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RESUMEN

El presente trabajo pretende abordar cudles son los cambios morfoldgicos que sufren
los osteocitos y lagunas osteocitarias en el entorno éseo, tras recibir estimulos fisicos
como las fuerzas ortoddncicas.

Materiales y métodos: Se estudiaron 10 ratas Wistar sometidas a tratamientos de
ortodoncia, donde se buscé distalizar el primer molar superior. En cada uno de los
preparados histoldgicos se observé el comportamiento celular de tres grupos; Grupo 1
(osteocitos y lagunas osteocitarias en reposo); grupo 2 (osteocitos y lagunas
osteocitarias en el sitio de presion); Grupo 3 (osteocitos y lagunas osteocitarias en el
sitio de tension).

Resultados: Se encontraron cambios en la morfologia de los osteocitos cercanas a sitios
de aplicacién de las fuerzas traccionales y compresivas, como asi también en los
osteocitos en areas alejadas al sitio de aplicaciéon de estas, adquiriendo una forma
ovalada (P= 0.5650). Hubo un aumento de volumen en las lagunas osteocitarias de los
tres grupos, existiendo diferencias significativas entre el tamafio de los tres grupos
(p=0.019). Si bien el tamafio de los osteocitos de los tres grupos aumentd en diferentes
magnitudes, no hubo diferencias significativas en el tamafio de las células entre los
grupos 2 y grupo 3 (p=0.5872). Observamos que el grupo control (Grupo 1) cuenta con
un espacio mayor de laguna no ocupada por los osteocitos, con respecto al espacio
lacunar libre que ocupan los osteocitos de los grupos 2 (p=0.0023) y grupo 3 (p=0.0018).

Conclusiones: Las células osteocitarias aumentan su volumen y cambian su forma al
sensar las fuerzas mecanicas, independientemente que estas se encuentren cercanas o
alejadas a al sitio de aplicacidn. La activacidn de los osteocitos en el hueso basal es
menor que en las dreas cercanas a la aplicacién de las fuerzas. El espacio libre de las
lagunas osteocitarias es mayor en aquellas que se encuentran alejadas al sitio de
aplicacién de las fuerzas; lo que sugiere que a medida que nos alejamos de las zonas
de aplicacién de las fuerzas, esta disminuye y por ende la respuesta celular es menor.
El aumento del volumen lacunar es posterior al aumento del volumen celular.

Palabras Claves: Osteocitos, Lagunas Osteocitarias, Cambios morfoldgicos, Fuerzas
ortodéncicas.



INTRODUCCION

Diferentes estudios apoyan la idea de que la integridad del esqueleto depende de la
percepcion de estimulos mecdnicos que promuevan una actividad celular encaminada
al mantenimiento, reparacion o adaptacion de la morfologia o estructura del tejido
6seo (1)

La mecanotransduccion es la capacidad de determinadas células de sensar un estimulo
mecanico y traducirlo a sefiales bioquimicas que regulen la accién de otras células, las
células efectoras.

El osteocito desde hace ya algunos afos no es mas considerado como la mera
diferenciacién terminal del osteoblasto, que tan solo mantiene la vitalidad del tejido
dseo. De hecho, reconocer su capacidad mecanosensora, es reconocer en esta célula su
capacidad de respuesta inmediata y su rol como director de los procesos de modelacion
y remodelacién dseas inducidos por las fuerzas ortoddncicas efectuadas a lo largo del
tratamiento.

Los fundamentos biolégicos y mecdnicos del movimiento dental ortoddncico (OTM) son
primordiales para la comprensién de cémo corregir la maloclusién dental y/o
esquelética con ortodoncia. La antigua literatura cientifica de ortodoncia ha
proporcionado una base sustancial para entender los mecanismos que controlan la
OTM. Varios tipos celulares son fundamentales para este proceso; entre ellos se
encuentran los osteoclastos, conocidos por su actividad de reabsorcidn de tejido 6seo,
y los osteoblastos, que crean hueso. La cascada clasica de remodelacion 6sea es que 1)
los precursores de osteoclastos son atraidos por el torrente sanguineo; 2) los
precursores forman osteoclastos; 3) reabsorcién localizada de hueso; 4) La reabsorcién
Osea ocurre paralelamente a la diferenciacion de osteoblastos; 5) ocurre la formacién
dsea a través de estos (74,

El movimiento dentario producido por ortodoncia es orquestado por una serie de
eventos clinicos y bioldgicos que involucra la aplicacidn de fuerzas seguida por una
cascada de respuestas moleculares y celulares. Los osteoblastos y osteoclastos fueron
las primeras células analizadas en los movimientos dentarios de ortodoncia. Sin
embargo, el papel que cumple el osteocito, una célula que histéricamente se
consideraba “estatica”, debe ser considerada como pilar en los nuevos descubrimientos
de la biologia molecular. Los osteocitos son esenciales en el control de la respuesta a la
fuerza mecdnica.

Las fuerzas mecanicas en ortodoncia pueden ser intermitentes o continuas, y estimulan
la cascada de remodelacién désea alveolar. La presidn generada por las fuerzas
ortoddncicas es caracterizada por la reabsorcion dsea, mientras que, en el sitio de
tension, ocurre la formacion del hueso. La respuesta bioldgica a las fuerzas esta dirigida
por dos mecanismos de control fundamentales; la electricidad biolégica y la teoria de la



presidon-tension. La teoria de la bioelectricidad estad basada en que los cambios del
metabolismo dseo provienen de senales eléctricas que ocurren cuando el hueso alveolar
sufre deflexidn. Investigadores respaldan que los cambios que ocurren en el hueso
alveolar durante la ortodoncia se deben a un fendmeno piezoeléctrico; los cristales de
hidroxiapatita se deforman por la fuerza mecanica y producen un potencial de estrés
(SGP) (73),

Sin embargo, si bien se cree que la presencia de piezoelectricidad explica las sefiales
eléctricas que a su vez conducen al mantenimiento del esqueleto éseo, la correlacién
con OTM es menos clara ya que el movimiento de ortodoncia se produce como
resultado de una fuerza sostenida frente al tipo intermitente de fuerzas que causan SGP.
Alternativamente, la teoria de la presidn-tensién postula que los mensajeros quimicos
son responsables de los cambios celulares. Especificamente, el diente se desplaza en la
cavidad en respuesta a la fuerza ortoddntica propagada a través del ligamento
periodontal (PDL). A medida que el flujo sanguineo dentro del ligamento disminuye
donde se comprime la PDL y aumenta donde se estira, el entorno quimico se altera
concomitantemente para estimular segundos mensajeros como el AMP ciclico (AMPc),
y la activacion de las células responsables de la OTM. En resumen, la elevacién del AMPc
estimula la diferenciacion celular y la proliferacion a través de la actividad de la quinasa
en el nucleo de cada célula. Ademas del AMPc, los fosfatos de inositol y el calcio
intracelular responden a las fuerzas mecdnicas al elevar sus niveles bioldgicos. El efecto
resultante es que la entrada de calcio en la célula puede provenir de canales idnicos
controlados por proteinas o la liberacién de calcio de las reservas celulares internas 79,
La teoria de la presidn-tensidon se acepta generalmente como la teoria clasica del
movimiento dentario en ortodoncia, aunque la teoria piezoeléctrica también es
destacada por su importancia en la homeostasis 6sea 74,

Al considerar los mecanismos que rigen la OTM, es importante que pensemos desde la
perspectiva de cdmo estos mecanismos afectan los enfoques y resultados del
tratamiento de ortodoncia. En otras palabras, nos permite conocer con qué rapidez
puede un ortodoncista lograr un OTM efectivo, mientras permanece biolégicamente
sano 74,

Para comprender la mecanotransduccién es importante conocer como el osteocito esta
involucrado en la OTM, mas alla del papel fundamental en el mantenimiento de la
arquitectura dsea. Descubrimientos recientes sugieren que los osteocitos son criticos en
OTM ademas de los osteoblastos y osteoclastos. Los osteocitos, que antes se pensaba
gue eran células inactivas, ahora se consideran reguladores activos en la remodelacién
Osea. Para apreciar el cambio de paradigma, es fundamental establecer el papel esencial
de los osteocitos en la remodelacidn dsea. A través de la evaluacidn de la reciente
literatura bioldgica molecular, se postula que puede existir un mecanismo directo sobre
el osteocito, que puede mejorar los resultados clinicos de la ortodoncia; el osteocito
puede proporcionar oportunidades para mejorar la atencidn clinica.



Los osteocitos, las células éseas mas abundantes del tejido 6seo, son células no
proliferativas que residen en el interior de la matriz 6sea mineralizada, alojadas en
lagunas. Presentan largos procesos citoplasmaticos a través de los cuales establecen
contacto y se comunican con las células osteobldsticas presentes en la superficie del
hueso y con osteocitos vecinos (). La red celular tridimensional que forman los cuerpos
y los procesos citoplasmaticos de los osteocitos es conocida como red osteocitaria (ON:
osteocyte network). Los osteocitos y el sistema de lagunas y canaliculos (SLC) que los
contienen forman una red sincicial de intercomunicacidn entre ellos: el sistema lacuno-
canalicular osteocitario (SLCO) ©).

Se ha demostrado que los osteocitos son un miembro activo de la remodelacién ésea y
no solo una célula estatica como se pensaba anteriormente. Los osteocitos ahora se
consideran la principal célula mecanosensible, con un 90-95 % de las células del hueso.
Sin osteocitos, el hueso es completamente insensible a las cargas. Los osteocitos pueden
ejercer control sobre los osteoblastos y osteoclastos a través de multiples vias de
sefializacion, como el activador receptor del ligando del factor nuclear kappa-B (RANK),
la osteoprotegerina (OPG) y el dxido nitrico (NO). Los osteocitos, que se diferencian y
anclan en el hueso cortical y trabecular, pueden construir y absorber el hueso (74,

Se sabe que la proteina de la matriz de la dentina 1 (Dmp1) es una molécula clave para
regular la formacidon de osteocitos, la maduracién, la regulacidon del fosfato y la
mineralizacidon. Ademas, los osteocitos estan idealmente posicionados para actividades
reguladoras a través de la comunicacion por procesos dendriticos dentro del sistema
lacuno-canalicular osteocitario para enviar y recibir sefiales para enviar por todo el
hueso (74),

En este sistema la comunicacién a nivel celular se establece a través de uniones gap que
permiten la comunicacién de sefiales eléctricas y el transporte extracelular e intracelular
de moléculas de sefalizacion. Estos contactos célula-célula se establecen desde el
momento de la diferenciaciéon de osteoblasto a osteocito. Con los osteoclastos y sus
precursores, en cambio, los osteocitos no establecen contacto directo y la comunicacién
se lograria a través de la difusion de moléculas de sefializacion liberadas por ellos ).

Ademas, en el SLCO se establece comunicacién a nivel extracelular por medio del fluido
gue transcurre por el espacio comprendido entre la membrana plasmatica de los
osteocitos y la pared de la laguna y los canaliculos (espacio periosteocitario) dentro del
sistema lacuno-canalicular y representa una extensa area para el intercambio molecular.
Este espacio entre el osteocito y la matriz ésea contiene proteinas no colagenosas
propias de la matriz (laminina, osteopontina, osteocalcina, sialoproteina o6sea,
fibronectina, entre otras) y proteoglicanos (principalmente acido hialurdnico). Estas
proteinas no colagenosas tienen la particularidad de ligar los iones de calcio. Ademas,
esta matriz contiene la proteina de matriz dentinaria tipo | (DMP1) © vy
fosfoglicoproteina de matriz extracelular (MEPE) ). Una de las principales funciones de
DMP-1 es mantener la integridad vy rigidez de las paredes lacunar y canalicular, y su
expresion se encuentra principalmente aumentada ante las fuerzas mecanicas. La MEPE



es una proteina que se concentra principalmente por fuera de la pared mineralizada de
la laguna, en la matriz no mineralizada que rodea los osteocitos y procesos
citoplasmaticos.

Los osteocitos se encuentran anclados en la matriz ésea que los circunda a través de
uniones focales dependientes de integrina, aunque mas recientemente se sugirié que la
pronunciada capa de matriz no colagena (0,5 a 1 um de espesor) rica en acido
hialurénico que forma una especie de glicocdlix alrededor del cuerpo de los osteocitos
impediria el anclaje directo en la matriz mineralizada ®). A diferencia del cuerpo celular,
los procesos citoplasmaticos si evidencian anclaje directo a través de integrinas
(integrina aVP3) posiblemente con la osteopontina (OPN) de la matriz que los rodea.

El movimiento del fluido éseo por el SLC se incrementa por la aplicacidn de fuerzas en
el hueso, sugiriendo que el deslizamiento del fluido intersticial dentro del SLC genera un
estrés que se relacionaria con la capacidad de sensado de las fuerzas en el hueso (7) (@),

Existen evidencias que demuestran que las cargas mecdnicas y la ausencia de estas
cargas en el hueso provocan cambios en la expresion de diversos factores en los
osteocitos, sugiriendo que estas células actuando como mecanosensores participarian
en la regulacién de los procesos de modelacién y remodelacién dseas adaptativas (2.

A través de sus procesos citoplasmaticos y de la red de comunicacion dentro del SLCO,
los osteocitos actlan como mecanosensores del hueso sensando los estimulos
mecanicos, traduciendo los mismos a sefiales bioquimicas y, a través de la comunicacién
y liberacién de diversos factores, comunican el estimulo a las células efectoras
(osteoblastos y osteoclastos). Los cambios en el entorno lacunar periosteocitario-
pericanalicular actuarian como amplificadores locales de las fuerzas recibidas vy
favorecerian la transmisién de las sefiales entre las células ).

TRANSDUCCION DE LA SENAL MECANICA

La capacidad de las células dseas de percibir las sefales mecanicas en su entorno
mineralizado requiere la presencia de mecanoreceptores, en otras palabras, moléculas,
complejos proteicos o estructuras bioldgicas capaces de detectar cambios en las
diferentes fuerzas asociadas la carga mecdnica (como por ejemplo las fuerzas de tension
y presién ejercidas en los tratamientos de ortodoncia). En teoria, estas estructuras
deberian 1) conectar a la célula con el espacio extracelular, permitiéndole sensar la
tensién provocada en la matriz extracelular mineralizada, o bien 2) localizarse en la
membrana plasmatica para detectar cambios en la presiéon o en la velocidad del flujo
que rodea a estas células ().

Entre los elementos que se han postulado como responsables se encuentran diferentes
integrinas, adhesiones focales, estructuras ciliares y diferentes proteinas de membrana.
De hecho, se ha demostrado experimentalmente como las estructuras capaces de anclar



la célula a la matriz extracelular que la rodea, como las previamente mencionadas

integrinas o adhesiones focales, son necesarias para percibir los estimulos mecanicos ¢
(36)

Del mismo modo, los canales sensibles a estimulos fisicos, como los canales de calcio o
las conexinas, juegan también un papel importante en la recepcidon y posterior
transduccidn de la seiial, generalmente permitiendo la entrada o salida de diferentes
factores encargados de mediar en la respuesta celular al estrés fisico ().

Finalmente, los érganos mecanosensores, como los cilios, estan cobrando cada vez mas
importancia en este campo. Tal es asi, que se ha sugerido que la liberacién de
prostaglandina E2 (PGE2) tras la percepcion de las sefales mecanicas puede estar, al
menos en parte, regulada por este tipo de estructuras #7) 38, Recientemente también
se ha sugerido que el citoesqueleto, que conecta el interior celular con el entorno
extracelular, puede ser un elemento critico a la hora de determinar cdmo los osteocitos
sensan estas fuerzas.
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Figura 1. Imagen extraida de “Mecanobiologia celular y molecular del tejido 6seo” ™ Transduccién de la
sefial mecdnica en el tejido éseo.

El proceso de mecanotransducciéon convierte a los estimulos mecdnicos en una
secuencia de eventos celulares que finalmente se traducen en efecto bioldgico (ej.
incremento de la proliferacion, inicio de programas de diferenciacion celular). La



transduccion de la sefial comienza a nivel de membrana, a través de diferentes
estructuras sensibles a los cambios en las caracteristicas mecdnicas que rodean a las
células dseas. Estos receptores activan diversas vias intracelulares (ej. ERK, flujo de
iones, proteinas G) que finalmente provocan cambios en la expresién de determinados
genes claves para la biologia de las células éseas. La variacion en los niveles de estos
genes modifica en ultimo término la proliferacién, diferenciacién y el reclutamiento de
precursores 0seos.

Para comprender el orden en el que sucede la mecanotransduccién, dividiremos el
proceso en cuatro etapas ©):

1) Acoplamiento mecanico.
2) Acoplamiento bioquimico.
3) Transmision de la sefial bioquimica a las células efectoras.

4) Respuesta especifica de las células efectoras

1) ACOPLAMIENTO MECANICO

Las cargas mecanicas en el hueso inducen gradientes de presidn en la matriz 6sea que
genera un flujo del fluido intersticial dentro del SLC los cuales son sensados por los
osteocitos inmersos en el SLC, a través de la deformacion que sufre su membrana
plasmatica y el citoesqueleto anclado en ella ) a través de las integrinas que anclan a
los osteocitos en la matriz del hueso (10 (1),

Los complejos que forman las integrinas aVB3 con componentes de la matriz 6sea como
OPN vy vitronectina 19 actuarian como los principales sitios de transduccién de la sefial
e iniciadores de los mecanismos de sefalizacidn intracelular @), Este estrés tensiona
intracelularmente los filamentos de actina del citoesqueleto, produciendo cambios en
la organizacion de este que se manifiestan por aumentos en los niveles de a-actina
(29%), filamina (185%) y vimentina (15%) ().

Tanto las fuerzas traccionales como las fuerzas compresivas provocaron cambios
morfoldgicos ya en 1° hora de aplicadas las fuerzas, y tanto a nivel del SLC como de la
red osteocitaria. Estos cambios se manifestaron con incremento del volumen lacunar e
incremento del espacio peri procesal (Figura 2), lo cual modificaria la permeabilidad
dentro del sistema generando cambios en la dindmica del fluido intracanalicular y
contribuyendo al sensado por parte de los osteocitos. (2(13)



Figura 2. Imagen extraida de “Los osteocitos como mecanosensores del hueso.” Microfotografias
obtenidas con microscopio laser de barrido confocal de hueso alveolar tefiido con fucsina basica. Se
observa una zona del hueso alveolar sin descalcificar de (A) un animal control y (B) de un animal
experimental luego de la aplicacion de las fuerzas ortoddncicas durante 1 hr. Nétese el aumento del
volumen lacunar en By el incremento del espacio periprocesal visible por penetracién del colorante en la
muestra de hueso que recibid la fuerza ortodéncica. Magnificacién original 1500X. Escala 10 um. @

Dentro de los cambios osteocitarios causados por las fuerzas, dependientes de la
modificacion del citoesqueleto, hemos observado que los cuerpos celulares adoptan
una forma redondeada 3. En un estudio in vitro se observé que los osteocitos de
morfologia esférica son mas mecanosensibles que los osteocitos de morfologia ovoide,
por lo que la morfologia celular pareceria estar involucrada en la capacidad de sensado
y adaptacién funcional del hueso a las cargas.

En la hipdtesis de la plasticidad osteocitaria propuesta por Rubin y col. se postula que la
célula estaria modificando activamente la arquitectura del citoesqueleto, anclandose en
la matriz y modulando el espacio periosteocitario en un intento por optimizar el
microambiente para sensar las fuerzas, y que, cuando se produce un incremento en las
fuerzas que recibe el hueso, los osteocitos rapidamente modifican la infraestructura de
su citoesqueleto. En linea con esta hipdtesis y de acuerdo con nuestros hallazgos,
postulamos que —independientemente de que las fuerzas que recibe el hueso sean
traccionales o sean compresivas— probablemente determinen cambios en la
organizacién espacial del citoesqueleto de los osteocitos, modificando secundariamente
el ambiente lacunar. Ademas, los cambios lacunares tal vez se asocien a modificaciones
en las concentraciones de calcio y fosfato en el espacio periosteocitario (4.

De esta forma, el incremento del volumen lacunar observado inmediatamente luego de

la aplicacién de las fuerzas podria estar generando una movilizaciéon del calcio
extracelular. En tanto uno de los primeros eventos en la activacion mecdanica de los
osteocitos es la activacién de canales de calcio-voltaje dependientes y la movilizaciéon
intracitoplasmatica del calcio que actia como segundo mensajero, el calcio que se
movilizaria por modificacién del espacio periosteocitario estaria activando mecanismos
de sefializacion en los osteocitos y regulando la expresion de genes especificos (1%,
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Figura 3. Imagen extraida de “Los osteocitos como mecanosensores del hueso.” ) Representacion
esquematica de una prolongacién citoplasmatica, el espacio periprocesal y la matriz mineralizada de la
pared del canaliculo en A) corte transversal y B) corte longitudinal. Basado en el modelo de amplificacién
de las cargas desarrollado por You y col. (2001, 2004). Se representan la actina del citoesqueleto de la
prolongacidn citoplasmatica y las proteinas asociadas integrina y fibrina. La aplicacion de fuerzas en el
hueso provocaria el deslizamiento del fluido 6seo que transcurre por el espacio periprocesal provocando
tension sobre las integrinas de anclaje de la membrana celular a la matriz. Esta tensidn se transmite
intracelularmente a los filamentos de actina del citoesqueleto de la prolongacion desencadenando el
mecanismo de respuesta intracelular. Modificado de You y col. (2001).

Nicolella y col. (18 (17) sygieren que la laguna osteocitaria actia como un concentrador
del estrés que provocan las fuerzas sobre el hueso, amplificando la magnitud de las
fuerzas que actuan sobre él, mientras que el factor de amplificacion de las fuerzas se
relacionaria con las propiedades del tejido perilacunar. Los resultados observados en
forma inmediata a la aplicacién de las fuerzas en el hueso indican una modificacién del
espacio periosteocitario tanto a nivel lacunar como canalicular, lo cual contribuiria a
generar cambios en la dindmica del desplazamiento del fluido dseo dentro del SLC.
Debido a que el estrés de deslizamiento es inversamente proporcional al didmetro
(cross-sectional area) del sitio por el que transcurre el liquido y el didmetro canalicular
es mucho menor que el diametro lacunar, el estrés de deslizamiento que se generaria
sobre los procesos citoplasmaticos seria mucho mayor que el que se generaria sobre los
cuerpos osteocitarios (1),



2) ACOPLAMIENTO BIOQUIMICO:

Ante el estrés de deslizamiento del fluido, los osteocitos responden traduciendo el
estimulo mecanico inicial en cascadas de sefializacion intracelular. Suceden aqui los
siguientes fendmenos:

a. Movilizacidon del calcio (Ca2+) desde los depdsitos intracelulares, a través de la
activacion de canales de calcio voltaje-dependientes y de la via del inositol
trifosfato (IP3).

b. ElCa2+, actuando como segundo mensajero, activa mecanismos de sefializacion
que regulan la expresion de genes especificos dentro del nucleo celular.

c. Otra de las cascadas activadas es la de las MAP-quinasas (MAPK).

A los pocos minutos de sensar las fuerzas, se encontré en los osteocitos un
aumento en los niveles de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.

e. Alas 2 horas un aumento en los niveles de ARNm para c-fos.

A las 4 horas se incrementan la expresién de TGF-B, de IGF61 y de
prostaglandinas, asi como también se activa la sintesis de dxido nitrico (NO) y
ATP.

3) TRANSMISION DE LA SENAL BIOQUIMICA A LAS CELULAS EFECTORAS

La sintesis y liberacidon de los factores de expresidn génica nombrados anteriormente,
regulan la actividad de células, entre ellas osteoblastos y osteocitos, induciendo a la
reabsorcidn y/o formacién dsea como respuesta adaptativa a las fuerzas mecanicas. La
respuesta osteocitaria a las fuerzas, es distinta en funcién de que las fuerzas que recibe
sean fisioldgicas o extremas ().

El movimiento dentario en ortodoncia (OTM) da como resultado una remodelacion del
hueso alveolar como respuesta a una carga mecanica, resorcién ésea de osteoclastos en
el lado de la compresion, y formacién dsea de osteoblastos en el lado de la tension. El
factor nuclear kappa B (RANK), RANK ligando (RANKL) y la osteoprotegerina (OPG) son
considerados como proteinas importantes que controlan la funcidn de osteoclastos en
OTM. Aunque es sabido que la interleuquina IL-10 inhibe la osteoclastogénesis al
acelerar la OPG y al reducir la produccion de RANKL por a los osteoblastos del lado de la
tension, hay algunos estudios que muestran cémo también se promueve la formacion
Osea. La Semaforina 3A (Sema3A) ejerce un efecto osteoprotector al contener la
resorcion sea y al aumentar la formacién ésea (%),



3.1 PARTICIPACION DE LAS UNIONES GAP EN LA TRANSMISION DE LA SENAL.

La transmision de la sefial se da a través de la comunicacidn entre osteocitos vecinos a
través de uniones gap ) y/o por sefializacion paracrina dentro del SLC. Las uniones gap
se forman por la unién de 2 hemicanales o conexones, uno de cada célula. Cada conexén
tiene una estructura hexamérica compuesta por las proteinas transmembrana
conexinas (Cx). Las uniones gap permiten la difusién de iones, metabolitos y moléculas
de seifalizacidn entre las dos células que establecen el contacto, y presentan tamafio y
carga especifica dependiendo del tipo de conexinas participantes. Las Cx estan
involucradas en varios procesos que determinan el funcionamiento de las células dseas,
entre ellos el control de la proliferacién, la diferenciacién y la sobrevida de los osteocitos
(18) (19) | 3s Cx que se expresan en el tejido 6seo son Cx43 (la mas abundante), Cx45,
Cx46,65 y recientemente se determind que también se expresa la Cx37. Los conexones
pueden ser activos incluso sin formar uniones gap con el conexén de otra célula. En este
caso se los llama “hemicanales” y representan un canal de membrana con gran
permeabilidad. Los hemicanales participan de la sefializacion luego de la estimulacién
mecdnica de los osteocitos. Los canales de Cx43 estan presentes en forma activa en los
osteocitos y median la liberacién de prostaglandina E2 (PGE2) 69 y ATP56 luego de la
estimulacion mecdnica.

In vitro se demostré que, en los osteocitos, la estimulacion mecanica induce la
propagacion de ondas de Ca2+ hacia los osteoblastos. Incluso, esta capacidad de los
osteocitos de comunicar las sefiales mecanicas a los osteoblastos a través de uniones
gap se inhibe por bloqueo farmacoldgico de las uniones gap o al impedir el contacto
fisico entre osteocitos y osteoblastos 29, Sin embargo, el rol de los canales de Cx en la
transduccidn de sefiales mecdnicas en osteocitos, propuesta sobre la base de estudios
in vitro, ha sido recientemente cuestionado. Tres diferentes grupos de investigadores
han demostrado que en animales deficientes en Cx43 en células del linaje osteoblastico
(incluidos osteocitos) la estimulacién mecénica indujo, inesperadamente, una mayor
respuesta anabdlica 21 (22),

3.2.1 EL OSTEOCITO COMO REGULADOR DE LA REABSORCION OSEA ALVEOLAR

Es sabido que determinadas sefiales mecanicas regulan la fusién de precursores y la
actividad osteoclastica. En este sentido, las fuerzas extremas que provoquen
microfracturas en la matriz dsea, o condiciones de ausencia de cargas mecanicas,
promueven la osteoclastogénesis incrementando la reabsorcidn ésea. En un estudio in
vivo se ha demostrado que la ausencia de estimulacion mecdanica provoca un
incremento en la prevalencia de osteocitos en apoptosis, seguido de un aumento en el
reclutamiento de osteoclastos y de la reabsorcidon dsea. En el mismo sentido, las
microfracturas generadas por la fatiga que provoca el exceso de cargas mecanicas



inducen el incremento de osteocitos en apoptosis seguido, luego de varios dias, por un
incremento local de la reabsorcion osteoclastica, permitiendo el reemplazo del sitio
dafiado @) (4 Ambas situaciones sugieren que los osteocitos apoptdticos,
independientemente de la causa, llevan al reclutamiento osteocldstico induciendo un
incremento de la reabsorcidn dsea. Sin embargo, en algunos estudios in vitro se
determiné que determinadas cargas mecanicas inhiben la formacidn de osteoclastos.
Varios estudios recientes sugieren que la formacion de los osteoclastos podria estar
regulada mecanicamente por factores solubles sintetizados por los osteocitos en
respuesta a su activacion por el estrés de deslizamiento del fluido dseo.

La osteopontina (OPN) es una de las principales glicoproteinas de la matriz dsea y, por
ser un factor que regula la quimiotaxis y adhesién de los osteoclastos a la superficie del
hueso durante la reabsorcidn, se cree que cumple un rol importante en la regulacion de
la remodelacién dsea. En ausencia de estimulacidén mecanica, los osteocitos muestran
un incremento significativo en la expresion de OPN. Sin embargo, otros estudios revelan
que la aplicacion de fuerzas provoca también un incremento en los niveles de expresién
de OPN en los osteocitos.

Con la carga mecanica, la expresion de esclerostina, que es un inhibidor de la via de
sefalizacion proteica Wnt/B-catenina secretado de manera constitutiva por los
osteocitos, disminuye provocando un incremento de la osteoblastogénesis. Por otra
parte, los osteocitos apoptoéticos inducen la secrecion del ligando del receptor activador
del factor nuclear kB (RANKL, del inglés Receptor Activator for Nuclear Factor k B
Ligand), estimulando indirectamente la osteoclastogénesis (%),

Los factores reguladores importantes de la osteoclastogénesis y la reabsorcién dsea son,
por lo tanto, los factores del sistema RANK-RANKL OPG. En un estudio in vitro se
demostrd que los osteocitos secretan RANKL y M-CSF (factor estimulante de colonias
macrofagicas), que son dos de las citoquinas mas importantes que promueven la
osteoclastogénesis. El hecho de que los osteocitos secreten RANKL como un factor
regulador de la remodelacion désea sugiere que también podria ser a través de la
liberacion de RANKL que los osteocitos regularian la adaptacion del hueso a las cargas.

Otro estudio in vitro demostré que los osteocitos (células MLO-Y4) sometidos a estrés
de deslizamiento de fluido afectan la osteoclastogénesis disminuyendo el balance
RANKL/OPG12 y de esa forma probablemente regularian la reabsorcién ésea. Ademas,
los osteocitos secretan OPG, el cual antagoniza con el RANKL compitiendo por su
receptor en los osteoclastos y sus precursores. El cambio en el balance de RANKL/OPG
seria uno de los factores que regularia la reabsorcién ésea mediante la regulacidon de la
osteoclastogénesis.

In vivo hemos observado que luego de la aplicacién de fuerzas ortoddncicas se produce
un incremento muy temprano en el porcentaje de osteocitos RANKL+ y en el cociente
RANKL/OPG, lo que sugiere la participacion de este sistema en la regulacién de la
modelacion/remodelaciéon 6sea inducida por las fuerzas, favoreciendo Ila
osteoclastogénesis y la sobrevida de los osteoclastos.



La PGE2 es otra importante molécula de sefializacién que sintetizan y liberan los
osteocitos en respuesta a la estimulacion mecanica. Esta citoquina actla tanto sobre
osteoblastos como sobre osteoclastos y desencadena tanto respuestas estimulatorias
como inhibitorias. En relacién con la osteoclastogénesis, la PGE2 promueve la
diferenciacién, maduracion y sobrevida de osteoclastos en cultivos de células de la
médula dsea y de células esplénicas. La PGE2 también promueve la osteoclastogénesis
a través de la regulacion del sistema RANK RANKL-OPG.

Por otro lado, los osteocitos normalmente secretan TGF-B, que inhibe la
osteoclastogénesis y/o la reabsorcidn osteoclastica. Algunos autores postulan que los
osteocitos apoptdticos, por ausencia o pérdida de esta sefial inhibitoria, regularian la
reabsorcidn dsea. La aplicacion de fuerzas en el hueso que exceden el rango fisiolégico
(fuerzas extremas) o la presencia de condiciones patoldgicas como la osteoporosis,
predisponen la aparicién de microfracturas en la matriz 6sea como consecuencia de la
fatiga. En este caso, los osteocitos que se encuentran préximos al sitio de la
microfractura experimentan apoptosis y esto atraeria a los osteoclastos para el inicio de
la reabsorcion en el sitio del dafio. La disminucién o corte del pasaje del fluido dseo a
nivel canalicular en los alrededores de la microfractura provoca una reduccién en la
sintesis de 6xido nitrico (NO) en los osteocitos y causaria la apoptosis.

En diversos estudios in vivo se ha demostrado que, en zonas de microfracturas lineales
por fatiga, los osteocitos se tornan apoptéticos, y hay un incremento de senales pro-
osteocldsticas procedentes de los osteocitos aledafios a la lesidon; subsiguientemente
estas dreas son reabsorbidas por osteoclastos. Sin embargo, las cargas mecanicas de
rango fisiolégico, muy por el contrario, no inducen apoptosis de los osteocitos, sino que
promueven su sobrevida. In vitro se ha demostrado que fuerzas fisioldgicas previenen
la apoptosis de los osteocitos (2°),

El envejecimiento, la pérdida de esteroides sexuales, el exceso de glucocorticoides y
ciertas enfermedades dseas como la osteoporosis, provocan un desacoplamiento en el
remodelado 6seo y una pérdida de la calidad de la masa dsea por la acumulacién de
osteocitos apoptoticos que preceden el reclutamiento de precursores osteocldsticos y
su diferenciacion para llevar a cabo el proceso de resorcidén dsea dirigida 49 41, Sin
embargo, niveles fisioldgicos de estimulacion mecanica como el ejercicio fisico mantiene
la viabilidad de los osteocitos y, ademas, como se demuestra en el trabajo realizado por
Cadenas Martin My Col. #9) actiia sobre su comportamiento modificando la produccién
de ciertas quimioquinas y regulando la migracion de diferentes tipos celulares.

1.2.2. ROL DE LOS MACROFAGOS EN LA REABSORCION OSEA ALVEOLAR

La fuerza mecanica, induce el remodelado del hueso alveolar, y la accidon de los
macrofagos en la inflamacion local cumple un papel critico. Aun la heterogeneidad del
macrofago sigue sin conocerse en profundidad. La secuencia de la célula RNA fue



utilizada para estudiar esta heterogeneidad de la célula macrofagica durante el
remodelado alveolar. El estudio llevado a cabo en China por Hao Xu y Col. 2 identifico
gue subpoblaciones de macréfagos expresan genes con perfiles y funciones especificas.
La comunicacién celular y el andlisis de la trayectoria celular, revelo un papel central de
un grupo de Macréfagos denominados Ccr2, con la sefializacién crucial del grupo “CCL”
para indicarles la ruta. Se demostré que el grupo Ccr2 modula la remodelacién ésea
asociado a la inflamacidn a través de la ruta NF-k8. Bloquear a los macréfagos del grupo
Ccr2 podria significar la reduccion del movimiento dentario en los tratamientos de
ortodoncia. Ademas, confirmaron la presencia de dicho grupo de macréfagos, presentes
en el tejido periodontal de humanos. Estos descubrimientos revelaron que las fuerzas
mecanicas inducen un cambio funcional en los macréfagos del grupo Ccr2 mediados por
la ruta NF-k8, generando una respuesta proinflamatoria y el remodelado dseo. Este
grupo de macrdéfagos representa entonces un blanco potencial, para la manipulaciéon del
remodelado durante el tratamiento de ortodoncia.

Con una naturaleza altamente flexible y una habilidad para adaptarse rapidamente al
microambiente local, los macréfagos cumplen un papel fundamental para el modelado
y remodelado éseo, sirviendo como progenitores de los osteoclastos, moduladores de
la inflamacidn, y efectores de la fuerza mecanica. Estudios previos muestran como son
fuentes esenciales de la proinflamacién, como algunas citoquinas incluyendo IL1b, IL-6,
TNF-a y GM-CSF (42),

De todas formas, aun es algo impreciso el origen, la funcién, y la dindmica de los cambios
de los macréfagos durante las fuerzas inducidas que interfieren en el remodelado éseo.
El origen de los macroéfagos que pertenecen al tejido periodontal es crucial para modular
la funcién de los macréfagos durante el remodelado dseo que se genera luego de las
fuerzas ortoddncicas aplicadas a las piezas dentarias. Aun no se ha demostrado de
donde proceden los macroéfagos que estan involucrados en el remodelado éseo alveolar
inducido por fuerzas mecanicas.

Resumiendo, en un trabajo que realizo Hao Xu y Col. “? se revelo la diversidad de
macrofagos que actuan durante las fuerzas del tratamiento de la ortodoncia, con el
objetivo de proveer blancos especificos para la modulacién del microambiente
inflamatorio en los futuros tratamientos de ortodoncia.

Los resultados indicaron que los macréfagos en el hueso alveolar pueden ser
categorizados en diferentes grupos con funciones especificas. Se definieron macréfagos
residentes del tejido dseo a través de andlisis funcionales y a través de caracterizacidn
de expresidn génica de todos los grupos de estas células. La comunicacién de las células
revela que la ruta de sefalizacion de CCL exhibe los patrones de sefializacion mas
prominentes dentro del grupo Ccr2. La comparacion de los perfiles de expresidn génica
y funcional de grupos de Ccr2 antes y después de OTM (orthodontic tooth movement)
revelaron un aumento significativo en la produccién de la inflamacién luego del
movimiento ortoddntico dentario. Ademas, mostraron que el Ccr2/CCL2 juega un papel
fundamental en los macrdéfagos Cer2+. La reduccién del CCR2 lleva a la inhibicion del



OTM. Bloqueando CCR2 con un inhibidor o silenciando el CCR2 lleva a un descenso en el
factor de expresidn pro-inflamatorio, el cual esta mediado por la fosforilacion de p65 y
activacion de NF-kB (factor nuclear kappa-B). Exponiendo los mecanismos
inmunoldgicos envueltos en el movimiento dental, el tratamiento individual basado en
las caracteristicas fisioldgicas puede emplearse para ajustar y controlar el movimiento
durante el tratamiento de ortodoncia; el dolor producido mediante el tratamiento
puede ser aliviado seleccionando mediadores especificos (42),
La inmunidad innata y la respuesta inmunolégica adaptativa coordinadamente
controlan la absorcidn y reconstruccion dsea. De todas formas, la inflamacidn excesiva
estd implicada en la reabsorcién patoldgica. Los enfoques inmunomodulatorios que
seleccionan tipos celulares especificos pueden ayudar a la resoluciéon oportuna de la
inflaciéon y modular el remodelado éseo (42),

Los macrofagos de la medula dsea estan involucrados en la remocidn de las células
apoptoticas, particularmente osteoblastos apoptdticos, a través de un proceso
denominado eferocitosis. Este proceso fagocitario cumple un papel esencial en el rol de
la homeostasis del hueso durante la condicidon patoldgica del mismo y durante la
formacién de hueso fisioldgica. Estudios recientes revelaron que la cura exitosa de una
fractura ésea es gobernada por comunicacién controlada y coordinada entre las células
inflamatorias y las células formadoras de hueso, particularmente macréfagos y células
madre mesenquimatosas (MSCs) 42, Vi et al. Verificaron que la reparacién de hueso en
ratas es orquestada por la secrecién de células macrofagicas “3). Las moléculas
paracrinas de sefalizacion que derivan de los macréfagos, como oncostatin M, -
Prostaglandina E2 (PGE2) y la proteina 2 morfogenética del hueso (BMP2) han
demostrado que cumplen papeles criticos en la modulacién del remodelado éseo (43)(44),

Ademads, aunque ha sido observado el rol fundamental del macréfago durante la
formacién de hueso y los procesos de reparacion, los mecanismos aun estan poco claros.
Las cepas convencionales estudiadas de macréfagos, clasica y alternativamente
activadas, son insuficientes para conocer los detalles de los mecanismos de accién. La
tecnologia celular, provee un enfoque practico para dilucidar informacién previamente
oculta entre las células individuales, separando células de tejidos. El analisis de la
secuencia scRNA demostré por primera vez, la existencia de diferentes grupos de
macrofagos con funciones especificas en la medula del hueso alveolar. Esto permite
investigar en profundidad que tan involucradas estan las células en el tejido dseo,
durante la formacién de este y luego de haber sido inducido una fuerza. De todas
formas, el movimiento dentario producido por la ortodoncia es un proceso largo con
cambios dindmicos en la cantidad y heterogenia de los macrofagos. A pesar de que este
estudio reciente observo 7 dias de movimientos dentarios en ratas, deberian estudiarse
mas casos que involucren distinta cantidad de dias de aplicacidn de fuerzas en los
dientes de los roedores.

El dogma que conocemos menciona que los macréfagos se originan de monocitos
circulantes en la sangre. Recientemente esta teoria fue desafiada por estudios de



seguimiento de linaje, los que comprueban que muchos macréfagos residentes en los
tejidos provienen de precursores embrionarios (4°). La colaboracién entre los macréfagos
infiltrados y residentes, han probado que contribuyen a la reparacién éptima de las
fracturas dseas %), Los macréfagos residentes en el tejido dseo han sido caracterizados
por muchos estudios con F4/80+ Mac-2-/ en tres diametros diferentes de tejido éseo, y
han comprobado formar parte del tejido dseo (43,

Simultdneamente, cumplen un papel fundamental en la homeostasis del tejido éseo,
regulando la funcién de los osteoblastos. Sin embargo, las caracteristicas detalladas y
las funciones de las células macrofagicas que residen en el hueso aun no son del todo
claras. Hao xu et al identificd un grupo de macrdéfagos residentes del hueso con valores
altos en los genes Trem 2, Pf4, y Vcam-1. Activando los receptores expresados en las
células mieloides (Trem2) se puede regular la diferenciacién celular del osteoclasto a
través de las sefiales ROS durante la periodontitis (46),
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Figura 4. Imagen extraida de “ccr2* macrophages promote orthodontic tooth movement and alveolar
bone remodeling” (grafico donde se visualizan los Macréfagos involucrados en el tejido 6seo 2,

3.2.3 EL ROL DEL FACTOR NUCLEAR KAPPA-B COMO REGULADOR DE LA
REABSORCION OSEA ALVEOLAR (€8),

El remodelado dseo alveolar en el movimiento dentario en ortodoncia (OTM) es un
proceso regulado que coordina la reabsorcién por osteoclastos y la formacién de hueso
nuevo por osteoblastos. La OTM tiene tres fases (68):

Inflexion inicial del diente dentro del ligamento periodontal.
Una fase de retraso, donde se observa un area de hialinizacién en el sitio de
compresién y donde los osteoclastos mediaran la reabsorcién dsea.

3. Sucede un movimiento rapido del diente involucrado.



Los osteoclastos son esenciales en el mantenimiento del hueso, reparacion y
remodelado. En la carga mecdnica, las células alrededor del diente inducen la
osteoclastogénesis a través de la regulacion del activador de ligando del factor nuclear-
jB (RANKL). Cuando los osteoclastos absorben el hueso alveolar junto al tejido
hialinizado, los espacios de PDL se ensanchan y el diente comienza a moverse en la
direccion que fue ejercida la fuerza. Hasta la fecha, los mecanismos subyacentes de los

principales tipos de células en OTM y como regulan este proceso siguen sin estar claros
(68)

El OTM implica la estrecha interaccién de varios tipos de células que producen RANKL
para inducir la osteoclastogénesis. Las células del linaje de osteoblastos, incluidos los
osteoblastos y los osteocitos, estimulan la resorcion 6sea mediante la expresion de
RANKL y contribuyen a la formacidn dsea. Los osteocitos son el principal mecanosensor
en el hueso y desempefian un papel esencial en la induccién de la osteoclastogénesis
durante OTM. El ligamento periodontal (PDL) es el tejido fibroso entre el cemento y el
hueso alveolar que mantiene un diente en la cavidad dsea y los fibroblastos del
ligamento transmiten sefiales mecanicas (¢8).

Recientemente, se informd que el RANKL de los fibroblastos del PDL y células de
revestimiento dseo era esencial en el OTM y en la osteoclastogénesis en respuesta a la
carga mecanica. ) Curiosamente, los fibroblastos tienen varias caracteristicas similares
a los osteoblastos y exhiben actividad promotora regulada por un elemento de
respuesta de 2,3 Kb en el promotor Collal, exhiben alta actividad fosfatasa alcalina y
tienen otros marcadores asociados a los huesos (¢8),

Los ratones 2.3 kb Collal-Cre (raza de ratones) se utilizan ampliamente en estudios
mecanicos para examinar la actividad de promocidn y expresion génica en osteoblastos,
osteocitos y fibroblastos del ligamento periodontal (¢8),

En estudios anteriores, este elemento regulador se utilizd6 para generar ratones
transgénicos que expresaban un linaje negativo dominante especifico de un inhibidor
de la kB quinasa (IKK-DN) en osteoblastos y fibroblastos. EI NF-KB es un regulador
maestro de la inflamacién, induce osteoclastogénesis e inhibe la formacién de nuevo
hueso. Los miembros de NF-IB son RelA (p65), p50, p52, RelB y RelC, el complejo
heterdimérico p65/p50, NF-iB candnico, es la isoforma mas comun de NF-kB en células
de mamiferos. La via candnica NF-iB es activada por estimulos proinflamatorios como el
factor de necrosis tumoral (TNF) e IL-1, mientras que la via NF-iB alternativa es activada
por un pequeiio subconjunto de miembros de la familia TNF. Cuando el NF-iB esta
inactivo, se combina con inhibidores del NF-jB (JiB) y existe en el citoplasma. Cuando el
inhibidor de Kb kinasa (IKK) es activado, causa la degradacién de |jB y NF-jB se transloca
al nucleo, estimulando la transcripcién del gen proinflamatorio. Por el contrario, la
inhibicion o eliminacién de IKK previene la activacion NF-jB. Estudios anteriores
informaron que NF-iB afecté la remodelacién dsea predominantemente induciendo la
formacion y actividad de osteoclastos. Aunque el papel de la sefializacion IKK/NF-jB en
la periodontitis esta bien establecido, su papel en el mecanismo de remodelado éseo a



través de fuerzas mecanicas inducidas (como es el caso de OTM) no ha sido reportada
(68)

El objetivo del estudio realizado por Hyeran Helen Jeona et al, fue investigar el efecto
de la sefalizacion IKK/NE-KB en las células del linaje osteoblastico y los fibroblastos del
ligamento periodontal durante el OTM, examinando ratones transgénicos con un
inhibidor negativo dominante de Nr-lb bajo el control de un promotor de colageno 1al
de 2,3 kb. Se encontré6 que OTM se redujo significativamente con menos
osteoclastogénesis, el espacio del ligamento periodontal mas estrecho, una mayor
fraccion de volumen 6seo y menos expresion de RANKL en ratones experimentales IKK-
DN (68),

Este estudio demostré la importancia de la activacién de NF-1B en las células del linaje
osteoblasticoy en fibroblastos, en la transduccién de fuerzas mecanicas durante el OTM,
ya que la inhibicion de este redujo significativamente la OTM. Se demostrd por primera
vez que la inhibicién de la activacién de NF-IB en las células del linaje de osteoblastos y
los fibroblastos de PDL redujo significativamente la OTM. Este hallazgo se apoyd aun
mas por una menor formaciéon de osteoclastos, un ancho del espacio del ligamento
periodontal menor, una mayor fraccion de volumen éseo y una reduccién de la
expresion de RANKL en ratones TG experimentales en comparacion con los ratones WT.

Los resultados establecieron la importancia de las células del linaje osteoblastos y los
fibroblastos PDL en OTM en respuesta a las fuerzas de ortodoncia mediadas por la
regulacion NF-jB en estas células. La via de sefalizacidn NF-jB juega un papel importante
en la remodelacidn 6sea fisiolégica y patoldgica 9. Zuo et al. "% informaron que NF-IB
se produjo rdpidamente, principalmente en osteoclastos, en respuesta a la fuerza
ortodoncia y la activacion de NF-JB fue esencial en la diferenciacion osteoclastos
inducida por RANKL en OTM.

Un estudio reciente demostrd que la vibracion combinada con la fuerza de ortodoncia
aumento la activacion de NF-KB y la expresidon de RANKL en osteocitos in vitro /2. Del
mismo modo, la fuerza de ortodoncia continua junto a la vibracion de alta frecuencia
aumenté la osteoclastogénesis y aceleré la OTM a través de la activacion de la via NF-kb
en osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. El trabajo realizado por Hyeran Helen Jeon
et al ®8) fue el primero en examinar el efecto de la activacion de NF-kB en el remodelado
dseo inducido por fuerzas mecanicas. Se observo la activacion de NF-kB en el lado de |a
compresion en ratones W, que fue considerablemente menor en ratones TG
experimentales, lo que llevd a una reduccidn significativa de OTM.

Los roles de NF-1B en la osteoclastogénesis inducida por RANKL son bien conocidos. La
inhibicidon de NF-iB previene la diferenciacion de las células precursoras en osteoclastos
por FNT y RANKL, lo que demuestra que las vias NF-iB son necesarias para la
diferenciacién y actividad de los osteoclastos. 33 Los ratones con doble deficiencia NF-
jB p50 y p52 demuestran falta de osteoclastos (¢8),



Otero et al. encontraron que la activacién de NF-jB era capaz de inducir la diferenciaciéon
de osteoclastos en ausencia de RAnk o RANKL. En el estudio realizado por Hyeran Helen
Jeon et al 8 tanto la formacién osteocldstica como la expresién de RANKL, fueron
menor en ratones TG con inhibicion de NF-KB en células osteoblasticas y fibroblastos del
PDL, comparados a ratones WT. Examinaron previamente en los mismos ratones
transgénicos un modelo de periodontitis, demuestran que la localizacidn nuclear del NF-
IB, indicativa de la activacion de NF-1B, en las células del linaje osteoblastos vy
fibroblastos se suprimié en ratones TG experimentales, y que la inhibicion de la
activacion de NF-IB bloquea la perdida de hueso en ratas normo glucémicas y con
diabetes 72(73) Los osteoblastos y fibroblastos activados por NF-IB cumplen un papel
fundamental en el remodelado dseo, en la periodontitis inflamatoria y en la respuesta a
las fuerzas de ortodoncia. El gran nimero de fibroblastos del PDL y células del linaje
osteoblastico y su proximidad al hueso alveolar, cumplen un papel esencial en Ila
transduccion de fuerzas mecdnicas que conducen a la resorcién dsea que sucede en
respuesta a la fuerza ortoddncica. Los fibroblastos del PDL constituyen del 50 % al 60 %
de la cantidad total de células del PDL y son una fuente importante de Rank-L y se ha
demostrado que estimulan las células progenitoras de osteoclastos. Ademads, la
activacion de NFjB en osteoblastos es inducida por fuerza mecanica y la inhibicién de
NF-jB en los osteoblastos reduce la reabsorcidn ésea y estimula la formacién ésea para
reducir la perdida de hueso periodontal (¢8),

Los osteocitos, que comprenden el 90% de todas las células dseas, muestran altos
niveles de expresion RANKL y apoyan la osteoclastogénesis in vitro y la remodelacién
Osea alveolar durante el OTM. En resumen, se demostrd por primera vez que las células
del linaje osteoblastico y los fibroblastos del PDL desempefian un papel esencial en la
OTM a través de la regulacién de NF-jB. El bloqueo de la activacién de NF-jB en esas
células redujo significativamente la osteoclastogénesis y la expresién de RANKL en
respuesta a la fuerza mecanica e impidio el movimiento de los dientes, lo que indica que
la via de sefializacion IKK/NF-KB en estas células es necesaria para mediar el OTM. Estos
estudios proporcionan una nueva comprensién sobre la respuesta bioldgica a la fuerza
mecanica y sugieren los beneficios clinicos del uso de la activacion/inhibicion de NF-1B
en ortodoncia clinica 68,

3.3 EL OSTEOCITO COMO REGULADOR DE LA FORMACION OSEA

Segundos después de la estimulacion mecanica, los osteocitos liberan NO, ATP y PGs.
Todas estas sefiales anabdlicas activan a los osteoblastos y células de revestimiento éseo
presentes en la superficie del hueso a través de uniones gap. El NO en el hueso inhibe la
reabsorcién ésea y promueve la formacion dsea. Anteriormente hicimos referencia a la
capacidad de la PGE2 35 como citoquina que actla tanto sobre osteoblastos como sobre
osteoclastos y desencadena tanto respuestas estimulatorias como inhibitorias. Si bien
estas moléculas se asocian con la activacidon de una respuesta anabdlica en el hueso, es



la rapida activacion del Wnt/B-catenina en los osteoblastos luego de la aplicacién de una
fuerza la que ha cobrado el mayor interés en el Gltimo tiempo.

Los osteocitos a través de la sintesis y secrecién de la glicoproteina esclerostina,
producto del gen SOST, regulan la funcion osteoblastica a través de la via de sefializaciéon
de Wnt. Dicha glicoproteina es un potente inhibidor de la formacion dsea a través del
bloqueo del camino de sefializacién Wnt/B-catenina en los osteoblastos al competir por
el receptor Lrp5/6 bloqueando su unién a Wnt (20 (27),

Entre los efectos de la activacion de la via Wnt en osteoblastos encontramos que
ademas regula la transcripcidon génica de OPG122 y RANKL. Tanto el tratamiento con
PTH como la estimulacién mecdnica reducen la expresién de esclerostina y de esta
manera estimulan la formacion ésea. In vivo se demostré que la aplicacion de fuerzas
provoca una disminucion significativa en la proporcidon de osteocitos esclerostina-
positivos 24 horas después de la aplicacién de fuerzas, mostrando mayores reducciones
en la zona donde el estimulo mecanico también fue mayor, lo que sugiere una asociacién
directa entre la expresién de esclerostina y la distribucién de la fuerza (28

A la hora de recibido el estimulo mecdnico esta disminucidn de esclerostina es
significativa, independiente del tipo de fuerza recibida. Esto sugiere que uno de los
mecanismos a través de los cuales los osteocitos regulan la remodelacién 6ésea
adaptativa incluye la activacion del camino candénico Wnt/B-catenina mediante la
supresion de la proteina esclerostina como modulador negativo de la formacién dsea .

3.4 ROL DE SEMAFORINA 3A EN LA REGULACION DEL REMODELADO DEL HUESO
ALVEOLAR EN EL MOVIMIENTO ORTODONCICO DENTARIO (6,

Un estudio reciente reveldé que la Semaforina 3A (Sema3A) ejerce un efecto
osteoprotector al contener la resorcién dsea y al aumentar la formacién ésea 8. Las
semaforinas son una familia de células superficiales y proteinas solubles que regulan
tanto las interacciones entre célula y célula como la diferenciacién, la morfologia y la
funcién de las células. La caracteristica mas comun y especifica de la familia de
semaforinas es la presencia del campo extracelular SEMA, y del campo cysteinerich
plexin, semaforina e integrina (campo PSI), ambos campos se encuentran en la parte
terminal del amino de la proteina. La familia de semaforinas incluye 8 subclases: clases
1-7 y \Y; (59)(60).

Sema3A es una proteina clase 3 secretada principalmente por osteoblastos, la cual
inhibe el desplazamiento de progenitores osteoclasticos al reprimir la activacion de un
miembro homdlogo de la familia (RhoA). Ademads, Plexin Al promueve la
osteoclastogénesis al activarse un receptor inmunolégico dependiente de tirosina
(ITAM), al entrar en contacto con el receptor desencadenante, presente en las células
mieloides (TREMZ2). El Sema3A unido a neuropilin-1 inhibe la potencial diferenciacién de
progenitores osteoclasticos al alejar a Plexin-A1 de TREM2(61),



El Sema3A se encuentra involucrado en la formacion de la trayectoria de erupcién de
los dientes de las ratas, modulando la actividad osteoclastica (3). Si bien se ha
demostrado que el Sema3A se produce en los ligamentos periodontales humanos (PDL)
a través de pre-osteoblastos y fibroblastos del PDL (¢4, no se sabe con exactitud como
estd involucrado en el OTM. Aunque la tension mecdnica y algunas citoquinas
inflamatorias estimulen las células de los ligamentos periodontales para regular la
expresion RANKL, poco se conoce acerca de los factores que regulan la expresién
Sema3A. Hirokazu Kamei et Al, al utilizar un modelo OTM, mostraron como el Sema3A
afecta al OTM y codmo factores identificados influencian la expresién Sema3A in vivo e
in vitro. Estos resultados nos ayudan a explicar uno de los mecanismos del OTM y de la
remodelacién 6sea (1),

Este estudio, revelé que el Sema3A promueve la diferenciacion de osteoblastos al
activar el canal catidonico Wnt/B. Se considera que Sema3A juega un rol esencial en la
fase de la formacion dsea, en la cual los osteoblastos crean hueso mientras que al mismo
tiempo previene que los osteoclastos se desplacen a los sitios de formacién y reabsorba
el hueso recientemente formado. El hueso alveolar alrededor de la raiz de los dientes se
remodela constantemente, y los osteoblastos en la superficie del hueso alveolar
secretan Sema3A durante el remodelado para mantener a los osteoclastos alejados del
sitio de remodelacién. Durante el movimiento de ortodoncia, se demostré que, en el
sitio de compresion de la raiz sometida a fuerzas ortoddncicas, hay una disminucién de
Sema3A, lo cual inhibe a la diferenciacién osteoblastica y promueve la diferenciacion
osteocldstica, creando un ambiente ideal para la reabsorcion ésea. En el sitio de tensidn,
el aumento de Sema3A promueve la diferenciacion osteobldstica creando un ambiente
de formacién ésea, promoviendo la formacién y mineralizacidn de este tejido éseo, e
inhibe la osteocléstica (¢2.

La estimulacién de IL-1B aumenta la expresion e ARNm y Sema3A a través de PCR en
tiempo real (RT-qPCR o Reverse transcription quantitative real-time PCR), y aun mas IL-
1B se observa en el sitio de tension de OTM en los dias 1, 3, y 7 comparado con el sitio
de compresién en inmunohistoquimica. Fue reportado un aumento de IL-1B cuando la
fuerza de tensidn aplicada es mayor en el ligamento periodontal de humanos (65 66}y |3
IL-1B aumenta en el liquido crevicular en ambos lados de la raiz del diente (sitio de
tensién y de compresion) durante el OTM, aunque este aumento es mayor en el sitio de
tension (67)

Los resultados que obtuvieron Hirokazu Kamei et. Al fueron consistentes con los
anteriormente narrados. A pesar de esto, los experimentos realizados no revelaron
como la IL-1B regula la expresion de la Sema3A. Se demostré que la IL-6 y IFN-y
redujeron la expresion de Sema3A y mRNA en osteoblastos. Estas citoquinas
inflamatorias también regulan la expresion de Sema3A y podrian estar involucradas (¢2),
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Figura 5. Imagen extraida de “Semaphorin 3A regulates alveolar bone remodeling on orthodontic tooth
movement” (a) Sema3A y Runx2 mRNA cuantificadas por PCR en tiempo real en osteoblastos luego de 24,
48,72,y 96 horas en ausencia o presencia de citoquinas inflamatorias. La expresion de Sema3A aumento
alas 72 y 96 horas con IL-1B y se redujo significativamente luego de las 24 y 48 horas con IL-6 y IFN-y. Las
barras representan los niveles de Sema3A y Runx2 mRNA relativos a los niveles de B-actina mRNA. (b)
cuantificacion de Sema3A mRNA a través de RT-qPCR en osteoblastos tratados con IgG en el grupo control,
IL-1B e IL-1B. (c) inmunohistoquimica para observar la IL-1B. Cortes horizontales en los dias 0, 1, 3,y 7
luego del movimiento OTM. Hubo mas células positivas para IL-1B- en el sitio de tension comparado al
sitio de compresién en los dias 1, 3 y 7. Se utilizo una escala de 50 pm. 62,

4) RESPUESTA ESPECIFICA DE LAS CELULAS EFECTORAS

4.1 EFECTO DE FUERZAS DE DISTINTA MAGNITUD SOBRE LOS OSTEOCITOS

Existen pocos estudios que hayan evaluado la respuesta de las células éseas a distintas
magnitudes de fuerzas. Los primeros trabajos sobre la respuesta osteocitaria a estimulos
mecanicos de diferentes magnitudes mostraron in vitro que el estrés generado por FFSS
(fluid flow shear stress) de baja magnitud (0,5 Pa) e impacto (0,4 Pa/s) es mas eficaz en
inducir respuestas bioquimicas en los osteocitos que las fuerzas hidrostaticas
compresivas de 13kPa y 35kPa (°) esto sugiere que el mecanismo mecanotransductor
de los osteocitos estaria activado por las fuerzas de deslizamiento de baja magnitud. En
un estudio in vivo (30) se evalué la respuesta de huesos largos sometidos a dos



protocolos de estimulacién mecanica, uno de baja magnitud y alta frecuencia (500 pe a
30 Hz) y otro de alta magnitud y baja frecuencia (3000 pe a 1 Hz) durante 4 semanas,
determinando que sdlo la baja magnitud estimuld la formacién dsea y la expresién de
ARNmM para Col | en los osteocitos.

Bacabac y col. ¥ demostraron que la frecuencia y magnitud de las fuerzas es un
pardmetro importante para la activacién de la célula. Realizaron un trabajo de
investigacion donde se estudio in vitro la respuesta de los osteoblastos a diferentes
grados de fuerzas y se determind que la produccion de NO es directamente proporcional
al grado de fuerzas. En otro trabajo donde se estimularon mecdnicamente células
osteoblasticas in vitro con fuerzas ciclicas traccionales de diferente magnitud durante
24 horas, pudieron determinar que se produce un incremento en la sintesis de OPG y
una disminucion en la sintesis de RANKL (32),

Basados en las observaciones realizadas por Carola B. Bozal y Col. ) Ia aplicacién in vivo
de fuerzas ortoddncicas de magnitudes extremas (fuerza fuerte de 230 g y fuerza liviana
de 16 g) no mostré diferencias en la respuesta osteocitaria inmediata (1 y 2 horas
después de la aplicacién de las fuerzas); sin embargo, es de esperar que la respuesta
muestre diferencias a medida que avanza el tiempo de aplicacion. Esto nos permite
sugerir que los osteocitos responden en forma inmediata a la aplicacién de las fuerzas,
independientemente de la magnitud, y que a medida que se mantiene el estimulo la
célula comienza a manifestar respuestas diferentes en funcién de que las fuerzas estén
dentro del rango fisioldégico o, por el contrario, sean fuerzas suprafisiolégicas o
infrafisioldgicas.

La ortodoncia ejerce diferentes tipos de fuerzas, que generan distintos efectos
biomecanicos: presién y tensién. Se asume que los cambios en el tejido periodontal
durante las fuerzas ortoddncicas influencian mecanicamente al hueso alveolar,
actuando sore la actividad del osteocito y la red de comunicacion de este durante los
procesos adaptativos. Los estudios en el osteocito alveolar muestran que la aplicaciéon
de fuerzas de tensién durante 48 horas, generan la expresion de la proteina conexina
43, mientras que la aplicacién de fuerzas de presion luego de 24 horas resulta en un
crecimiento de osteocitos apoptdticos, llegando a un pico en la proporcién de osteocitos
necréticos y lagunas vacias a los 2 y 4 dias respectivamente (34,

Los resultados obtenidos de un modelo experimental que combina ambos tipos de
fuerzas mostraron que la expresion de DMP1 (proteina de matriz dentinaria) aumentaba
luego de 6 horas aplicada la fuerza y llegaba a un pico maximo entre los 3 y 7 dias
posteriores a la aplicacion de esta, y que la expresién de MEPE (fosfoglicoproteina de
matriz extracelular) aumentaba a los 3 dias. De acuerdo con los reportes de la literatura,
el porcentaje de osteopontina (en los osteocitos) y el factor de crecimiento de tejido
conectivo (CTGF) y expresion de ARNm en osteocitos, también aumento 12 horas luego
de aplicar la fuerza. Estudios previos mostraron que tantos las fuerzas compresivas
como de tensidon generadas en ortodoncia, inducen a cambios tempranos en los
osteocitos y sus lagunas, lo cual se manifiesta como un aumento en el volumen lacunar



y cambios en su forma y orientacién, con un incremento en el ancho canalicular y en el
crecimiento longitudinal de los procesos citoplasmaticos 4.

Un estudio in vitro de la respuesta de las células osteobldsticas muestra que la
produccién de o6xido nitrico es linealmente dependiente del corte de la fuerza,
mostrando que la taza de deformacion (determinada por frecuencia y magnitud) es un
pardmetro importante para la activacion celular 34,
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Figura 6. Imagen extraida de “Los osteocitos como mecanosensores del hueso.” Produccion de éxido
nitrico en respuesta a estimulos mecanicos. La aplicaciéon de un flujo pulsatil directamente sobre la
membrana celular de células osteoblasticas (HOS-TE85) induce una marcada secrecion de éxido nitrico al
medio (barras negras), incrementando ésta con la duracidn del estimulo. Por el contrario, no se detecté
6xido nitrico en aquellas células que no fueron estimuladas mecdnicamente (barras grises). nmol= !

En un estudio realizado en el afio 2018 en la Universidad de Buenos Aires, Argentina,
Facultad de Odontologia, en la Catedra de Histologia y Embriologia ®* se realizé el
primer estudio que evaluaba in vitro la respuesta de los osteocitos alveolares a
diferentes fuerzas de ortodoncia, usando un modelo experimental para movimiento de
dientes en ratas. Crearon un resorte que permitia ser adaptado y activado con fuerzas
de distintas magnitudes y asi analizar las células comprometidas en el proceso de
remodelacién adaptativa del hueso. En este estudio se observd una disminucién en el
numero de osteocitos TUNEL positivos en los grupos de fuerzas livianas y pesadas, con
una marcada disminucién en el lado de tensién. En otro estudio, el hueso alveolar sujeto
a fuerzas de ortodoncia exhibié un crecimiento en osteocitos TUNEL positivos en el sitio
de presidn luego de tres horas aplicada la fuerza, llegando a un pico maximo a las 24



horas. En otros estudios se encontraron zonas de hialinizacion en el ligamento
periodontal en el sitio de presion, lo cual suprime el sistema de transporte de sustancias,
resultando en isquemia e hipoxia, lo cual lleva a la muerte celular, incluidos los
osteocitos. También en este estudio, los resultados muestran un aumento en el nimero
de osteocitos TUNEL positivos, y no muestra hialinizacion del tejido periodontal al que
no se le detuvo la nutricién, previniendo que los osteocitos entren en apoptosis 4.

Se sabe que las fuerzas ejercen un efecto anti apoptético. Detener el estrés revierte la
apoptosis de células endoteliales inducida por diferentes estimulos. También detener el
estrés regula la expresion de integrinas y mecanotransductores ubicados en la superficie
celular. Muchas integrinas previenen la apoptosis y se sugiere que la sefializacién de
integrinas antiapoptaticas, involucra la activacion de la sefial de regulacién extracelular
Kinasa (ERK) 1/218. Muchos estudios en vivo mostraron que la estimulacién mecénica
inhibe la apoptosis del osteocito por falta de suero, dexametasona y TNFa. Los
osteocitos detectan el corte del estrés del fluido canalicular a través de las integrinas, y
la produccion de oxido nitrico comienza inmediatamente. EI ON previene la apoptosis
de las células endoteliales y se piensa que tiene el mismo efecto sobre el osteocito. Otra
respuesta del osteocito a las fuerzas mecdnicas es la liberacién de muchos factores de
crecimiento 34,

Uniéndose a los receptores celulares, los factores de crecimiento activan canales de
sefializacion que envuelven miembros de la familia de Bcl2 que suprimen la apoptosis.
También se demostrd que el estimulo mecanico preserva la vida del osteocito activando
ERKs y un gen de transcripcidn in vitro y previene la induccion de apoptosis por
glucocorticoide en células osteociticas MLOY4. Un estudio aln mas reciente sugiere que
la estimulacion por solo 10 minutos es suficiente para generar la senalizacidon que
mantiene vivos a los osteocitos. En el trabajo realizado por la Dra. Bozal y Col. (34) los
osteocitos sujetos a fuerzas ortoddnticas vieron revertida la apoptosis. Entonces es
posible que la produccion de ON dentro del sistema canalicular, la activacién de ERKs y
el efecto autocrino de la secrecidon de factores de crecimiento cuando son sujetos in vivo
a estrés mecanico de las fuerzas ortoddnticas dentro del rango fisiolégico, parece ser un
factor de supervivencia importante para los osteocitos dentro del tiempo experimental
del estudio 3%,

En el mismo estudio 3%, la asociacion entre la magnitud de la fuerza y la expresién de
osteopontina (OPN) fue evaluado en el lado de presidon y de tension luego de haber
aplicado fuerzas ortoddncicas, mostrando en todos los casos un aumento de la
expresion de OPN, y valores mas altos en los osteocitos sujetos a fuerzas livianas. La OPN
juega un papel importante en la remodelacién dsea ya que promueve y regula la
guimiotaxis y agregado de osteoclastos a la superficie del hueso durante la reabsorcién
Osea. Los estudios reportados en la literatura encontraron que los osteocitos localizados
cerca de los sitios de reabsorcién expresan OPN durante el movimiento dentario
fisioldgico y casi todos los osteocitos expresan OPN 48 horas luego de haber sido



sometidos a fuerzas de ortodoncia, antes del reclutamiento de osteoclastos en la
superficie.

Carola B Bozal y Col. ®¥ encontraron que la expresion de OPN aumenta
significativamente en la matriz mineralizada del hueso que se encuentra bajo estrés,
sugiriendo que la OPN fue sintetizada por osteocitos maduros y no por osteocitos que
habian sido recientemente incluidos en la matriz, o por osteoblastos activos localizados
en la superficie del hueso. Este fendmeno sugiere que hay una activacion clara de los
osteocitos comunicados a través de la via lacunar dentro de la matriz 6sea mineralizada.
También encontraron un aumento de OPN en el sitio de tension, donde la formacion de
hueso es estimulada. La expresién de OPN fue encontrada también durante la formacién
de hueso en las suturas craneales, sugiriendo que la presencia del OPN es un factor
positivo para la formacién de hueso por los osteoblastos en las suturas que se
encuentran bajo estrés mecanico. Los resultados de este estudio demostraron que las
fuerzas de presién y de tension de magnitudes fisioldgicas aplicadas en vivo, parecen
activar la mecanotransduccién y promover el remodelado por la expresién temprana de
OPN osteocitaria.

Es notable que ambas fuerzas (presion y tensién) generan una respuesta osteocitaria
inmediata. El crecimiento marcado de la apoptosis y el incremento significativo de
expresion de OPN observado luego de la aplicacién de distintas fuerzas ortoddnticas
permite concluir que los osteocitos se activan muy rapidamente cuando son sometidas
a aplicaciones de fuerzas en vivo, sean fuerzas de tensidén o de presién livianas o
pesadas, y determina un papel importante del osteocito como mediador de la activacién
de la reabsorcion y formacion dsea, siendo esto lo que sucede como la respuesta final
de la aplicacién de las fuerzas de ortodoncia‘3?.

4.2 ROL DEL LIGAMENTO PERIODONTAL EN EL REMODELADO OSEO, DURANTE LOS
MOVIMIENTOS DENTARIOS EN ORTODONCIA.

El movimiento dentario ortoddncico (Orthodontic tooth movement o OTM) es un
proceso que depende del remodelado de los tejidos periodontales que rodean a las
raices, principalmente del hueso alveolar, ligamento periodontal, y cemento radicular.
Durante el movimiento dentario, el remodelado alveolar es inducido por respuestas
bioldgicas del ligamento periodontal, con formacidon dsea en el sitio de tensién vy
reabsorcion en el sitio de compresion de este. La asociacion entre el estimulo mecanico
y el ligamento periodontal ha sido demostrada por multiples estudios desde diferentes
puntos de vista en lo que concierne a biologia celular y sefializacién molecular. Las
células del ligamento periodontal cumplen un papel fundamental en el mantenimiento
de la homeostasis periodontal y regulando el remodelado de este tejido 7).

Las células del ligamento periodontal (periodontal ligament o PDL), tienen multiples
funciones locales como formar y mantener el ligamento periodontal, mediar la



reparacion del hueso alveolar y el cemento radicular, y la regeneracion del tejido
periodontal (48 (49),

Las fuerzas ortoddnticas, desencadenan la conversion del estimulo mecanico a sefiales
quimicas intercelulares dentro de las células del PDL y actuan activando el remodelado
4seo alveolar y consecuentemente, iniciando el OTM. 47) Estudios recientes testimonian
que las células del PDL pueden sensar estrés mecdnico, y transformar el mismo en
sefiales bioquimicas, y eventualmente regular el remodelado éseo, secretando multiples
factores 9, Por ejemplo, el activados tisular plasminégeno (tPA) y el inhibidor tisular
plasminégeno -1 (tPA-1), matriz metaloproteinasas (MMPs) y sus inhibidores, y
citoquinas incluyendo a la Prostaglandina 2 (PGE2) y interleuquina -6 (IL-6) son
secretadas bajo estimulo mecanico para regular el remodelado del tejido periodontal
1) mientras que el receptor activador del ligando Factor nuclear Kappa B (RANKL),
RANK, y la osteoprotegerina (OPG) estan involucrados en la regulacién de la
diferenciacién osteoclastica por las células del PDL 2,

Durante el OTM, el mecanismo especifico a través del cual las células del PDL perciben
los estimulos, los traducen en sefiales bioldgicas y por ultimo contribuyen a el
remodelado éseo, continda siendo poco claro. Recientemente el canal ion Piezo 1, el
cual es mecanosensible, demostré jugar un papel crucial en diferentes tipos de células
humanas, transformando los estimulos fisicos externos en sefales quimicas
intercelulares. De todas formas, la funcién del ion Piezo 1 durante el proceso de
mecanotransduccién de las células del PDL no se ha reportado 7).

Recientemente, los canales idnicos en la superficie de las células del PDL involucradas
en las rutas de mecanotransduccién son prometedoras para la investigacion ©3). La
familia de canales no selectivos catidnicos Piezo, fueron identificadas como subunidades
formadoras de poros de canales de iones que son sensibles y permeables a la excitacién
mecdnica que producen los iones de sodio, potasio y calcio ¥, Los canales Piezo de
mamiferos son un complejo de tres hélices trimétricas que contienen al menos 2500
aminodcidos, los cuales incluyen dos subtipos, Piezo 1 y Piezo 2. Piezo 1 es
predominantemente expresado en tejidos no sensoriales expuestos a fuerzas
mecdnicas, mientras que Piezo2 es principalmente expresado en tejidos sensoriales 7).
El canal Piezo 1 ha sido implicado en la remodelacién ésea en la literatura. Multiples
estudios en vivo han provisto de evidencia que Piezol removido de las células
osteoblasticas de ratas, causan perdida de hueso y fracturas espontaneas con
incremento de reabsorcion dsea, sugiriendo que es posible el rol del Piezo 1 en la
regulacién mecanica, carga-dependiente de la formacién y remodelado éseo (Li et al.,
2019; Wang et al., 2020b; Zhou et al., 2020). Piezol también es expresado en células
madre mesenquimales (MSCs) como un factor determinante ante la presién
hidrostatica, lo cual también implica la relevancia de Piezo 1 en la formacién ésea 7).
Piezol también existe en la membrana de células primarias del tejido periodontal. Los
estudios in vitro han confirmado que el canal idnico de Piezo 1 puede transmitir sefiales
mecanicas y regular tanto la diferenciacion osteogénica y la osteoclastogénesis de las



células del ligamento periodontal a través de varias vias de senalizacion incluyendo las
proteinas quinasas (ERK), factor nuclear kappa B (NF-kB), y caminos de sefializacién
Notch1 (Jin et al., 2015; Shen et al., 2020; Wang et al., 2020a). Estos resultados sugieren
que el Piezo 1 tiene un posible rol dentro de la Mecanotransduccion durante el OTM.
Hasta ahora, la relevancia funcional de Piezo 1 y el remodelado dseo en el sitio de
tensién, no ha sido aclarado.

El hueso alveolar y el ligamento periodontal emprenden un proceso de remodelado
inducido por las fuerzas mecanicas inducidas durante el movimiento dentario
ortoddncico. De todas formas, aun no esta completamente especificado como el hueso
alveolar y el ligamento periodontal sensan las fuerzas mecanicas. Piezol, un canal
catiénico no selectivo, responde de varias maneras a la estimulacién mecanica,
incluyendo su elongamiento, deflexién y mediacion de la afluencia de Calcio (Ca +2).
Recientemente, el rol de Piezol en el remodelado éseo ha sido reportado por muchos
estudios. Para revelar el posible rol de Piezol durante la mecanotransduccion en el
proceso de OTM, el estudio se enfocé en caracterizar la expresion y la funcion del canal
de Piezol mecdnicamente activado en las células del ligamento periodontal en el
remodelado dseo alveolar. En este estudio, la localizacion de los resultados de
inmunofluorescencia mostré que Piezol fue expresado principalmente en las células del
ligamento y localizado en el plasma y nucleo celular. La expresién de Piezol en el grupo
de OTM fue seguido durante la aplicacidn de las fuerzas ortoddncicas. Estudios similares
reportaron que el estrés mecanico es asociado con un incremento en los niveles de
Piezo1 en las células del ligamento periodontal.

Por lo tanto, Yukun Jiang et al especulan que el canal de Piezol es un macanosensor
crucial a través del cual el ligamento periodontal sensa y traduce la fuerza ortoddncica
en una respuesta bioldgica, la cual luego influencia el remodelado del hueso alveolar.
Para verificar esto, se llevd a cabo un estudio experimental. El equipo de estudio ha
establecido que un modelo de movimiento dentario ortoddntico en ratas para estudiar
el rol del ion Piezo 1 durante la mecanotransduccién en las células del ligamento
periodontal y han investigado los efectos en el sitio de tensidon durante el remodelado
6seo alveolar 47),

En este trabajo se dividieron de manera aleatoria tres grupos de 24 ratas cada uno; un
grupo al cual se le aplicaron una fuerza ortoddncica y un inhibidor de Piezol, un grupo
al cual sdlo se le aplicaron fuerzas ortoddncicas, y un grupo de control al cual no se le
aplicaron fuerzas ortoddncicas. Un resorte de niquel-titanio fue colocado entre el primer
molar superior izquierdo y los incisivos para generar una fuerza de 40 gramos, los cuales
fueron activados inmediatamente luego de su insercidn y la correcta colocacién de este
fue revisada a diario. No fueron activados nuevamente luego de su insercién durante el
tiempo experimental. Los animales expuestos a los Grupos que recibieron fuerzas
ortoddncicas mas el inhibidor, recibieron una inyeccién subcutanea de Piezol mas el
inhibidor Grammostola spatulata mechanotoxin 4 (GsMTx4) con una dosis de 20 pl y una
concentracion de 10uM todos los dias, mientras que el grupo expuesto a fuerzas



ortoddncicas sin inhibidor y el grupo control solo recibieron el vehiculo. Un total de 6
ratas de cada grupo fueron sacrificadas inmediatamente en el dia 0 (el dia de la
aplicacion de la fuerza ortoddncica) para servir como los grupos negativos controles, y
en los dias 3, 7 y 14 luego del movimiento dentario. Bloques de hueso alveolar

incluyeron el primer molar izquierdo, el cual fue intervenido para posteriores andlisis
(47)

Los resultados de este trabajo mostraron que el canal Piezol fue activado durante el
OTM en el lado de tensidén y se pueden destacar los siguientes resultados:

A) El canal de Piezol fue activado por las fuerzas del movimiento ortoddntico en
el sitio de tension, durante los movimientos ortodoéncicos dentarios.

Para probar la hipétesis de que el canal de Piezo 1 es un mecanosensor crucial para el
remodelado dseo, la expresion de los patrones de Piezol en el drea periodontal del lado
de tension, fueron examinados primero a través de inmunofluorescencia (IF). Se pudo
observar la presencia de este en el ligamento periodontal mientras que no fue
encontrado en el hueso alveolar. Piezo1 fue expresando débilmente en el PDL del grupo
control (el cual no recibié fuerzas ortoddnticas), mientras que el grupo que activado por
aplicaciones de fuerzas ortoddncicas durante todo el periodo experimental arrojo
resultados positivos de diferentes magnitudes. Estudios semi cuantitativos revelaron
que la expresion de Piezol en el grupo de estudio comenzaron a aumentar en el dia 2,
seguido por un pico maximo luego de 7 dias de movimiento dentario, y los valores
disminuyeron en el dia 14. Cuando el canal inhibidor de Piezol denominado GsMTx4 fue
aplicado, no se observaron cambios significantes en la expresion de Piezol, lo cual indica
que la expresion de este fue activada por las fuerzas ortoddnticas en el ligamento
periodontal durante los movimientos dentarios ortoddncicos.

B) La inhibicién del canal Piezol impide el movimiento dentario ortoddncico y
disminuye la masa dsea alveolar.

La inhibicién de los canales de Piezol dificulta el movimiento dentario en ortodoncia y
disminuye la masa ésea lo cual confirma el efecto del canal de Piezol en el OTM. El
inhibidor GsMTx4 se utilizd en este estudio para inactivar el canal de Piezol. Bajo
condiciones normales, la distancia entre el primer y segundo molar aumento en el
tiempo, con un incremento relativamente rapido en la ultima etapa (dia 7 a 14). Cuando
el canal de Piezol fue inactivado por el inhibidor GsMTx4, la distancia del movimiento
dentario decrecid desde el dia 7 al 14. Estos resultados sugieren que la funcién correcta
del canal Piezol es necesaria para lograr el movimiento dentario ortoddncico.



Luego para evaluar la masa 6sea alveolar y los cambios en la microarquitectura del
hueso alveolar en el area de tensidn de los tres grupos, se utilizaron los pardmetros de
volumen éseo (bone volumen o BV) Volumen total (Total Volume o TV) Espacio
trabecular (trabecular spacing o Th. Sp) Numero trabecular (trabecular number o Th.N)
y espesor trabecular (trabecular thickness o Tb.Th).

Th fue examinado a través de micro CT analisis de alta resolucién. Los pardmetros
muestran una expresion estable de los niveles en el grupo control con diferencias no
estaticas a lo largo del experimento. Cuando los tres grupos fueron comparados,
encontraron diferencias en BV/TV y Tb. El Th en el area de tensién del grupo de OTM
fue significantemente mayor que en el grupo de OTM + el inhibidor y que en el grupo
control en el dia 14 del experimento. No se encontraron diferencias significantes en los
valores de Th. N y el espacio trabecular (Th.Sp) entre los tres grupos. Los resultados
muestran como la masa de hueso alveolar fue decreciendo con la inhibicién de los
canales de Piezol durante el OTM.

C) Cambios histolégicos del tejido periodontal durante el movimiento dentario
ortoddncico.

Histolégicamente los cambios en las células del ligamento periodontal durante las
aplicaciones de fuerzas para el movimiento dentario ortoddncico fueron examinados
utilizando la tincién tricrémica H&E and Masson’s. En el dia 0, las fibras periodontales
mostraron estar organizadas en forma de malla y cada una de ellas mostro una
configuracion ondulada en el ligamento periodontal de los tres grupos.

Luego del dia 3 del movimiento ortodéntico, se observé en los tres grupos, un aumento
gradual en el espacio periodontal. Luego de 3 dias de movimiento ortoddncico, el
espacio del ligamento periodontal aumento en los grupos de OTM y en el de OTM+INH,
la organizacion tipica ondulada de las fibras se perdid y las fibras se observaron estiradas
entre el hueso alveolar y la raiz. En el dia 7, las fibras del ligamento periodontal
parecieron verse relajadas en el grupo de OTM a comparacién del dia 3, mientras que
se observacion totalmente estiradas en el grupo de OTM+INH.

En el dia 14, la organizacién de las fibras del ligamento periodontal en los grupos de OTM
recupero su forma ondulada antes del grupo de OTM+INH. En este periodo de tiempo,
las fibras del ligamento periodontal del lado de tension fueron organizadas en los tres
grupos (Figura 9 A, B). El canal de Piezol es critico para mejorar la expresion de los
factores de osteogénesis en el lado de tensién durante el movimiento dentario
ortoddncico, y la expresién inmunohistoquimica de los factores relacionados a la
osteogénesis fue examinada para evaluar la relacion entre Piezol y la osteogénesis.
(Figura 9 A-D).
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Figura 7. Imagen extraida de “Mechanosensitive Piezol in Periodontal Ligament Cells Promotes Alveolar
Bone Remodeling During Orthodontic Tooth Movement.” La expresion de Piezol fue activada por la fuerza
ortodoncica en el sitio de tensidon de las raices disto vestibulares. (A) Inmunofluorescencia muestra que
Piezol fue expresada en el ligamento periodontal del grupo OTM y del grupo OTM+INH luego de la
aplicacién de la fuerza. (B) El significado de la intensidad de inmunofluorescencia de Piezol. La expresion
de Piezo1l en el grupo OTM fue mayor que en el grupo control desde el dia 3 al 14 “7,
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Figura 8. Imagen extraida de “Mechanosensitive Piezol in Periodontal Ligament Cells Promotes Alveolar
Bone Remodeling During Orthodontic Tooth Movement.” inhibicién de Piezol dificulta el movimiento
dentario por fuerzas ortoddncicas y produce una disminucidon en la masa dsea. (A) imagenes de
microtomografo y reconstruccién tridimensional que muestran la distancia del OTM. (B) La distancia entre
OTM desde el dia 0 al dia 14. La distancia fue incrementada por fuerzas ortoddncicas a lo largo del tiempo
en el grupo de OTM mientras que disminuyo en el grupo de OTM + INH. (C) Parametros incluyendo el
volumen oseo/volume total (BV/TV), numero trabecular (Th.N), espesor trabecular (Th.Th), y espacio
trabecular (Th.Sp) fueron examinados desde el dia 0 al dia 14. BV/TV y Tb.Th del grupo OTM fueron
mayores que los del grupo OTM + INH y que el grupo control en el dia 14 del movimiento dentario
ortodéncico “7),

CON

OTM+INH

O™ CON

OTM+INH

Figura 9. Imagen extraida de “Mechanosensitive Piezol in Periodontal Ligament Cells Promotes Alveolar
Bone Remodeling During Orthodontic Tooth Movement.” Cambios histolégicos en el ligamento
periodontal en el sitio de tensidn de las raices disto vestibulares. (A) coloraciéon con Hematoxilina Eosina
(B) coloracién con Masson tricromico del ligamento periodontal. Las fibras periodontales se vieron
estiradas por la aplicacion de fuerzas ortoddncicas en el grupo OTM, mientras que el remodelado de las
fibras se vio retardado en el grupo OTM +INH®*7),
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Figura 10. Imagen extraida de “Mechanosensitive Piezol in Periodontal Ligament Cells Promotes Alveolar
Bone Remodeling During Orthodontic Tooth Movement.” La inhibicidn del canal de Piezol suprime la
expresion de la osteogénesis y de los factores relacionados a la misma durante los movimientos de
ortodoncia en el lado de tensién. Tincidn inmunohistoquimica de RUNX2 (A), OSX (B), ALP (C), y COL1 (D)
del ligamento periodontal en el lado de tensidn de las raices disto vestibulares y el significado de la
densidad dptica integrada (I0D) RUNX2 (E), OSX (F), ALP (G), y COL1 (H). La expresién de RUNX2, OSX, ALP,
y COL1 en el grupo de OTM crece significantemente en los dias 3, 7 y 14 comparado con el grupo control,
mientras que fue reducido en el grupo de OTM + INH en el dia 3y 7 para OSX, en el dia 7 para RUNX2 y
ALP y en el dia 7 y 14 para COL1. El analisis con Western Blot detecto proteinas de RUNX2, OSX, ALP, y
COL1 en el dia 7 del movimiento dentario ortoddncico. GsMTx4 (inhibidor) redujo la expresion de
proteinas de RUNX2, OSX, ALP, y COL1 en el dia 7. 7.



D) El canal de Piezol es critico para incrementar los niveles de factores
relacionados a la osteogénesis en el sitio de tensiéon durante el movimiento
dentario.

Luego de haber aplicado fuerzas ortoddncicas, la expresion de RUNX2, OSX, ALP, y COL1
en el grupo de OTM se incrementé significativamente en los dias 3, 7 y 14 comparados
con el grupo control. Todos los factores alcanzaron un pico maximo de expresion en el
grupo de OTM en el dia 7 comparados con el grupo control. Cuando el canal de Piezol
fue inhibido por GsMTx4, la expresién de estos factores relacionados a la osteogénesis
sufrio un descenso. La expresion de RUNX2 y ALP del grupo OTM + INH fue
significativamente mas baja que el grupo de OTM en el dia 7. La expresiéon de OSX en el
grupo de OTM +INH fue menos que la del grupo OTM en el dia 3 y 7. Lo mismo sucede
con los factores COL1, donde los valores en el grupo OTM + INH fueron mas bajos en el
dia 7 y 14 comparados al grupo OTM (Figura 9 E— H). Tanto la tincidn
inmunohistoquimica (IHC) como los resultados de Western Blot (WB) mostraron que los
niveles de la proteina del factor de osteogénesis en el dia 7 fueron reducidos por el
inhibidor en el grupo OTM+INH, lo cual indica que el canal de Piezo 1 es critico para la
expresion de los factores relacionados a la osteogénesis en el sitio de tencién durante
el movimiento dentario ortodéncico. (Figure 8 1). Los inhibidores de Piezol suprimen la
actividad osteoclastica en el sitio de tensién.

E) Lainhibicion del canal de Piezol suprime la actividad osteoclastica en el sitio
de tension durante el movimiento dentario ortoddncico.

La actividad osteoclastica también fue investigada en el lado de tensidon durante OTM.
La tincion fosfatasa acida resistente al tartrato (TRAP) fue utilizada para observar la
proporcién de células TRAP positivas en los tres grupos. En el dia 3, se observa un gran
aumento de osteoclastos en el grupo OTM comparado al grupo OTM + INH y al grupo
control. En los dias 7 y 14, solo un grupo de células positivas al TRAP fueron observadas,
sin diferencias significativas comparadas entre los tres grupos (Figura 9 A, D.).

Luego fue evaluada la expresién del receptor activador del factor nuclear Kappa B
ligando (RANKL) y de osteoprotegerina (OPG). La inmunoreactividad de RANKL fue
observada en los osteoblastos y los osteoclastos en la superficie del hueso alveolar con
gran tincién positiva en el citoplasma y una débil tincion positiva en la matriz extracelular
del area del ligamento periodontal. La expresion de los niveles de RANKL en el grupo de
OTM fue significativamente mayor que en el grupo de OTM +INH y el grupo control en
el dia 3, y luego declino considerablemente. No hubo cambios significativos entre los
tres grupos en los dias 7 y 14 (Figura 9 B,E).

La inmunoreactividad de OPG fue observada en algunos osteoblastos con tincidn
altamente positiva en el citoplasma y una débil tincidn positiva en la matriz extracelular



del area del ligamento periodontal. En este estudio, la expresién de OPG en el grupo de
OTM fue disminuyendo gradualmente en el dia 3, alcanzo su pico maximo en el dia7y
disminuyo levemente luego de eso. Con respecto al grupo control, la expresion de OPG
en el grupo de OTM fue significativamente mayor en el dia 3. En el dia 7, la expresion de
OPG en el grupo OTM fue mayor que es el grupo de OTM + INH y que en el grupo control
(Figures 9 C,F).

El RANKL/OPG aumento rapidamente en el grupo OTM y fue significativamente mayor
que los grupos OTM+INH y que en el grupo control (Figura 9 G). En los dias 7 y 14, no
hubo cambios significativos encontrados en el radio de RANKL/OPG entre los tres
grupos. En el dia 3, los resultados de WB de RANKL y OPG fueron consistentes con la
tincidn inmunohistoquimica (Figura 9 H).
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Figura 11. Imagen extraida de “Mechanosensitive Piezol in Periodontal Ligament Cells Promotes Alveolar
Bone Remodeling During Orthodontic Tooth Movement.” La inhibicién de Piezol suprime la actividad
osteoclastica en el lado de tensidn. La tincion TRAP (A) y la cuantificacién de células TRAP positivas (D).
Los osteoclastos TRAP positivos fueron detectados cerca de las raices del lado de tensidn. En el dia 3 el
numero de osteoclastos fue considerablemente altos comparados con el grupo control y el grupo con
inhibidor. La barra de escala es 50 um. La tincidon inmunohistoquimica de RANKSL (B) y OPG (C) en el lado



de tensidn de las raices disto vestibulares. Se muestra el significado de la densidad dptica integrada (10D)
de RANKL (E), OPG (F), y radio de RANKL/OPG (G). En el dia 3, el radio RANKL/OPG del grupo fue mayor
que en el grupo control y OTM + INH. La tincidon con Western Blot (H) detecto niveles de RANK/OPG
crecientes en el dia 3 del OTM. La proteina de expresién de RANKL/OPG crecid significantemente en el
grupo OTM comparado a los otros dos grupos. 47,

Como conclusion de lo anteriormente narrado, el estudio que se llevé a cabo por Yukun
Jiang et. Al, revela los patrones de expresion especifica del canal Piezol en el sitio de
tensién durante el movimiento dentario en la ortodoncia. El canal de Piezol cumple un
rol vital en el remodelado dseo en el sitio de tension, promoviendo la osteogénesis y la
actividad osteoclastica. También, este trabajo de investigacion provee de bases tedricas
para aplicaciones terapéuticas locales para controlar el canal de Piezol, el cual
representa un objetivo intrigante para inducir el remodelado éseo estable y controlado
durante el movimiento dentario en ortodoncia 47,

Con el objetivo de corroborar la hipdtesis de la plasticidad osteocitaria propuesta por
Rubin et al quien postula que tras el incremento en las fuerzas traccionales o
compresivas que recibe el hueso, el osteocito cambia la arquitectura del citoesqueleto
y modifica secundariamente al ambiente lacunar. 77 Y en el trabajo de Bozal y col. donde
observa que los cuerpos celulares osteocitarios adoptan una morfologia esférica tras la
recepcién de fuerzas mecdnicas 3, hemos disefiado el presente trabajo.

En la hipdtesis de la plasticidad osteocitaria propuesta por Rubin et al. se postula que la
célula estaria modificando activamente la arquitectura del citoesqueleto al sensar
fuerzas, adquiriendo una morfologia mdas ovalada. Esto significaria entonces que la
diferencia entre el eje largo de los osteocitos y el eje corto de los mismos resultaria un
valor mas bajo en los grupos sometidos a fuerzas de presién y de tensién comparado
con el grupo control, conformado por osteocitos en reposo. Ademas de cambiar su
morfologia ante el stress mecanico, se cree que tanto los osteocitos, como las lagunas
donde se alojan aumentan su volumen, entonces los osteocitos y las lagunas sometidas
a fuerzas traccionales y compresivas, deberian tener un perimetro mayor que los del
grupo control.



HIPOTESIS

Los cambios en el citoesqueleto de forma y tamafio en los osteocitos sometidos a
fuerza ortoddncicas son diferentes acorde al tipo de fuerzas traccionales o
compresivas, que actldan sobre ellos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 10 ratas de la cepa Wistar de sexo femenino y masculino, de 120gr a 180gr
de peso. Todos los animales recibieron acceso al alimento balanceado y agua “ad
libitum”. Las condiciones de alojamiento fueron los siguientes: jaulas de alambre
galvanizado; temperatura: 21 C a 24 C; humedad: 52 % a 56%; ciclos de luz / oscuridad:
12 horas /12 horas.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de
Odontologia (CICUAL-ODONTO-FOUBA) de la Universidad de Buenos Aires, Argentina, y
en concordancia con la guia de uso y cuidado de Animales de Laboratorio del National
Institutes of Health (NIH).

A todos los animales se les realizé la exodoncia del segundo molar superior izquierdo o
derecho con instrumental quirdrgico especialmente disefiado para evitar la fractura
radicular y posteriormente fueron sometidos a tratamientos de ortodoncia, donde se
buscé distalizar el primer molar superior.

Los animales fueron sacrificados por medio de una inyeccién de euthanyle
(pentobarbital sddico/difenilhidantoina sddica).

Los maxilares superiores fueron extraidos, disecados y fijados en formol al 10 % e
incluidos en parafina. Se realizaron cortes histolédgicos orientados en sentido mesiodistal
del lado del maxilar superior sometido al tratamiento de ortodoncia.

Los preparados histoldgicos fueron tefiidos con coloracion de hematoxilina/eosina y
analizados con microscopio de campo claro. Para seleccionar los espacios mas
representativos para la conformacién de grupos, los mismos fueron observados con el
lente 2X, en una escala de 1000 um. Y con una escala de 100 um, que corresponde a
preparados analizados con el lente de 20X, para realizar la posterior evaluacién
histomorfometrica de lagunas osteocitarias y osteocitos.

A continuacién, podemos observar microfotografias de los preparados histoldgicos
examinados con el lente de 2X en una escala de 1000 um, donde podemos apreciar una
vision general del mismo.



Figura 12. Microfotografia digital de corte histoldgico en una escala de 1000 pum, con el lente de 2X. Primer
molar superior derecho.




Figura 13. Microfotografia digital de corte histoldgico en una escala de 1000 um, con el lente de 2X. A)
Raiz y porcién coronaria distal y de un primer molar superior derecho donde fueron aplicadas fuerzas
ortoddncicas. B) Espacio que ocupaba el segundo molar superior extraido previo al tratamiento de
ortodoncia. C) Tercer molar superior.

En cada uno de los preparados, se estudiaron tres grupos celulares:

e Grupo 1 corresponde a osteocitos y sus correspondientes lagunas osteocitarias
en reposo, tomadas en el hueso basal o distal del tercer molar superior, del
mismo lado del maxilar (derecho o izquierdo) donde fueron aplicadas las fuerzas
ortoddncicas, pero en un sitio alejado a donde se efectuaron las mismas.

e Grupo 2 corresponde a osteocitos y lagunas osteocitarias en el sitio de presion,
seleccionados en el lado distal de la raiz mesial del primer molar superior
sometido a fuerzas ortoddncicas de distalamiento, sobre el hueso interradicular.

e Grupo 3 corresponde a osteocitos y lagunas osteocitarias en el sitio de tension
seleccionados en el lado mesial de la raiz mesial del primer molar superior
sometido a fuerzas mecdanicas ortoddncicas.

Para realizar las mediciones correspondientes, se tomaron microfotografia de los
preparados observados con el lente 20X que nos brindé una escala de 100 um del
mismo, y luego a través del programa “Image J — win 32” fue evaluada la actividad dsea,
midiendo tanto las células osteociticas (perimetro, eje largo y eje corto) como las
lagunas osteocitarias donde se alojan (perimetro, eje largo y eje corto).

ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la distribucién de las variables se utilizdé la prueba de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-Wilk segin el nimero de muestras a analizar. Para el
analisis de diferencias de los resultados se utilizd el test de ANOVA (de los datos
previamente logaritmizados cuando correspondiera), y Bonferroni o Tukey como test a
posteriori. Los resultados se expresaron y/o graficaron como media * DE para aquellos
datos con distribucion normal y como mediana (rango) para los datos no paramétricos.
Se utilizé el programa GraphPad Prism 8. Las diferencias se consideraron significativas
con un p menor a 5%.



RESULTADOS

Se encontraron cambios en la morfologia de los osteocitos cercanas a sitios de aplicacion
de las fuerzas traccionales y compresivas, como asi también en los osteocitos en areas
alejadas al sitio de aplicacidn de estas, adquiriendo una forma ovalada.

Si bien no hay diferencias significativas entre los grupos (p=0.5650) el promedio del
calibre de las células localizadas en el sitio de presién y de tensién (17,003 um y 18,064
um respectivamente) fue mayor que el de los osteocitos del grupo control (15,760 pum).
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Figura 17. Perimetro en um de las celulas osteocitarias de los tres grupos de estudio.

Encontramos aumento de volumen en las lagunas osteocitarias de los tres grupos, hay
diferencias significativas entre el tamafio de los tres grupos (p=0.019).
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Figura 18. Promedio del perimetro en um de las lagunas osteocitarias de los tres grupos de estudio.

Si bien el tamafio de los osteocitos de los tres grupos aumentd, no hubo diferencias
significativas en el tamafio de las células entre los grupos 2 y grupo 3 (p=0.5872).
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Figura 19. Promedio del perimetro en um de los osteocitos de los grupos de presion (grupo 2) y tension
(grupo 3).



Observamos que el grupo control (Grupo 1) cuenta con un espacio mayor de laguna no
ocupada por los osteocitos, con respecto al espacio lacunar libre que ocupan los
osteocitos de los grupos 2 (p=0.0023) y grupo 3 (p=0.0018).
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Figura 20. Espacio lacunar no ocupado por sus respectivos osteocitos residentes en los tres grupos.

Los resultados histomorfométricos demuestran que:

1. Las células osteocitarias de los tres grupos aumentan su volumen al sensar las
fuerzas, adoptando una morfologia ovalada, sin diferencias estadisticamente
significativas entre los mismos (p=0.5650).

2. No existen diferencias estadisticamente significativas entre el tamano de las células
osteocitarias en el sitio de presién y de tension (p=0.5872).

3.Al sensar las fuerzas, las lagunas osteocitarias de los tres grupos celulares aumentan
su tamafio existiendo diferencias significativas de volumen entre los tres grupos
(p=0.019).

4. Las células de los sitios de presidn y tensiéon ocupan mayor espacio dentro de la
laguna osteocitaria, comparadas a los osteocitos que se encuentran en sitios alejados a
la aplicacién de fuerzas. Los resultados fueron Grupo 1 vs. Grupo 2 (p=0.0023) y Grupo
1 vs. Grupo 3 (p=0.0018).



Figura 14. Histomorfometria de lagunas osteocitarias y osteocitos en reposo (grupo 1), hueso basal del

tercer molar superior.




Figura 15. Histomorfometria de osteocitos, laguna osteocitaria y actividad dsea de las células éseas sitio
de presidn (grupo 2), distal de la raiz mesial, el hueso interradicular del primer molar superior.

Figura 16. Histomorfometria de osteocitos, laguna osteocitaria y actividad ésea de las células dseas
ubicadas en el sitio de tension (grupo 3), medidos por mesial de la raiz mesial del primer molar superior.



DISCUSION

El estudio del hueso basal fue inicialmente seleccionado como grupo control por
pertenecer a tejido éseo alejado al tratamiento de ortodoncia. Al observar actividad
celular en los osteocitos de los tres grupos estudiados, seria conveniente incorporar un
real “grupo control”. Areas dseas similares a las estudiadas (hueso alveolar)
perteneciente a maxilares de ratas Wistar que no hayan sido sometidas a ningun
tratamiento de ortodoncia.

No se observaron células osteocitarias redondas como propone Bozal y col, aunque si
observamos células ovaladas, lo que sugiere que la modificacién de la morfologia
osteocitaria podria estar influenciada por el tiempo de accién o la intensidad de las
fuerzas. Seria conveniente realizar un estudio mas especifico donde se mida el tiempo
de accidén de los aparatos de ortodoncia como asi también la intensidad de las fuerzas,
y si esto influye o no en la forma que adoptan las células.

CONCLUSIONES

Las células osteocitarias aumentan su volumen y cambian su forma al sensar las
fuerzas mecanicas, independientemente que estas se encuentren cercanas o alejadas a
al sitio de aplicacion.

La activacion de los osteocitos en el hueso basal es menor que en las dreas cercanas a
la aplicacidén de las fuerzas

El espacio libre de las lagunas osteocitarias es mayor en aquellas que se encuentran
alejadas al sitio de aplicacion de las fuerzas; lo que sugiere que a medida que nos
alejamos de las zonas de aplicacion de las fuerzas, esta disminuye y por ende la
respuesta celular es menor.

El aumento del volumen lacunar es anterior al aumento del volumen celular.



ANEXOS

TABLA PROMEDIOS VALORES POR GRUPOS

Diferencia | Diferencia
perimetro | eje largo
Perimetro Perimetro de laguna menos
dela Eje Eje del Eje Eje menos eje corto
laguna Largo | corto | osteocito | largo | corto | osteocito | osteocito
Grupo | 31,901 | 11,570 (7,249 | 15,760 | 5,020 | 2,869 | 16,141 um | 2,151 pum
1 pm um um pm um um
Grupo 30,963 11,065 | 6,124 | 17,003 | 5,570 | 2,970 | 13,960 um 2,600
2 pm um um pm pm um um
Grupo 31,920 11,117 | 6,828 18,064 | 6,150 | 3,432 | 13,856 um | 2,719 um
3 Hm Hm Hm um um um
TABLA PROMEDIOS VALORES POR PREPARADOS
PROMEDIOS GRUPO 1: Osteocitos en Reposo
Perimetr Eje
Perimetro de la Eje Eje o del Eje | cort
PREPARADO laguna Largo | corto | osteocito |largo| o
5560 - EXP 5 R1 NIC exo + 17,81 8,85 2,99
ort 41,935 5| 7,749 18,935 2 3
11,00 7,27 | 3,48
5560- EXP 6 R 2 32,796 8| 5,970 18,582 6 7
14,62 | 12,23 6,98 | 3,06
5560 -EXP2 -rata2 nic 35,421 7 7 20,076 6 1
14,98 | 11,24 4,64 4,16
5560-R6EXP 3 NIC 38,722 9 4 17,180 1 2
14,33 6,05| 3,25
5573 -1A 37,478 6| 8,498 17,921 0 6
11,88 4,55 | 2,89
5573 -1B 34,374 8| 7,690 15,893 2 8
12,58 5,58 | 2,97
5573 -A 34,178 7| 5,296 18,165 8 0
11,78 5,66| 3,03
5573 -B 33,359 1| 5,140 16,934 9 6
Exp 3 rata 4 (1) grupo exo 13,91 4,69 | 3,60
2018 40,992 0| 8,929 17,602 2 6
Exp 3 rata 4.2 grupo exo 10,56 4,741 2,21
2018 31,648 0| 7,480 15,229 0 1
11,57 5,02|2,86
07,249 0|9
PROMEDIOS 31,901 15,760
MEDIA 11,556 5,695




PROMEDIOS GRUPO 2: Osteocitos en sitio de presion

Perimetro de la Eje Eje Perimetro del eje eje
PREPARADO laguna Largo | corto osteocito largo | corto
5560 - EXP 5 R1 NIC 10,07
exo + ort 26,806 2| 5,980 13,415| 4,811 | 2,531
10,71
5560- EXP6R 2 29,151 8| 5,468 16,606 | 5,670| 3,076
13,60
5560 -EXP2 -rata2 nic 35,683 0| 5,781 18,613 | 6,650 | 3,289
12,39
5560-R6EXP 3 NIC 30,690 2| 6,385 16,770| 5,470| 2,865
14,95
5573 -1A 38,160 3| 6,413 20,349 7,565| 2,860
10,38
5573 -1B 32,526 7| 7,131 20,326 5,515| 3,587
5573 -A 26,482 | 8,192| 5,040 16,700 | 5,205| 3,122
5573 -B 25,789 | 8,332 | 5,009 15,533 | 4,377 | 2,759
Exp 3 rata 4 (1) grupo 11,08
exo 2018 31,452 0| 7,065 14,040 | 4,464 | 2,860
Exp 3 rata 4.2 grupo 10,91
exo 2018 32,886 9| 6,967 17,679 | 5,973 | 2,752
11,06
516,124 5,57012,970
PROMEDIOS 30,963 17,003
MEDIA 4,054 2,343
PROMEDIOS GRUPO 3: Osteocitos en sitio de tension
Perimetrodela | Eje Eje Perimetro del Eje Eje
PREPARADO laguna Largo | corto osteocito largo | corto
5560 - EXP 5 R1 NIC 12,04
exo + ort 33,551 2| 7,703 17,236| 5,990 3,071
13,12
5560- EXP 6 R 2 34,596 9| 7,334 20,112 | 8,488| 3,728
5560 -EXP2 -rata2 nic 27,550| 8,999| 5,565 16,183 | 5,023 | 3,490
5560-R6EXP 3 NIC 27,365| 9,742| 6,371 15,039 | 5,001 3,351
12,62
5573 -1A 35,177 5| 7,928 19,176 | 6,345| 3,903
11,90
5573-1B 34,224 4| 8,255 20,442 | 7,007 | 4,636
10,37
5573 -A 31,655 3| 5,867 20,335 6,765| 3,232
12,86
5573 -B 34,634 1| 6,459 21,768 | 6,883 | 3,175
Exp 3 rata 4 (1) grupo
exo 2018 27,686| 9,134 | 5,586 13,672 | 4,219| 2,623
Exp 3 rata 4.2 grupo 10,35
exo 2018 32,765 8| 7,213 16,675| 5,784 | 3,107
11,11
716,828 6,150 3,432
PROMEDIOS 31,920 18,064
MEDIA 3,191 2,678
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