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EXPRESION DE IL-6 EN RESPUESTA AL MOVIMIENTO DENTARIO INDUCIDO POR EL ARCO .014 DE NiTi

1.-INTRODUCCION:

El apifiamiento dentario es una anomalia dentomaxilar altamente frecuente, asociado
con otros signos de maloclusion. El recurso clinico-ortodontico para corregirlo es el
movimiento dentario inducido por fuerzas mecanicas en los tejidos periodontales que bajo
la fuerza mantenida, sufren una serie de modificaciones reguladas por procesos
histoldgicos y fisioldgicos que pueden dar como respuesta reacciones inflamatorias.

La biologia del movimiento dentario comprende el estudio de los fendmenos celulares,
bioquimicos y moleculares que ocurren el la estructura del ligamento periodontal y el
hueso alveolar que envuelven al diente, durante el tratamiento Ortodontico lo cual
condiciona fendmenos de resistencia celular, estimulo, adaptacion y agresion a los tejidos.
Cuando algun agente fisico, quimico o bioldgico actla sobre las células, ellas resisten por
su estructura y por la produccion de sustancias que inhiben o anulan tal accion. La reaccion
frente a un agente lleva a una ruptura circunstancial de la homeostasis y aumento de la
funcion celular, estos cambios forman parte del estrés celular.

Cuando las células tienen que modificar su estructura y funcién a una nueva situaciéon por
accion de un agente, sin retorno al estado anterior de la agresion, tendremos una adaptacion
celular y de los tejidos.

Si la agresion reduce la capacidad funcional y modifica la estructura celular debilitando
esta, tendremos un fendmeno degenerativo que puede evolucionar hasta la muerte celular y
desorganizacion local del tejido, esta desintegracion celular y de los tejidos locales, genera
productos tisulares, especialmente proteinas, que van a desencadenar la inflamacion, un
mecanismo que deja de ser estrictamente celular y pasa a ser un fenémeno de defensa de
los tejidos. (1).

Estudios realizados por Tzannteou y cols. pretenden aclarar que los mecanismos
involucrados en la respuesta ortodontica, guardan una relacion con la hipotesis de que el
movimiento dental se asocia a una respuesta inmune, debido a la presencia de células
inflamatorias, citocinas, prostaglandinas, factor de necrosis tumoral, interferon gamma,
interleucinas, hormonas y otras moléculas que se observan en el ligamento periodontal
después de aplicar la fuerza ortodontica. En ésta hipotesis, se considera que éstos
mediadores de la inflamacion son liberados gracias a un estimulo mecanico que inicia los
procesos bioldgicos asociados con la reabsorcion y aposicion Osea alveolar.

Aunque adn existen grandes interrogantes con respecto a la relacion que existe entre el

estimulo mecénico y éstos mediadores quimicos locales durante el tratamiento ortoddntico,
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deben tenerse presentes los mecanismos bioldgicos implicados en el mismo, ya que existen
fuetes evidencias de que ciertas sustancias quimicas son capaces de influir sobre la

actividad celular, afectando la remodelacién de los tejidos de sostén del diente.
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2.-ANTECEDENTES:

2.1.-MALOCLUSIONES Y APINAMIENTO DENTARIO:

En un estudio, realizado por el Departamento de Estadistica del Servicio de Salud Publica,
de los Estados Unidos, aplicado a nifios de entre 6 a 11 afios de edad y a jovenes de entre
12 a 17 afios de edad, para valorar la oclusion y poder disponer de un indicador acerca de
la gravedad general de los problemas oclusales, cerca de 25 % de los nifios de entre 6 a 11
afos tenian una oclusion casi ideal; el 75 % representaba alguna desviacion apreciable con
respecto a la oclusion ideal. Los porcentajes de los adolescentes de 12 a 17 afios con
maloclusion leve y moderada fueron similares, pero la mayoria presentaban problemas de
maloclusion grave o muy grave.

Como era de esperar, los dientes mal alineados (apifiados) constituyen un factor aislado
que con més frecuencia contribuye a la maloclusion. Aproximadamente el 40% de los
nifios y el 85% de los adolescentes, representan algun grado de mal alineacion en los arcos
dentales, es decir, una puntuacién de desplazamiento dental superior a cero. (2).

El apifiamiento es una de las anomalias que con mas frecuencia se presenta en la
poblacion en general y en pacientes ortoddnticos, combinados o no con otros signos de
maloclusion. Puede definirse cuantitativamente como una discrepancia entre la suma de los
diametros mesiodistales de un grupo de piezas y la longitud clinica de arcada disponible en
la que la primera supera a la segunda.

En la denticion permanente, el apifiamiento aparece con mas frecuencia en el grupo de
incisivos inferiores, debido a los mecanismos biolégicos que permiten compensar las
diferencias de tamafo entre las piezas temporales y las permanentes. Berger cita cifras de
varios autores que indican una frecuencia de 32% para el apifiamiento maxilar y un 52%

para la mandibular; Lundostrom valora en un 35 % y 50% la prevalecia del apifiamiento
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en las arcadas maxilar y mandibular; Moorrees aporta cifras de 264 y 48 %
respectivamente.

Los datos epidemioldgicos disponibles indican, en términos generales: Una frecuencia de
apifiamiento del segmento anteroinferior de al menos de 50% en la poblacién general que
parece elevarse a cerca del 90% en poblacion sometida a tratamientos dentales. (3).

Al pasar de medio rural a las ciudades, se ha observado una mayor prevalencia de
apifiamiento, mordida cruzada posterior, y discrepancias de segmentos bucales en los
jévenes de las ciudades en comparacion con los de las zonas rurales del Punjab, en el norte
de la India. (4).

El apifiamiento y la malposicion de los dientes fue el primer objetivo de la ortodoncia. El
tratamiento del apifiamiento camina siempre entre la expansion y la extraccion. La practica
actual de la estomatologia, defiende el principio basico de intentar corregir cualquier
maloclusion sin hacer extracciones. Tedricamente hay cuatro vias posibles los problemas
de apifiamiento por falta de espacio: Ahorrar espacio en el periodo transicional antes de
que complete la erupcion permanente., recuperar espacio perdido por migracion o la
erupcion andmala de algunas piezas, expansion transversal de las arcadas y extraer piezas
permanentes. (5).

Aunque la evaluacion del apifiamiento es importante en la planificacion del tratamiento de
cualquier maloclusién, a menos que sea grave no debe predominar sobre los factores de
dimension vertical, caracteristicas de horizontalidad y posicién de los incisivos. Si estos
tres factores hablan a favor de un tratamiento sin extracciones, todos los casos, excepto los
graves apifiados, podran tratarse sin extracciones, mediante procedimiento de ganancia de
espacios, como por ejemplo, el enderezamiento y la retraccion de los molares, la
expansion y el enderezamiento de los segmentos bucales por avance de los incisivos y un

discreto stripping interproximal. Por otra parte, si los tres factores apoyan al tratamiento
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con extraccion, incluso los casos con apifiamiento minimo, pueden tratarse con éxito
mediante extracciones. (6).

2.2.-SALIVA:

El liquido de la cavidad oral “la saliva”, desempefia un papel importante en la digestion de
diversos alimentos y en la proteccion de los dientes y de la mucosa oral y esofégica, y es
producida por las glandulas salivales, que vierten sus secreciones en la boca.

Los principales tipos de secreciones, de las glandulas salivales humanas son las
secreciones serosas, claras y acuosas, ricas en proteinas enzimaticas y no enzimaticas, y
con pequefas cantidades de polisacéridos, y las secreciones mucosas espesas, viscosas y
filiformes, ricas en polisacaridos y con escasa cantidad de proteinas, generalmente de
caracter no enzimatico. Existe otra que es mixta, y consta de una mezcla de secreciones
mucosas Y serosas y las células que las producen poseen caracteristicas morfoldgicas e
histoquimicas intermedias entre las serosas y las mucosas. (7).

La principal funcion de las glandulas salivales, es secretar saliva, que humedece la boca y
los alimentos. Esta funcion es ejecutada por el agua y por glucoproteinas que entran en la
composicién de la saliva.

Del total de la saliva producida en la especie humana, el 70% procede de las sublinguales,
el 25 % de las parotideas y el 5 % de las sublinguales. Los acinos serosos, conductos
intercalares y conductos estriados sintetizan las piezas secretoras que se unen a las
inmunoglobulinas A (IgA) producidos por plasmocitos del tejido conjuntivo de las
glandulas salivales, para formar IgA secretora, la cual es resistente a la digestion
enzimética y constituye un mecanismo de defensa inmunoldgica frente a los organismos

patégenos de la cavidad bucal. (8).
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2.3.-BIOLOGIA DE LOS MOVIMIENTOS DENTARIOS:

La biologia del movimiento dentario comprende el estudio de los fendmenos celulares,
bioquimicos y moleculares que ocurren en la estructura del ligamento periodontal y el
hueso alveolar que envuelve el diente, durante el tratamiento ortodontico.

e El movimiento dentario inducido por fuerzas mecénicas constituye el recurso
clinico del cual, la ortodoncia hecha mano, para proporcionar a los pacientes,
dientes con oclusion y estética aceptables. Por esta razon, se torna imprescindible a
los que participan en esta area, el conocimiento global de estos eventos, pues:

e Se necesita de los fundamentos bioldgicos, para entender las variables respuestas
clinicas frente a una misma mecanica.

e El avance de la biologia molecular, como consecuencia de la alta tecnologia, traza
perspectivas de una ortodoncia futura, donde el movimiento dentario se hara con la
ayuda de medicamentos; entonces, se hace necesario entender como ellos actdan. °

En el entendimiento del movimiento dentario inducido, tenemos que tener en mente, lo

que es resistencia celular, estimulo, adaptacion y agresion a los tejidos.

Cuando algun agente fisico, quimico o bioldgico actua sobre las células, ellas resisten

por su estructura y por la produccién de sustancias que inhiben o anulan tal accion

(resistencia celular). La reaccion frente a un agente lleva a una quiebra circunstancial

de la homeostasia y aumento de la funcion celular, caracterizando un estrés celular.

Cuando las células tienen que modificar su estructura y funcién a una nueva situacion

por accion de un agente, sin retorno al estado anterior de la agresion, tendremos una

adaptacion celular y de los tejidos.

Si la agresion reduce la capacidad funcional y modifica la estructura celular

debilitandola, tendremos entonces un fendmeno degenerativo que puede evolucionar

hasta la muerte celular y desorganizacion local del tejido. Esta desintegracion celular y
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de los tejidos locales, generan productos tisulares libres, especialmente proteinas, que
van a desencadenar la inflamacién, un mecanismo que deja de ser estrictamente celular
y pasa a ser un fenémeno de defensa de los tejidos, mas amplio (agresion tisular) (9).
Desde hace bastante tiempo se ha intentado explicar el movimiento dentario
ortodontico, la primera teoria al respecto, se remonta, a 1880, cuando Norman
Kingsley, dijo que los dientes se movian como resultado de la elasticidad del hueso
alveolar. Posteriormente Oppenheim en 1911, establecié las bases de la clésica
hipdtesis de la Tension-Presion, donde establece que el hueso que se opone al
movimiento tendra que resorberse para permitir el desplazamiento dentario, mientras
que en el lado opuesto, aumentara la tensién de las fibras periodontales.
La teoria de presion-tension, relaciona el movimiento dentario con respuestas
bioquimicas de las células y componentes extracelulares del ligamento periodontal y
apoya el término de que se puede alterar el flujo sanguineo, reduciendo o aumentando
el diametro de los vasos. (10).
El movimiento ortodédntico puede consistir en un desplazamiento del diente, junto con la
masa 0sea 0 a través de la masa 6sea. En el primer caso se produce una reabsorcion dsea
directa del hueso situado del lado en que se ejerce presion sobre el ligamento. En el lado
opuesto el estiramiento del ligamento periodontal (LPD), se acomparfia de un aumento de la
superficie del proceso alveolar por aposicion 6sea. En el movimiento dental a traves del
hueso, reabsorcion 6sea indirecta, el LPD queda comprimido de tal manera en la zona de
presion, que se produce un proceso de isquemia local, acompafiado de hialinizacién. En
este caso, la reabsorcion désea no se presenta en la zona de presién, sino a distancia y
cuando alcanza al LPD, el diente se mueve de una sola vez por ensanchamiento del LPD y

del proceso alveolar sin que se haya producido aposicion ésea en el lado de la tension. El
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ensanchamiento inicial del LPD es de aproximadamente 0.5mm y se observa
especialmente a nivel de la cresta alveolar y/o el apice.

Si la presion ejercida sobre las estructuras periodontales excede la presion sanguinea
normal (25 a 35 g/cm2), los vasos sanguineos se ocluyen, se irrumpe la nutricion de los
tejidos, se reduce la actividad celular y se impide el desplazamiento del diente. (11).

El conjunto periodontal es un sistema mecéanico que soporta al diente y le permite resistir
las fuerzas ambientales. Esta compuesto por dos tipos de elementos que oponen resistencia
al desplazamiento. Por otra parte, el propio ligamento compuesto por haces de fibras
colagenas que al insertarse en el diente y en el hueso une dos estructuras prestandoles
fijacion y cierta movilidad. Pero, con frecuencia, se olvida que el sistema fibroso es una
parte de éste doble sistema operativo y no se tiene en cuenta este papel hidraulico de los
dos liquidos del espacio periodontal: corriente sanguineo y material conectivo de relleno.
Las fibras coladgenas, son un mecanismo de las fibras periodontales, que ante una fuerza
desplazante, actan como resorte o muelles que amortiguan el impacto y sujetan al diente.
La presion hidraulica del liquido periodontal, actiia como primer amortiguador de la fuerza
externa, se regula por la ley hidraulica basica segin la cual, todo liquido transmite
uniformemente en todas las direcciones, a todo el espacio periodontal y provoca un escape
de liquidos hacia el exterior a traves del sistema circulatorio. Si la intensidad de la fuerza
o la persistencia de su accion logra vencer la resistencia de los haces colagenos, tendréa que
ser el hueso alveolar el que se adapte al movimiento dentario por medio de una
remodelacion osteogénica y osteolitica.

Para que se produzca un movimiento dentario cuando aplicamos fuerza a un diente, tiene
que existir reabsorcion dsea. La fuerza ortodontica debe vencer una doble resistencia. En
primer lugar, la resistencia del periodonto, en la que se engloban las fibras y los liquidos

que constituyen la sustancia amorfa fundamental del periodonto; tras superar ésta
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resistencia se produce un ligero movimiento dentario en consonancia con el espesor del
espacio periodontal. En una segunda fase cronoldgica hay que vencer la resistencia que
ofrece el hueso maxilar. Inicialmente se opone a la elasticidad propia del alveolo y, tras la
deformacion mecanica viene una reabsorcion del hueso que permite el desplazamiento
dentario.

El ligamento periodontal esté situado entre dos estructuras duras, el cemento y el hueso
alveolar, y al aplicar la fuerza se reduce la circulacion sanguinea. Si la intensidad es ligera
y no llega a bloquear totalmente la irrigacion de la zona, se iniciara una actividad
osteoclastica que destruird y reabsorberd la pared dsea alveolar que se enfrenta al
desplazamiento dentario: es la reabsorcion 6sea directa del lado de la presion.

La aplicacion de la fuerza intensa y prolongada, produce una oclusion vascular que da
lugar a cambios progresivos a nivel periodonto donde microscopicamente se observa que
desaparece la organizacion fibrilar y cesa toda actividad celular. Reitan ha denominado
hialinizacion a éste fenOmeno, que se caracteriza por la degeneracion picnica de los
nucleos de tejido conectivo, la lisis celular con desaparicion de los capilares y la
unificacion de las fibras periodontales.

Actividad vascular: la relacién entre la corriente circulatoria y la reabsorcion dsea, fue
reconocida en tiempos iniciales de estudios del movimiento dentario. Asi Sandstedt
observo que existia una significativa diferencia en la relacion tisular ante fuerzas ligeras y
fuerzas intensas aplicadas sobre los dientes de un grupo de perros. Estudios similares
condujeron a Schwartz a proponer que para conseguir los maximos efectos bioldgicos las
fuerzas ortoddnticas no debian ocluir la corriente circulatoria; estimé que para que una
fuerza no resultara lesiva no deberia sobrepasar la presion capilar intraperiodontal, que

para éste autor, estaba situada entre 20 y 26 g/cm?2.
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Posteriormente, Gianelly, estudioé por perfusion con tinta china, el estado vascular del
ligamento periodontal en perros a los que les aplicd diferentes cantidades de fuerza.
Cuando se aplicaban 50 gm, el paquete vascular no se afecta y aparecia la circulacion
sanguinea practicamente intacta. Las fuerzas de 100 gm reducia el flujo vascular, aunque
seguia habiendo una circulacién a nivel periodontal. Al aumentar a 150 gm, se producia
una verdadera oclusién vascular. (12).

La respuesta a una fuerza mantenida sobre los dientes, dependerd de la magnitud de la
misma; las fuerzas intensas daran lugar a la rapida aparicion de dolor, a necrosis de los
elementos celulares del Ligamento Periodontal (LPD) y al fendmeno de la reabsorcion
basal del hueso alveolar cercano al diente afectado. Las fuerzas de menor intensidad son
compatibles con la supervivencia de las células del LPD y con una remodelacion del
alvéolo dental mediante una reabsorcion frontal, relativamente indolora. En la préctica
ortoddncica, lo que se pretende es conseguir el mayor movimiento dental posible mediante
reabsorcion frontal, aceptando que es probable que sea posible que se produzcan algunas
zonas de necrosis del LPD y de reabsorcion basal, a pesar de nuestros esfuerzos por
evitarlas.

Cuanto mayor sea la presion mantenida, mayor serd la reduccion del flujo sanguineo a
través de las zonas comprimidas del LPD, hasta el punto de que los vasos queden
colapsados y dejen de fluir sangre por ellos. Cuando se aplica una fuerza ligera, pero
prolongada, el flujo sanguineo a través del LPD parcialmente comprimido, disminuye tan
pronto como los liquidos salen del espacio del LPD y el diente se mueve en el alveolo. Al
cabo de algunas horas, el cambio producido en el entorno quimico induce a un patrén de
actividad celular diferente. Los experimentos con animales indican que se produce un

aumento en los niveles de monofosfato cilico de adenosina (AMP), el segundo mensajero
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en muchas funciones celulares importantes como la diferenciacion después de 4 horas de
mantener la presion. (13).

Al aplicar una fuerza ortoddntica sobre un diente, el ligamento periodontal sufre una serie
de modificaciones. En las zonas de presién se evidencian cambios vasculares con
dilatacién de los vasos sanguineos, estasis y desintegracion de las paredes vasculares.
También pueden observarse zonas de tension, cambios en el flujo sanguineo con migracién
de leucocitos hacia el espacio extravascular, lo cual indica la presencia de una reaccion
inflamatoria leve.

Estas alteraciones de flujo sanguineo inducen cambios quimicos que actuan directamente o
estimulan la liberacion de otras sustancias bioldégicamente activas, para posteriormente
conllevar a la diferenciacion celular.

Segln Rygh, 1986, el estimulo para la diferenciacion celular que conlleva en ultima
instancia al movimiento dental, depende méas de sefiales quimicas que eléctricas. Los
mensajeros quimicos juegan un papel importante en la secuencia de eventos que dan lugar
a la remodelacion del hueso. (14).

2.4.-CITOCINAS:

Las citocinas juegan un papel importante en la proliferacion y diferenciacion de las
estirpes celulares y han sido implicadas en la patologia de las enfermedades periodontales,
en la remodelacion del hueso, y en el la respuesta del hueso al tratamiento ortodéntico. Se
ha podido identificar que las citocinas intervienen en la remodelacién dsea, como una de
las més importantes sustancias que inducen a la reabsorcion. La remodelacion dsea es
usada por los ortodoncistas, cuando las fuerzas transmitidas al tejido circundante del

periodonto, inician el proceso de remodelacion.
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El movimiento dental inicial, requiere una reaccion inflamatoria aguda, con la migracion
de leucocitos. Se ha demostrado que los neurotransmisores y citocinas estan asociadas con
la activacion del hueso alveolar y las células periodontales. EI hueso es reabsorbido en
areas de compresion, del lado hacia donde las fuerzas son dirigidas, y las areas de
aposicién estan del lado donde se da la tension. De éste modo el movimiento dental sobre
el hueso se lleva acabo. (15).

Al contrario de la activacion inicial de las células T, que implica el contacto intimo con las
células presentadoras de antigeno, la proliferacion y maduracion posteriores de la respuesta
son orquestadas por citocinas.

Estas proteinas secretadas, de peso molecular bajo, por lo comun de 15 a 25 kDa, median
el crecimiento celular, la inflamacion, la inmunidad, la diferenciacién, la migracion y la
reparacion. Dado que regulan la amplitud y la duracion de las respuestas
inmunoinflamatorias, deben ser producidas en forma transitatoria y estrictamente
reguladas; es relevante que las secuencias con alto contenido en las regiones no traducidas
3’del mRNA de muchas citocinas se relacionen en forma directa con un degradacién
rapida y, por lo tanto, con una vida media corta. Al contrario de las hormonas endocrinas,
la mayoria de la citocinas normalmente actuan en el lugar en forma paracrina o incluso
autocrina. Asi, las citocinas derivadas de los linfocitos pocas veces persisten en la
circulacion, pero las células no linfoideadas pueden ser estimuladas a liberar citocinas por
productos bacterianos, las cuales pueden detectarse en el torrente sanguineo a menudo en
perjuicio del huésped. Ciertas citocinas, como la Interluecina 1 y el Factor de Necrosis

Tumoral (TNF), también pueden ejercer sus efectos estimuladores sin tornarse solubles

(16)).
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2.5.-LINFOCITOS T Y CITOCINAS EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL.:

El desarrollo y la regulacion de la respuesta inmunitaria dependen de gran parte de la
produccién local de ciertas cantidades de citocinas que pueden determinar si la respuesta es
protectora o no. La respuesta inmunitaria a la infeccidn es regulada por el equilibrio entre
las citocinas T cooperadoras Tcl y Tc2. Se ha aceptado por afos que el efecto neto de las
citocinas Tcl IL-2 e IFG-y es el de potenciar las respuestas celulares, mientras que las
citocinas Tc2 es el de suprimir dichas respuestas celulares y, por lo tanto, mejorar la
resistencia asociada a la inmunidad humoral. Algunas de la principales citocinas que se
producen por linfocitos y que regulan muchos d e los aspectos de la respuesta inmune en
que participan estas células se muestran en la tabla |

TABLA I.- PRINCIPALES CITOCINAS. ORIGEN Y FUNCION

CITOCINAS ORIGEN FUNCION EFECTORA

IL-1 Monocitos Coestimula las células T al
aumentar la produccion de
citocinas entre las que se
incluyen la IL-2;induce a las

citocinas LI-1, IL-6, IL-8 y FNT

IL-2 Thl Induce a la proliferacion de las
células T y B activadas; aumenta
la citotoxidad por NK, asi como
la  destruccion de células

tumorales

IL-3 T, NK, MC Crecimiento y diferenciacion de

precursores hematopoyecticos

IL-4 Th2, Tc2, Nk, Ty MC Induce a las células Th2,
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estimula a la proliferacion de B,
T y MC activados; aumenta a la

fagocitosis por los macrdfagos.

IL-5 Th2, MC Induce a al proliferacion de

eusinofilos y B activadas.

IL-6 Th2, Mono, MAC, DC vy | Diferenciacién de las células
Estroma de la médula 6sea. madre mieloides y células B en
células plasmaticas; induce a
proteinas en fase aguda; aumenta

proliferacion de T.

IL-7 Estroma de la médula ésea Diferenciacion de las células
madre linfoides, en células T y B

progenitoras

IL-8 Mono, MAC y ENDO Media la quimiotaxis y la

activacion de los neutréfilos

IL-9 Th Induce a la proliferacion de
monocitos 'y aumenta la

produccion de MC

IL-10 Th, TC, B, MAC Inhibe la secrecién de IL-2 en

Th.

B, células B; DC, célula dendritica; ENDO, endotelio; IL, interleucinas; MAC, macréfagos; MC, mastocitos;

MONO, monoacitos; NK, natural killer. (17).
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2.6.- INTERLEUCINA-6

La IL-6 es una citocina que actua en la inmunidad innata y adaptativa. La forma funcional
de la IL-6 es un homodimero en el que cada subunidad forma un dominio globular de
cuatro hélices alfa. El receptor de IL-6 consta de una subunidad de unidn a citocinas y una
subunidad trasductora de sefiales; ambas pertenecen a la familia de receptores de citocinas
tipo 1. la subunidad traductora de sefiales tiene un tamafio de 130 kD y se denomina gp130
La IL-6 tiene varias acciones. En la inmunidad innata, estimula la sintesis te proteinas de
fase aguda por los hepatocitos, contribuyendo asi a los defectos sistémicos de la
inflamacion, la denominada respuesta de fase aguda. (18).

La IL-6 humana es producto de un gen localizado en el cromosoma 4 y es una linfocina
sintetizada y segregada primariamente por células NK, timocitos medulares activados y
células Thelper 1(Thl) estimuladas por mitdgenos o por interaccion del Complejo
Receptor de Células T (TSR) con Complejos del Sistema Mayor de Histocompatibilidad-
antigeno (MHC-AQ) en la superficie de células presentadoras.

Se ha considerado que también producen IL-6 monocitos, macrdfagos, células endoteliales
vasculares, fibroblastos, células T activadas y otras células en respuesta a microorganismos

y a otras citocinas como IL-1y TNFy. (19).
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2.7.-ANTECEDENTES ESPECIFICOS:

En un estudio realizado por el Dr. Yijin Ren, se logro comparar los niveles de Interleucina
6, de 41 pacientes adultos, de entre 24 y 25 afios, y de 43 adolescentes, de entre 11 a 12
afios, con estado general de salud buena, que no habian recibido terapia antibidtica 6 meses
antes, y no usaron medicamentos antiflamatorios un mes antes y ademas con antecedentes
de buena salud periodontal. Este estudio fue realizado en pacientes que necesitaban un
movimiento de tipping del incisivo lateral superior, este moviendo se realiz6 con un arco
0.012 de Nitinol, mientras que el lateral del lado opuesto fue usado como de control. La
fuerza inicial fue de 70cN.

Se tomd una muestra del Fluido Crevicular, antes de la aplicacion de la fuerza (t0) y
después de 24 hrs. de la aplicacion de dicha fuerza (t24), de igual forma para ambos
laterales.

Los resultados demostraron que la concentracion de Interleucina tuvo un incremento de
64pg/uL a 76 pg/uL (20).

Otro estudio midid las cantidades de Interleucina -8 (IL8), secretadas por monocitos y
considerada muy importante en la regulacion de la reabsorcion alveolar, durante el
movimiento dental. Dicho estudio consistio en medir la cantidad de IL-8 del fluido
crevicular de 10 caninos, sin importar la clasificacion de Angle, en pacientes con
extraccion de los primeros premolares. Estos caninos fueron movidos distalmente. Se
tomé una muestra del fluido crevicular de cada canino, mediante tiras de periodontales, en
mesial y distal, a la hora, 24 hrs., 6 dias, 10 dias y 30 dias después de la aplicacion de la
fuerza. Se usaron ELISAs para medir la cantidad de Interleucina-8. Se demostré que hubo
un incremento en la concentracion de dicha Interleucina, donde el nivel mas alto se

presentd a lahoray alas 24 hrs. a la aplicacion de las fuerzas ortoddnticas. (21).
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En el 2006, la Dra. Bletsa realiz6 un estudio con ratas, en el que midié los niveles de
Interleucina-1 y Factor de Necrosis Tumoral. El objetivo de dicho estudio, fue investigar la
expresion de dichas citocinas, en los tejidos dentales, durante las primeras fases del
movimiento dental Ortodontico. 18 ratas macho fueron usadas, todos los primeros molares
superiores fueron movidos ortodonticamente, con fuerzas de 0.5N, por 3 hrs., 1diay 3
dias. Se utilizé una sustancia inmunohistoquimica, para identificar la Interleucina-1y otra
para identificar al TNFo, y las muestras fueron evaluadas en un microscopio de luz.
Dichas citocinas se expresaron en el tejido periodontal y en el tejido 6seo. Los resultados
demostraron que, el incremento de la Interleucina 1 y del TNF o ocurre un dia después de
la aplicacion de la fuerza mecanica, en las dos areas, la de compresion y la de tension, pero

se expresd mas en el area de tension. (22).
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3.-OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL.:

Evaluar la respuesta inflamatoria, en pacientes con maloclusion, antes y después de la

colocacion de aparatologia ortoddntica.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO:
Evaluar la expresion de I1L-6 en cultivos de células mononucleadas, activadas con saliva,
antes y después de la colocacion de la aparatologia ortoddntica, con el uso de arco .014 de
NiTi, en pacientes con maloclusion.

Evaluar la expresion de IL-6 en la boca como respuesta a la colocacion de arco .014 de

NiTi en pacientes con maloclusion.
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Los movimientos dentales, inducidos por aparatos ortoddonticos, causan una respuesta
inflamatoria asociada a la expresion de sustancias inflamatorias y puede aumentar la
proliferacion de células implicadas en la respuesta inmune de la boca. Esos cambios se
asocian a la evolucion de la maloclusion.

Los movimientos ortodonticos, se encuentra regulados por una serie de procesos
histoldgicos y fisioldgicos, que involucran directamente a la respuesta inflamatoria a nivel
local.

Al aplicar la fuerza actualmente requerida para los movimientos ortodonticos, efectuamos
cambios histologicos, con los que vamos a conseguir la induccion de ciertas citocinas, que
actlan en este medio local.

La Interleucina 6, el Factor de Necrosis Tumoral y el Interferon alfa, son mediadores de las
respuestas inflamatorias, en particular la IL-6 se ha relacionado con cambios inflamatorios

en la mucosa de aparato digestivo.
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5.-JUSTIFICACION:

Se conoce que los movimientos ortodonticos, se efectlan gracias a una respuesta
fisioldgica inflamatoria local, y dicha inflamacién esta asociada a la elevacion de los
niveles de las citocinas involucradas en estas respuestas.

Por su gran significado clinico resulta importante conocer el impacto que la sintesis de IL-

6 tiene en la respuesta a las fuerzas aplicadas ortodénticamente.

6.-HIPOTESIS:

Las fuerzas ortodonticas provocan una reaccion fisiologica inflamatoria, que

aumentan la sintesis de IL-6 transitoriamente.
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7.- MATERIAL Y METODOS.

En este estudio de investigacion participaron 5 pacientes con maloclusiones, provenientes
de la clinica de Ortodoncia, del Centro de Estudios de Posgrado e Investigacion de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo de la ciudad de Morelia, Michoacan,
México. A estos pacientes se les colocdé arco .014 de Nitinol, para corregir la su

maloclusion.

7.1.-CLASIFICACION DEL ESTUDIO:

e INVESTIGACION BASICA: Por que se van a realizar estudios en los niveles
de interleucinas humanas, extraidas del plasma de pacientes, antes de la
colocacion de la aparatologia ortodontica, asi como a los 24 hrs. de la
colocacion.

e ESTUDIO LONGITUDINAL: Se hicieron mediciones de citocinas antes y
después de la colocacion de arco .014 de NiTi a un grupo de pacientes.

e ESTUDIO COMPARATIVO: Se realizaron comparaciones de los niveles de
IL-6 previo al tratamiento ortodontico, a las 24 y 72 hr a la colocacion de la

aparatologia.
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7.2 Criterios de inclusion:

Pacientes de la clinica de Ortodoncia, del Centro de Estudios de Posgrado e

Investigacidn que presentaron:

e Apifiamiento dental.

e Pacientes entre 15 y 25 afios de edad.

e Sin tratamiento Ortoddntico previo.

e Con buena salud periodontal.

e Pacientes sin algun tipo de infeccion o enfermedad sistémica.

e Que estuvieran algun tipo de tratamiento médico y/o tomando algln tipo de

antinflamatorio.

7.3.-Criterios de exclusion:

e Sin apifiamiento dental.

e Pacientes menores de 15 afios y mayores de 25 afios.
e Pacientes con tratamiento Ortoddntico previo

e Pacientes con lesiones periodontales.

e Con infecciones o enfermedades sistémicas.

e Que hallan tomado algun tipo de antinflamatorio.
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7.4.- PROCEDIMIENTO CLINICO ORTODONTICO.

A los cinco pacientes que cumplieron los criterios de inclusion, se les procedio a realizar
los requerimientos dispuestos por el Posgrado de Ortodoncia de la Facultad de
Odontologia, los cuales consiste en:

1.- Historia clinica.

2.-Toma de registros clinicos, impresiones y radiografias.

3.-Diagnostico y plan de tratamiento.

4.-Cementado de bandas con tubo. ElI cementado se hizo con ionémero de vidrio de la
marca 3M ESPE Ketacem, de autopolimeracion.

5.-Bondeo de la Aparatologia Ortoddntica con resina de fotocurado Trans Bond XP de la
marca 3M

Previo a la colocacion de la aparatologia ortoddntica se realizaron pruebas de laboratorio,
en el laboratorio de Inmunologia del Posgrado de la Facultad de Ciencia Médicas y

Biologicas “Dr. Ignacio Chavez” de la UMSNH.
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7.5.-PRUEBAS DE LABORATORIO.

7.5.1. Obtencidén de la muestra bioldgica.
Se obtuvieron 10 mL de sangre periférica de cada uno de los pacientes con maloclusiones
antes y después de la colocacién de los alambres niti .014. La sangre se depositd en tubos
de vidrio estéril de 13x75mm con tapon convencional lavanda, el cual contenia
anticoagulante EDTA. La sangre extraida se utilizé con la finalidad de obtener y separar
células mononucleadas. Ademas, se recolectd 3 mL de saliva de cada uno de los pacientes

en cajas petri estériles, antes y después de la colocacion de los alambres niti .014.

7.5.2. Medio RPMI + SBFI 10%.

Medio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute) complementado con suero fetal de
bovino inactivado al 10% (SFBI 10%).

Descripcion: RPMI 1640 (Gibco, Grand Island NY, USA) es un medio de cultivo celular
basico usado para una gamma amplia de aplicaciones. Para perfeccionar el cultivo celular
de ciertos tipos de células puede complementarse con suero, vitaminas y aminoacidos.
Suero Fetal de Bovino Inactivado: Se inactivé el suero de bovino previamente filtrado
(filtros milipore de 0.22 m) en bafio maria a 55°C/30 minutos, para inactivar las proteinas
del complemento hemolitico.

Medio RPMI + SBFI 10%. En un tubo conico estéril de 50 mL se depositaron 45 mL de
medio RPMI 1640 y se agregaron 5 mL de SFBI inactivado, la solucion se agitd en vortex

hasta homogenizar.

7.5.3. Obtencion de células mononucleadas (Método: Ficoll Paque d = 1.077).
La separacion de células mononucleadas (MN) se realizd por el método de seleccion

Ficoll-paque (Amersham Biosciences), con gradiente de densidad 1.077. Las células
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totales obtenidas de 10 mL de sangre periférica del paciente, se depositaron en un tubo con
anticoagulante (EDTA), se mezcl6 cuidadosamente y se pasaron a un tubo conico de 50
mL el cual contenia 10 mL de la solucion de medio RPMI 1640 + SFBI 10%, a la mezcla
se le adicion6 solucién 1:2 de Ficoll-paque (10 mL). Posteriormente, el tubo conico se
centrifugd a 2500 rpm durante 30 minutos a 4°C (centrifuga refrigerante eppendorf-
Centrifuge 5804R). El Ficoll tiene un gradiente de densidad igual al de células MN
(linfocitos T, linfocitos B, monocitos y células NK) pero menor que los eritrocitos y
granulocitos. Los eritrocitos y polimorfonucleares (PMNs) formaron una pastilla en el
fondo del tubo, mientras que las células MN guedan en la interfase del medio y el Ficoll.
Las células MN se separaron con ayuda de una pipeta pasteur, pasandose a otro tubo
conico donde fueron lavadas 2 veces con 10 mL de solucion PBS (amortiguador de fosfato
de potasio 0.015 M pH=7.4, NaCl O.15 M) y centrifugadas a 2500 rpm durante 10 minutos
para su posterior utilizacion.

La suspension celular se ajusté a una concentracién final de 1x10° cel/mL, en
Hemocitémetro (Camara de Newbauer) y se acept6 la viabilidad celular igual a 95% como
adecuada para la realizacién de los ensayos.

La obtencion y separacion de células MN se realiz6 en campana de Bioseguridad Clase 11

7.5.4. Estimulacion de células mononucleadas por constituyentes de la saliva.

Las células MN se sembraron en cajas estériles de 96 pozos de fondo plano (Sarstedt, Inc.
Newton, NC 28658, USA), a 2x10° células/100 uL por pozo en medio RPMI-1640
completo. Las células se trataron con 20 pL/pozo de saliva de cada uno de los pacientes
ante sus propias células mononucleadas y a cada uno de los pozos se le adicion6 80 uL de
RPMI 1640 + SFBI al 10% como fuente de nutriente al que previamene se inactivo el

comacemento a 55°c por 30 minutos.. Las células se incubaron durante 24h y 72 horas a 37
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°C en una incubadora (CO; Incubator — SHEL LAB) con atmosfera de CO, al 5%. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado

El control negativo consisti6 en células mononucleadas no tratadas con saliva: 2x10°
células/100 uL pozoy 100 puL de RPMI 1640 + SFBI al 10% como fuente de nutriente.

Los sobrenadantes de cultivo se recolectaron a las 24h y 72 horas en tubos epperdorf.

7.5.5. Determinacion de interleucina-6 presente en sobrenadantes de cultivo celular
(Método: ELISA).

ELISA es una técnica inmunoenzimatica fase solida en forma de sandwich. En nuestro
estudio determinamos los niveles de expresion de IL-6 presentes en sobrenadantes de
cultivo celular. Utilizamos un Kit de ELISA IL-6 humana de la marca Biosource
international S.A. Inc. 542 Flynn Road. Camarillo, California 93012 USA. El
corrimiento de esta prueba se realizo en las instalaciones del Instituto Mexicano del Seguro
Social, en el laboratorio de investigaciones epidemiolégicas.

Fundamento de la prueba: Una capa de anticuerpo monoclonal anti-IL-6 se encuentra
adherida en cada uno de los 96 pocillos de la placa, la IL-6 presente en la muestra o en las
soluciones estandar se une a la capa del anticuerpo monoclonal; posteriormente un
conjugado con biotina anti-1L-6 se une a la IL-6 capturada por el primer anticuerpo, se

incorpora Streptavidin-HRP que se une al conjugado con biotina anti-1L-6. Figura 2.

—  Frmerammcubacion  — 'i Streptavidina- HRP

'i 'i i Biotin-conjugado

% % '% T i <» IL-5 de la muestra o standard
ﬁ:}/ ﬁ:}/ ﬁ:}/ ﬁ}/ ﬁ:}/ YY Y Anticuerpo monoclonal anti-1L-6

Figura 1. Esquematizacion de los reactivos empleados durante la primera incubacion en
ELISA.
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Pasado el tiempo de la primera incubacion, el conjugado con biotina anti-IL-6 y la
Streptavidina HRP que no se unieron durante esta incubacion, fueron removidos por un
buffer de lavado, posteriormente se agregd una solucion con sustrato TMB (Figura 3-A).
Un producto de color es formado en proporcion a la cantidad de IL-6 presente en la
muestra (Figura 3-B), la reaccién es detenida por adicion de acido H,SO, 0.18M. Por
ualtimo, se determind la concentracion de las muestras mediante una lectura de absorbancia

a 450nm (lector de ELISA).

—  Segunda incubacidn — — —

zﬁ’iﬂgﬂiﬂf = E‘ E‘ E‘ E E' = Froducto coloreado (sustrato) en
F | A Bustrato F | pm proporcidn ala cantidad de IL-6
188810 ? 18481

TTTYTIY o UITTTTY .

Figura 2. Esquematizacién de los reactivos empleados durante la segunda incubacion en
ELISA.

En la figura 3 se observa el diagrama a bloques del resumen de la metodologia empleada
en ELISA, para la determinacion de IL-6 presente en sobrenadantes de cultivo celular.
7.5.6 ANALISIS ESTADISTICO.

-. Todos los experimentos reaccionaron por triplicado

- Se utilizé el método de minimos cuadrados para realizar el ajuste de la recta de la curva
estandar y poder determinar las concentraciones de la citocina (I1L-6).

- Se célculo la desviacion standar.

- Se realizd estadistica descriptiva y graficas en barras para la presentacion de los

resultados.
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Adicion de 50 L del Cubrir la placa e incubar (20- Adicion de 50 puL del

Estandar o muestra. 25°C)/1 h. anticuerpo conjugado con
biotina a cada uno de los
pOZos.

Adicionar 100 uL de la solucién Agregar a todos los pozos 200 uL.  Cubrir la placa e incubar
de Estreptavidina-HRP a cada uno del buffer de lavado 3 veces. (20-25°C)/1 h.
de los pozos.

= —

Cubrir la placa e incubar (20- Agregar a todos los pozos 200 uL ~ Adicionar 100 pL de I
25 °C)/30 min. del buffer de lavado 3 veces. solucidn sustrato TMB a cad3

uno de los pozos.

Lector de ELISA. Detener la reaccion por adicion de Incubar (20-25 °C)/30 min. er

Medir la [citocinas] a una 100 pL de la solucion stop. cuarto oscuro.
absorbancia de 450 nm.

Figura 3. Diagrama a bloques de la metodologia empleada para determinacion de interleucina 6 por ELISA.
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8.- ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Diagnostico Clinico
Pacientes con maloclusiones

* Toma de muestras biologicas: 10 mL de sangre periférica
ﬂ 3 mL de saliva

* Obtencidn y separacion de células mononucleadas
(Método: Ficoll-Paque, densidad = 1.077)

ﬂ

* Determinacion de la viabilidad celular de linfocitos y monocitos
(Método: Azul de tripano al 4%, Hemocitometro)

ﬂ

* Realizacion de cultivo de células mononucleadas de cada uno de
los pacientes y activadas por su propia saliva

* Obtencion de sobrenadantes de cultivo celular a las 24h y 72h

l

* Determinacion de la citocina IL-6 presente en los sobrenadantes de
cultivo celular. (Método: ELISA)

Figura 4. Estrategia experimental de laboratorio. * Pruebas realizadas antes y
después de la colocacion de la aparatologia ortodontica con alambres de Nitinol
.014.
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RESULTADOS.

9.1 Tabla 3.-Ajuste de la curva Standard de IL-6 Humana.

Datos lector ELISA X Y n=7
Inv. Log Absorbancia
Absorbancia 450 IL-4 Humana 450
(nm) [pg/mL] (hm) XY X2
0.0 0 1 0 0
0.0 7.8 1 7.8 60.84
0.001 15.6 1.0023 15.6358 243.36
0.003 31.2 1.0069 31.4152 973.44
0.004 62.5 1.0092 63.075 3906.25
0.004 125 1.0092 126.15 15625
0.005 250 1.0116 252.9 62500
X =492.1 TY =7.0392 XY =496.976 TX? = 83308.89
m= XY IX-nXIXY m =0.0044 b= IXEXY -3Y =X? b =1.0044
(EX)? =nzX? EX2-nzX?2
Y=mx+b

Y: = (0.0044)(0) + 1.0044 = 1.0025

Y, = (0.0044)(7.8) + 1.0044 = 1.03682
Y; = (0.0044)(15.6) + 1.0044 = 1.07114
Y, = (0.0044)(31.2) + 1.0044 = 1.13978
Ys = (0.0044)(62.5) + 1.0044 = 1.2775
Ys = (0.0044)(125) + 1.0044 = 1.5525
Y- = (0.0044)(250)+ 1.0044 = 2.1025

Curva patron para la determinacion de IL-6 por ensayo ELISA.

La curva patron para la determinacion de concentraciones de IL-6 mostro los siguientes
parametros: coeficiente de regresion lineal r = 0.998, pendiente = 0.0044 e intercepto en el
eje y = 1.0044, lo que se considerd adecuado para las mediciones que se efectuaron en los

sobrenadantes de cultivo de células MN activadas por saliva de cada uno de los pacientes.

La figura 5 es una representacion grafica de dicha curva.
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CURVA PATRON PARA LA DETERMINACION
DE INTERLEUCINA 6 POR ENSAYO ELISA

25
g7
2
S 151
5
2 1
<
_E! 0.5 -

r =0.998
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 50 100 150 200 250 300
IL-6 Humana [pg/mL]

Figura 5. Los puntos representan las concentraciones detectables de interleucina 6 expresadas en pg/mL

segun el inverso del logaritmo de la absorbancia.
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9.3.- TABLA 2. CONCENTRACION DE IL-6 EN SOBRENADANTES DE CULTIVO
CELULAR ANTES Y DESPUES DE LA COLOCACION DE LA APARATOLOGIA
ORTODONTICA.

A continuacion se presenta la tabla 2 que muestra las concentraciones detectadas de IL-6
en los sobrenadantes de cultivo celular antes (A) y después (D) de la colocacion de la

aparatologia ortodontica, de cada uno de los seis pacientes que participaron en el estudio.

Paciente Absorbancia Inv. Log. Abasorbancia IL-6 Humana [pg/mL]
P-1 SCMN 24h (A) 0.001 1.0023 0.045
P-1 SCMN 72h (A) 0.001 1.0023 0.045
P-1 C- 24h (A) ND ND ND
P-1C-72h (A) ND ND ND
P-1 SCMN 24h (D) 0.007 1.0162 3.114
P-1 SCMN 72h (D) 0.001 1.0023 0.045
P-1 C- 24h (D) 0.001 1.0023 0.045
P-1C-72h (D) 0.001 1.0023 0.045
P-2 SCMN 24h (A) 0.005 1.0116 2.068
P-2 SCMN 72h (A) 0.009 1.0209 4.182
P-2 C- 24h (A) 0.004 1.0092 1.522
P-2 C- 72h (A) 0.004 1.0092 1.522
P-2 SCMN 24h (D) 0.006 1.0139 2.591
P-2 SCMN 72h (D) 0.001 1.0023 0.045
P-2 C- 24h (D) ND ND ND
P-2 C- 72h (D) ND ND ND
P-3 SCMN 24h (A) ND ND ND
P-3 SCMN 72h (A) 0.002 1.0046 0.477
P-3 C- 24h (A) ND ND ND
P-3 C-72h (A) 0.001 1.0023 0.045
P-3 SCMN 24h (D) 0.008 1.0186 4
P-3 SCMN 72h (D) 0.007 1.0162 3.114
P-3 C- 24h (D) 0.009 1.0209 4.182
P-3 C-72h (D) 0.011 1.0256 5.25
P-4 SCMN 24h (A) 0.008 1.0185 3.636
P-4 SCMN 72h (A) 0.009 1.0209 4.182
P-4 C- 24h (A) 0.009 1.0209 4.182
P-4 C-72h (A) 0.008 1.0185 3.636
P-4 SCMN 24h (D) 0.002 1.0046 0.477
P-4 SCMN 72h (D) 0.001 1.0023 0.045
P-4 C- 24h (D) 0.001 1.0023 0.045
P-4 C-72h (D) ND ND ND
P-5 SCMN 24h (A) 0.001 1.0023 0.045
P-5 SCMN 72h (A) 0.002 1.0046 0.477
P-5C- 24h (A) 0.004 1.0092 1.522
P-5 C- 72h (A) 0.009 1.0209 4.182
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P-5 SCMN 24h (D)
P-5 SCMN 72h (D)
P-5 C- 24h (D)
P-5 C- 72h (D)

P-6 SCMN 24h (A)
P-6 SCMN 72h (A)
P-6 C- 24h (A)
P-6 C- 72h (A)
P-6 SCMN 24h (D)
P-6 SCMN 72h (D)
P-6 C- 24h (D)
P-6 C- 72h (D)

0.002
ND
0.001
0.001

ND
0.001
ND
ND
0.003
0.001
0.001
0.002

1.0046
ND
1.0023
1.0023

ND
1.0023
ND
ND
1.0069
1.0023
1.0023
1.0046

0.477
ND
0.045
0.045

ND
0.045
ND
ND

0.045
0.045
0.477

* ND = No Detectable
P = No de Paciente.

SCMN = Sobrenadantes de cultivo celular, ya sea de 24 h 0 72 horas.

C- = Control negativo.
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COMPORTAMIENTO CINETICO DE IL-6 EN EL PACIENTE 1

CONCENTRACION DE IL6 pgimL

24 h 72h 24h T2h 24 h 7Zh 24h 72h
muestra muestra control control muestra muestra cantral control
| negativo negativo 00 negativa negativo |
Antes Despueés

Figura 6. Niveles de expresion de IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular (control negativo) y activadas con

saliva del propio paciente 1 (muestra), antes y después del tratamiento ortodoéntico.

COMPORTAMIENTO CINETICO DEIL6 EN EL PACIENTE 2

CONCENTRACION DE IL8 pgimL

24 h 72h 24 h 72h 24 h 72h 24h T2h
muestra muestra caontral cantral rruestra rmuestra contral control
i negativo negativo 10 negativo negativo :
Antes Después

Figura 7. Niveles de expresion de IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular (control negativo) y activadas con

saliva del propio paciente 2 (muestra), antes y después del tratamiento ortodoéntico.
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COMPORTAMIENTO CINETICO DEIL-6 EN EL PACIENTE 3

CONCENTRACION DE IL6 pgimL

24 h 72h 24 h 72h 24 h 72h 24h 72h
muestra muestra cantral caontral muestra muestra contral contral
i negativo negativo 1 negativo negativo |
Antes Después

Figura 8. Niveles de expresion de IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular (control negativo) y activadas con

saliva del propio paciente 3 (muestra), antes y después del tratamiento ortodoéntico.

COMPORTAMIENTO CINETICO DEIL-6 EN EL PACIENTE 4

CONCENTRACION DE IL-6 pgimL

24 h 72h 24h 72h 24h 72h 24h 72h
muestra muestra contral control muestra muestra control control
i negativo negativa 10 negativo negativa :
Antes Despues

Figura 9. Niveles de expresion de IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular (control negativo) y activadas con

saliva del propio paciente 4 (muestra), antes y después del tratamiento ortodontico.
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COMPORTAMIENTO CINETICO DE IL-6 EN EL PACIENTE 5

CONCENTRACION DE IL6 pgimL

24h 72h 24 h 72h 24h 72h 24 72h
muestra muestra contral cantral muestra muestra cantrol control
i negativo negativa 10 negativo negativo |
Antes Después

Figura 10. Niveles de expresion de IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular (control negativo) y activadas
con saliva del propio paciente 5 (muestra), antes y después del tratamiento ortodéntico.
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Concentracion de IL-6 pgfmL

Faciente 1 Faciente 2 Paciente 3 Faciente 4 Faciente &

Figura 11. Comparacion de los niveles de expresion de interleucina 6 en sobrenadantes de cultivo celular de
24 horas, antes y después de la colocacion de la aparatologia ortodontica.

Concentracion de IL-6 detectada 24 horas antes de la colocacion de la aparatologia ortodontica, en
sobrenadantes de cultivo de células mononucleadas activadas con saliva del propio paciente.

Concentracion de IL-6 detectada 24 horas después de la colocacién de la aparatologia ortodéntica, en
sobrenadantes de cultivo de células mononucleadas activadas con saliva del propio paciente.

ND = Concentracion de IL-6 No Detectable.
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Concentracidn de IL-6 pg/mL

Facients 1 Paciente 2 Facients 3 Faciente 4 Paciente &

Figura 12. Comparacion de los niveles de expresion de interleucina 6 en sobrenadantes de cultivo celular a
las 24 y 72 horas, después de la colocacion de la aparatologia ortodontica, observando que durante las
primeras 24 horas de la respuesta inflamatoria, IL-6 se incrementa para luego a las 72 horas disminuir su

expresion.

Concentracion de IL-6 detectada 24 horas después de la colocacion de la aparatologia ortodontica, en
sobrenadantes de cultivo de células mononucleadas activadas con saliva del propio paciente.

Concentracion de IL-6 detectada 72 horas después de la colocacién de la aparatologia ortodéntica, en
sobrenadantes de cultivo de células mononucleadas activadas con saliva del propio paciente.

ND = Concentracion de IL-6 No Detectable
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9.5 Analisis Estadistico
Estadistica descriptiva y comparacion de medias mediante t student.

Antes de la colocacion de Brackets.
VAR 1: IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular activadas con saliva (24 horas). N.S
VAR 2: IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular activadas con saliva (72 horas). N.S
VAR 3: IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular, control negativo. (24 horas). N.S

VAR 4: IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular, control negativo. (72 horas). N.S

Después de la colocacion de Brackets.
VAR 5: IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular activadas con saliva (24 horas). P <
0.05

VAR 6: IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular activadas con saliva (72 horas). N.S

VAR 7: IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular, control negativo. (24 horas). N.S

VAR 8: IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular, control negativo. (72 horas). N.S

Estadisticamente significativo. N.S = No significativo
N Mean Std. Std. Error

Deviation  Mean
VAR 1 5 4316 9151 4092
VAR 2 5 1.0452 1.7668 .7901
VAR 3 5 .6088 .8336 .3728
VAR 4 5 1.1498  1.8164 .8123
VAR 5 5 2.2364 1.4689 .6569
VAR 6 5 .6498 1.3777 6161
VAR 7 5 .8634 1.8553 .8297
VAR 8 5 1.1634  2.2927  1.0253

Tabla 3. Media y desviacion estandar de cada una de las variables.

Test Value
=0
t student df Sig. (2- Mean 95%
tailed) Difference Confidenc
e Interval
of the
Difference
Lower Upper
VAR 1 1.055 .351 4316 -.7046 1.5678
VAR 2 1.323 .256 1.0452  -1.1485  3.2389
VAR 3 1.633 178 .6088 -.4263 1.6439

VAR 4 1.415
VAR 5 3.404
VAR 6 1.055
VAR 7 1.041
VAR 8 1.135

.230 1.1498 -1.1056  3.4052
.027 2.2364 4126 4.0602
351 .6498 -1.0608  2.3604
.357 .8634 -1.4402  3.1670
.320 11634 -1.6834  4.0102

ArADMADMIADD
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Tabla A. Célculo de la T Student de cada una de las variables.

var?  VarB war2 war3
—257 1.04 108 132 183 230

Teritica Teritica

War g
340

Figura 13. Distribucién de IL-6 detectada en cada una de las variables sefialadas en la tabla A mediante la

prueba T Student. Para la cual P = 0.05, g.l. = 5, dos colas y el valor de T critica: T, = 2.57. Se puede
observar claramente como la variable 5 (IL-6 detectada en sobrenadantes de cultivo celular activadas

con saliva de 24 horas, después del tratamiento ortodéntico) presenta una t student de 3.40, siendo

esta mayor que la t critica del estudio, indicando que fue la Unica variable que presentd

significancia estadistica a una P < 0.05.
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DISCUSION.

En base a los resultados obtenidos en el presente estudio, las principales aportaciones son:
A) Se comprobo que los movimientos dentales inducidos por el tratamiento ortodontico,
producen una respuesta inflamatoria de fase aguda y el organismo en condiciones
fisioldgicos regula esta respuesta en un periodo no mayor a 72 hr.

B) Observamos que la cuantificacion de interleucina-6 puede ser un buen biomarcador,
para estimular la respuesta inflamatoria, provocada por las fuerzas aplicadas durante el
tratamiento ortodontico, mediante el uso de arco .014 de NiTi en pacientes con
maloclusion.

C) Los niveles de expresion de Interleucina 6 producidos en los sobrenadantes de cultivo
de células mononucleadas activadas por componentes de la saliva de pacientes sometidos a
tratamiento ortodontico, con arco .014 de NiTi, demostraron que no existe una influencia
marcada sobre los niveles de produccion de IL-6, debido a que en los controles negativos,
los cuales no se activaron con la saliva, también presentaron niveles de IL-6 elevados. Lo
que nos hace pensar que, existe una respuesta local y general ya que IL-6 se eleva con

componentes de la saliva y sin ellos.

Estudios previos mencionan que durante los movimientos dentarios inducidos, existe
una sintesis y liberacion de citocinas proinflamatorias, como IL-1f, IL-6 y TNF a, las
cuales tienen un efecto de inmunoregulacion sobre la remodelacion ésea y periodontal
(Alhashimi N, et al, 2001). Por otra parte, se han realizado ensayos en pacientes sometidos
a movimientos dentarios ortodénticos y a partir del fluido crevicular se cuantifico algunas
citocinas como IL-8 e IL-6 como marcadores de la respuesta inflamatoria y de
remodelacion o6sea (Yijin R. et al, 2002 y Burco B. et al, 2004). Debido a éstos estudios,

decidimos proponer a IL-6 como posible biomarcador de la respuesta inflamatoria aguda,
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en pacientes con maloclusion sometidos a movimientos dentarios inducidos por fuerzas
ortodonticas, con el uso del arco .014 de Nitinol. Asi como valorar dicha respuesta
inflamatoria en cultivos de células mononucleadas (linfocitos T, linfocitos B y monocitos),
obtenidas a partir de sangre periférica de cada uno de los pacientes. Estas células sintetizan
y liberan interleucina 6, ademas, expresan receptores IL-6R en la superficie de sus
membranas. Interleucina 6 es una citocina pleiotrépica con diferentes actividades
endocrinas, paracrinas y actividades posiblemente autocrinas en varios tejidos, ademas, IL-
6 es también un inductor de las reacciones de fase aguda en respuesta a inflamacion o
tejido lesionado. Aunque la mayoria de individuos sanos tienen niveles de IL-6
indetectables en suero, grandes cantidades de IL-6 son detectadas en varias situaciones
inflamatorias, por lo tanto, el incremento de IL-6 puede ser un parametro sensible para
investigar condiciones inflamatorias.

En nuestro estudio participaron 5 pacientes con edades de 18.33 + 2.73 afios, de los
cuales el 60 % fue del sexo femenino y el 40 % del sexo masculino. En los resultados
obtenidos, observamos que el paciente 1 present6 un incremento de IL-6 en sobrenadantes
de cultivo celular 24 h después de la colocacion de la aparatologia ortoddntica, desde
0.045 a 3.114 pg/mL, disminuyendo la expresion de I1L-6 a las 72 h con 0.045 pg/mL. En el
segundo paciente se logrd detectar una concentracion de IL-6 a las 24 h antes de la
aparatologia ortodontica, 2.06 pg/mL, sin embargo, después de la aplicacion de las fuerzas
ortoddnticas se observo un ligero incremento de IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular
de 24 h, el cual fue de 2.59 pg/mL y disminuyo a 0.045 pg/mL en sobrenadantes de cultivo
celular 72 h después de la colocacion de la aparatologia ortodéntica.

En sobrenadantes de cultivo celular de 24 h, antes de la colocacion de la aparatologia
ortoddntica del paciente 3, no presentd concentraciones de IL-6 detectables, en cambio, en

sobrenadadotes de cultivo celular de 24 h después de la colocacién de la aparatologia, se

C.D. LUIS C. LEON ROMERO 47 ESPECIALIDAD EN ORTODONCIA



EXPRESION DE IL-6 EN RESPUESTA AL MOVIMIENTO DENTARIO INDUCIDO POR EL ARCO .014 DE NiTi

observé un gran incremento de IL-6 con 4.0 pg/mL y disminuy6 esta en cultivo celular a
las 72 h después de colocar los aparatos con 3.1 pg/mL. En sobrenadantes de cultivo
celular de 24 h antes de la colocacion de la aparatologia ortodontica del paciente 4,
presento niveles de expresion de IL-6 muy bajos, siendo estos de 0.045 pg/mL, en cambio,
en sobrenadantes de cultivo celular de 24 h después de la colocacién de la aparatologia, se
observo un ligero incremento de IL-6 con 0.48 pg/mL y disminuy6 a concentraciones no
detectables a las 72 h después de colocar la aparatologia. Por Gltimo el paciente 5 también
mostro niveles no detectables de IL-6 en sobrenadantes de cultivo celular 24 h antes de la
colocacion de la aparatologia ortoddntica, pasando a 1.0 pg/mL de IL-6, las
concentraciones de IL-6 disminuyeron en sobrenadantes en cultivos celulares de 72 h con
0.045 pg/mL.

Por otro lado, Yijin Ren y colaboradores en el 2002 realizaron un estudio
comparativo entre 43 jovenes (11 + 0.7 afios) y 41 adultos (24 + 1.6 afos) los cuales fueron
sometidos a tratamiento ortodontico, con el uso del arco .012 de Nitinol y se valoro los
niveles de citocina IL-6 en fluido crevicular, mediante tiras absorbentes periodontales y
leidas por radioinmunoanalisis, para observar el comportamiento cinético de expresion de
IL-6 durante el proceso de inflamacion, los resultados obtenidos de éste ensayo indicaron
que la concentracion de IL-6 incrementd significativamente, a partir del tiempo O con 64
pg/uL al tiempo 24 h con 76 pg/uL en los pacientes jovenes (p < 0.01). Comparando estos
datos con nuestros resultados, observamos que interleucina 6 tuvo un comportamiento
similar durante el ensayo, comprobando esto mediante la aplicacion de la prueba t student
a nuestros datos experimentales, observamos lo siguiente: IL-6 presentd niveles de
expresion muy bajos en sobrenadantes de cultivo celular a la hora 0 con una t = 1.055,
media de 0.432, desviacion estdndar de 0.915 e intervalos de confianza del 95% [-0.705,

1.568], es decir, a las 24 horas antes de aplicar el tratamiento ortodéntico, sin embargo, los
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niveles de expresion de IL-6 incrementaron de manera significativa (P < 0.05) en
sobrenadantes de cultivo celular de 24 h después del tratamiento ortodéntico con el uso del
arco .014 de Nitinol, presentando una t = 3.404, media de 2.236, desviacion estandar de
1.469 e intervalos de confianza del 95% [0.413, 4.060] y posteriormente, en sobrenadantes
de cultivo celular de 72 h, los niveles de expresion de IL-6 disminuyeron, presentando una
t = 1.055, media de 0.650, desviacion estandar de 1.378 e intervalos de confianza del 95%
[-1.060, 2.360]. Esto nos refiere que las fuerzas aplicadas durante el tratamiento
ortodéntico con arco .014 de Nitinol en los pacientes con maloclusion inducen una
reaccion inflamatoria aguda a las 24 horas y que esta disminuye a las 72 h, hasta los
niveles que existian hasta antes de empezar el tratamiento ortodontico en pacientes sin
enfermedad periodonral, ni infecciones en boca, ni con enfermedades sistémicas asociadas.
Proponemos sea evaluado el uso de IL-6 como biomarcador para estimar la respuesta
inflamatoria a la colocacion de la aparatologia ortoddntica.

La disminucion en los niveles de expresion de IL-6, en sobrenadantes de cultivo
celular de 72 horas después de la colocacion de la aparatologia ortodontica es una prueba,
bastante importante de que los movimientos dentales inducidos por fuerzas, que nosotros
los ortodoncistas provocamos, presentan una respuesta inflamatoria de fase aguda, y que es
autolimitada. Cabe destacar, que nosotros los ortodoncistas debemos conocer y entender lo
que histologica y molecularmente provocamos con los movimientos dentales, y que no
debemos limitarnos Unicamente al conocimiento fisioldgico de dichos movimientos, ya que

la ortodoncia del futuro estara enfocada a tratamientos a niveles moleculares.
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CONCLUSIONES:

e Se comprobd que los movimientos dentales inducidos, por el tratamiento
ortoddntico, producen una reaccion inflamatoria de fase aguda.

e La mayor concentracion de IL-6, como sustancia reguladora del proceso
inflamatorio de fase aguda, se da a las 24 hrs. a la colocacién de la aparatologia
ortodontica

e Los niveles de IL-6 pueden modificarse por algun componente de la saliva, que
activa su produccion por células mononucleadas.

e Ocurre un efecto compensatorio propio del organismo, el cual hace descender los
niveles de IL-6, a las 72 horas después a la aplicacion de las fuerzas.

e Proponemos el estudio de IL-6 como biomarcador para evaluar la respuesta
inflamatoria, como respuesta a las fuerzas aplicadas durante el movimiento

inducido.
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SUGERENCIAS:

e Evaluar el uso de IL-6 como biomarcador para evaluar la respuesta inflamatoria, en
pacientes sometidos a tratamiento ortodéntico y que padezcan enfermedad

periodontal y/o enfermedad sistémica.
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14.-ANEXOS:

14.1.-HOJA DE CAPTACION

No. DE EXPEDIENTE

NOM. DEL PACIENTE:

EDAD: GENERO: MASC FEM:
DOMICILIO: COL:
CIUDAD: EDO: TEL:

FECHA DE LA 12 PRUEBA DE IL-6 BASAL
RESULTADOS DE LA 12 PRUEBA A LAS 0 HRS.

SALIVA: SANGRE:

FECHA DE LA 22 PRUEBA DE IL-6 EN PLASMA'Y SALIVA, Y POR ESTIMULACION DE PLASMA
CON SALIVA A LAS 24 HRS:

RESULTADOS DE LA 22 PRUEBA:
SALIVA: SANGRE:

ESTIMULACION DE PLASMA CON SALIVA

FECHA DE LA 3* PRUEBA DE IL-6 EN PLASMA'Y SALIVA, Y POR ESTIMULACION DE PLASMA
CON SLAIVA ALAS 72 HRS:

RESULTADOS DE LA 3 PRUEBA:
SALIVA: SANGRE:

ESTIMULACION DE PLASMA CON SALIVA

FIRMA DE INVESTIGADOR FIRMA DEL QUIMICO
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14.2.-CONSENTIMIENTO INFORMADO

El estudio que se realiza en la ciudad de Morelia, va encaminado a conocer los niveles de Interleucina-6 en
pacientes con aparatologia ortoddntica.

Motivo por el cual, pedimos de la manera mas respetuosa, se realice las pruebas de laboratorio
pertinentes para dicho estudio. En este caso, las pruebas estan planeadas para conocer la cantidad de dichas
citocinas en el organismo.

Para ello es necesario que se presente los dias y a los horarios que le sean indicados para la toma de dichas
muestras en el Posgrado de la Facultad de Medicina, de esta misma universidad.

Si desea no participar en el presente estudio puede dejar sin firmar los espacios disponibles para su
autorizacion.
La informacion obtenida, sera estrictamente confidencial.

La toma de muestras y los estudios de laboratorio, seran manejados por expertos, y no se divulgaran los datos
de los pacientes.

Este estudio de de caracter médico-cientifico, por lo cual no tiene intereses lucrativos.

Si desea puede cooperar, permitiendo se le hagan las tomas de muestra de saliva y sangre a ud., si es mayor
de edad, o a su hijo (a), si éste es menor de edad, para ello es necesario que nos firme este consentimiento de
informacion, y éste sea entregado a las autor del estudio y con copia a las autoridades de la institucion
universitaria que respaldan el presente estudio.

De antemano, se le agradece todo su apoyo brindado.

DR. ALAIN RODRIGUEZ O. DRA LUZ M? VARGAS P.
INMUNOLOGO. ORTODONCISTA

DR. LUIS LEON ROMERO.
AUTOR DEL ESTUDIO.

FIRMA DEL PACIENTE O DEL PADRE O TUTOR.
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14.3.-CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES:

SEP-2006/ ENE 07/ ABRIL 07/
ENE-2007 ABRIL 07 MAYO 07

REVISION

BIBLIOGRAFICA X

CAPTACION DE

PACIENTES. X

REGISTROS DE

DATOS X

21-31 MAYO/07 4-16 JUN/07 18-30 Jun/07 2-14 JUL/0 .16-20 JUL/07

12 PRUEBA X

COLOCACION
DE LA APARA-
TOLOGIA X

28 PRUEBA X

32 PRUEBA X

RESULTADOS X

GLOSARIO:
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14.4.-FOTOGRAFIAS DE EL PROCEDIMIENTO CLINICO Y DE

LABORATORIO.

1.-Obtencion de sangre periférica (10 mL) en tubos esteriles con anticoagulante

EDTA.

2.-Obtencidn de saliva (20 mL) en cajas petri de plastico estériles.
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3.-Suspension de sangre en RPMI 1640 + SFBI 10 % (20 mL

10 mL Ficoll-Paque Plus

4.- Preparacion para la separacion de las células mononucleadas
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7.- Células monocleadas

[ S———————

8.- Se dio lectura del kit de IL-6 (ELISA) en lector RAINBOW 2001
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