoxilina-eosina para evaluar la orientacion de las fibras del
LP siguiendo el método descrito por Zhang, Li y Bi (2011), aunque otros autores han
usado rojo picrosirio o alizarina roja (Toker y cols., 2018) para la tincion del colageno,

estas tinciones estdn mas indicadas para el estudio de los depositos de Ca.

La mayor desestructuracion de las fibras del LP observada en las ratas diabéticas
no tratadas concuerda con los resultados obtenidos en la expresion de MMP-8 y MMP-9;
manteniéndose la expresion de ambas MMPS significativamente mas elevada, desde las
primeras 24 horas de aplicacion de la fuerza hasta la semana, en las ratas diabéticas sin
tratamiento que en las diabéticas tratadas con insulina y en las normoglicémicas. Aunque
la insulina redujo su expresion, no fue lo suficiente como para que los niveles fueran
como los obtenidos en los animales normoglicémicos. Otros estudios previos han
registrado un aumento significativo en la expresion de MMP-9 en el fluido crevicular
gingival de pacientes tratados con aparatos fijos comparado con pacientes no tratados
(Grant y cols., 2013), también se ha determinado que la expresion de MMP-8 (Surlin y
cols., 2014) y de MMP-9 (Bastos y cols., 2017) es elevada en sujetos diabéticos. En este
estudio se decidio cuantificar las MMP-8 y MMP-9 debido a su asociacion con la diabetes
y la enfermedad periodontal (Surlin y cols., 2014). Su expresion ha sido estudiada durante

el movimiento ortodoncico en condiciones de salud (Apajalahti y cols., 2003; Grant y
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cols., 2013) pero no en presencia de diabetes. Por tanto, los resultados del presente estudio
no se pueden comparar con ningn otro. Sin embargo, la expresion de MMP-1 ha sido
evaluada, encontrando que en ratas diabéticas hay una mayor expresion de esta MMP
capaz de destruir colageno, y menos colageno tipo I (Zhang, Li y Bi, 2011) que en las
ratas normoglicémicas. Zhang, Liy Bi (2011) determinaron que la expresion de MMP-1
alcanzaba su pico maximo alrededor del dia 7 tras la aplicacion de la fuerza, mientras que
en los animales normoglicémicos los valores se normalizaban. Nuestros resultados son
acordes con la literatura y sugieren que la diabetes condiciona a una mayor
susceptibilidad al dafio de los tejidos inducido por estrés y dificulta la reconstruccion y

reorganizacion del LP.

Basandonos en los resultados de este estudio, parece que la diabetes altera la
respuesta tisular ante una fuerza ortodoncica, por lo que el profesional debe considerar
este hecho en el tratamiento de los pacientes que padecen esta enfermedad. La duracion
de este trabajo fue de una semana, en este punto en el tiempo la expresion de MMP-8 y
MMP-9 fue significativamente mayor en las ratas diabéticas sin tratamiento que en las
tratadas con insulina y que en las normoglicémicas. Hubiese sido interesante prolongar el
estudio para poder determinar si a largo plazo los niveles de estas MMPS se igualan a los
registrados en ratas normoglicémicas y poder asi establecer en qué punto en el tiempo

tiene lugar este evento, en el caso de que ocurriese.

Aun teniendo en cuenta los resultados obtenidos, son necesarios mas estudios que
determinen la respuesta periodontal en pacientes con diabetes, tanto tipo I como tipo II.
Ademas de trabajos que evalien la respuesta tisular ante distintos niveles de

hiperglicemia.

Aunque la insulina puede revertir parcialmente las alteraciones tisulares
relacionadas con la diabetes, los pacientes diabéticos pueden sufrir etapas de
descompensacion glicémica. Por tanto, los periodos entre las activaciones de los aparatos
fijos ortoddncicos deberian ser de suficiente duracion como para permitir la recuperacion

tisular.
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8.

CONCLUSIONES

La actividad de la MPO a las 24 horas fue significativamente mayor en ratas
diabéticas no tratadas que en las ratas normoglicémicas, mientras que no se
encontraron diferencias significativas entre los animales tratados con insulina y los
animales normoglicémicos. Para el resto de los puntos en el tiempo evaluados no se
encontraron diferencias significativas entre grupos.

Unicamente se observaron diferencias significativas en los niveles de MDA de los
distintos grupos a las 24 y a las 48 horas. A las 24 horas, en los animales diabéticos
(tanto no tratados como tratados con insulina), los niveles fueron significativamente
mayores que en los normoglicémicos. En cuanto a las ratas diabéticas, se
cuantificaron niveles de MDA significativamente mayores en las no tratadas con
insulina que en las tratadas. A las 48 horas, las ratas diabéticas no tratadas mostraron
una actividad significativamente mayor de MDA que las normoglicémicas y que las
ratas diabéticas tratadas con insulina; siendo los niveles de MDA similares en entre
las normoglicémicas y las diabéticas tratadas con insulina.

El movimiento dentario inducido ortodéncicamente fue significativamente mayor a
las 48,72 horas y a la semana en las ratas diabéticas no tratadas que en las diabéticas
tratadas con insulina y en las normoglicémicas, siendo la cantidad de movimiento
similar en estos dos dltimos grupos. No se observaron significativas entre grupos a
las 24 horas.

La orientacion de las fibras del LP fue significativamente maés irregular a las 72 horas
y a la semana en las ratas diabéticas sin tratamiento que en las normoglicémicas. No
se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos ni a las 24 horas ni a las
48 horas.

La expresion de las MMP-8 y MMP-9 fue significativamente mayor en todos los
puntos en el tiempo para las ratas diabéticas (tratadas con insulina y no tratadas) que
para las normoglicémicas. Entre los animales diabéticos, la expresién de ambas
MMPS fue significativamente mayor para los no tratados con insulina que para los

que si recibieron tratamiento.
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