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1. Abreviaturas






1. Abreviaturas

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ALP: fosfatasa alcalina

ARN: acido ribonucleico

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero

COL-I: colédgeno tipo |

CT: calcitonina

ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima
FGC: fluido gingival crevicular

IL-1: interleuquina 1

IL-6: interleuquina 6

INF-y: interferén y

M-CSF: factor estimulador de colonias de macréfagos
Hg: microgramo

uL: microlitro

OCIF: factor inhibidor de la osteoclastogénesis
OCN: osteocalcina

OPG: osteoprotegerina

PBS: buffer fosfato salino o tampén fosfato salino
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

Pg: picogramo

RANK: receptor activador para el factor nuclear k
RANKL: ligando de receptor activador para el factor nuclear kf

TGF-o: factor de crecimiento transformante

TGF-B: factor de crecimiento transformante
TNF-&: factor de necrosis tumoral &

Tris-HCI: tris hidroximetil aminometano hidrocloruro
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2. Resumen en castellano






2. Resumen en castellano

Desde la primera biopsia de un diente al que se le aplicé una fuerza alla por el afio 1901
(Meikle, 2006; Wo&stmann et al.,, 2008), la comunidad cientifica, en concreto la
odontoldgica, siempre se pregunté coémo podia moverse un diente a través del hueso
alveolar. Hoy, mas de 100 afios después, seguimos sin saber con exactitud todos los
factores que influyen en este proceso pero hacemos un esfuerzo por conocerlo cada vez
mas a fondo.

El entendimiento de los factores mas influyentes en este remodelado éseo podria
acarrear multiples ventajas. Entre ellas destacariamos un mayor control del movimiento
ortoddéncico, modificaciones en la velocidad del mismo, disminucién del dolor, ejecucién
de movimientos fuera del alcance de la ortodoncia actual e incluso poder comprender y
diferenciar las distintas técnicas ortodéncicas desde un punto de vista molecular.
Partiendo del conocimiento de la biologia 6sea y en base a estudios previos en el campo
de la ortodoncia y biologia molecular, la utilizacion de diferentes métodos de
inmunodiagnéstico (searchlight, westren blot y citometria de flujo con Luminex) nos
permitirdn detectar la presencia de varios mediadores bioquimicos mediante la toma de
muestras de fluido crevicular con puntas de papel.

La investigacion se dividid en tres estudios.

Estudio I:

Objetivo: Evaluar la expresion del receptor activador para el factor nuclear kB (RANK),
osteoprotegerina (OPG), osteopontina (OPN), y factor de crecimiento transformante B1
(TGF-B1) en fluido gingival crevicular (GCF) de dientes sujetos a la accién de fuerzas
ortoddncicas.

Material y Métodos: Estudio piloto clinico randomizado sobre 10 voluntarios sanos con

disefio de boca partida. Se colocaron gomas eldsticas de separacién entre segundo

premolar y primer molar, con el cuadrante contralateral como control. Las muestras de
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GCF se recogieron en lado de presién y tensién previo a la colocacién de las gomas de
separacion, a las 24 horas y a los 7 dias de la colocacién de las mismas. Los volimenes de
las muestras de GCF se midieron con un Periotron 8000 y se determinaron las
concentraciones totales de proteinas. También se analizaron los niveles de RANK, OPG,
OPN y TGF-B1 con un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima mdltiple (ELISA
multiple).

Resultados: Las localizaciones control permanecieron sin cambios a lo largo del estudio.
Por el contrario, la concentracién de OPG disminuyé significativamente en el lado de
presion a las 24 horas, y la cantidad de concentracién de RANK se diferencié
significativamente entre localizaciones control, presién y tension a los 7 dias. Los niveles
absolutos de TGF-B1 también se vieron incrementados significativamente en el lado de
presion a los 7 dias al compararlos con el lado de tension.

Conclusién: El metabolismo éseo se ve afectado por la aplicacién de fuerzas sobre los
dientes por medio de gomas de separacion. Se produce un incremento de la expresién
de mediadores de la reabsorcién 6sea (RANK 'y TGF-B1) y disminucion en la expresion de

mediadores de la formacién ésea (OPG) en el lado de presion.

Estudio Il:

Objetivos: Investigar por primera vez los niveles de calcitonina (CT) en fluido gingival
crevicular (GCF), sus variaciones durante el movimiento ortodéncico temprano tanto en el
lado de presion como en el de tensién, y su posible asociacién con el dolor
experimentado con este tratamiento.

Material y Métodos: Quince jévenes (edad media: 12.6 afios) con requerimiento de cierre

de diastema entre incisivos centrales superiores. Recogimos GCF de los lados de presién
y tensién del incisivo central superior derecho (experimental) y primer premolar (control),
antes y después (1h, 24h, 7d, 15d) del inicio del tratamiento. Los niveles de calcitonina
fueron determinados mediante western blot. La intensidad del dolor se midié mediante
una escala analdgica visual.

Resultados: Los niveles de calcitonina fueron mayores en el lado de presién respecto al

control a los 7 dias (p = 0.014). Comparaciones intragrupo mostraron un incremento de
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CT entre tTh y 7d (680.81 + 1672.60 pg/30s, p = 0.010) en el lado de presién. No se
encontraron cambios significativos en el lado de tensidon y control. Los niveles de
calcitonina y la intensidad del dolor se asociaron inversamente durante el periodo desde
las 24h a los 15d (r = -0.54, p = 0.05).

Conclusiones: Los niveles de CT en GCF aumentaron significativamente en el lado de

presion al poco tiempo de aplicar fuerzas ortoddncicas. Estos cambios se asociaron
inversamente con el dolor dental percibido por los pacientes durante el periodo

comprendido entre 24h y 15d.

Estudio IllI:

Objetivo: Someter a prueba dos soluciones tampdn para obtener un anélisis fiable y
reproducible de citoquinas inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a, OPG, OPN, OC), en fluido
gingival crevicular (GCF) mediante citometria de flujo.

Material y Métodos: Se recogieron muestras de GCF de voluntarios sanos con puntas de

papel (perio-paper) y se diluyeron en una solucién tampoén fosfato salina (PBS) o en otra
solucién tampodn tris hidrocloruro (Tris-HCI), con o sin la adiciéon de inhibidores de
proteasas (Pl). Se llevé a cabo un inmunoensayo para cotoquinas mediante citometria de
flujo (Luminex Xmap?®) generando curvas estandares.

Resultados: Las curvas estandares generadas con el uso de PBS demostraron mejores
ajustes para niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-«, al compararlas con las correspondientes al uso
de Tris-HCI (p < 0.05).

Conclusiones: El uso de la soluciéon tampén PBS con la adiciéon de inhibidores de

proteasas proporcioné mediciones fiables de biomarcadores inflamatorios en muestras de

GCF de voluntarios sanos.
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3. Resumen en inglés
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3. Resumen en inglés

Since the first biopsy of a tooth to which a force was applied back in 1901 (Meikle, 2006;
Wostmann et al, 2008), scientific community, specifically the dental one, always wondered
how a tooth could move through alveolar bone. Today, over one hundred years later, we
still do not know exactly all the factors that influence this process but we make an effort to
gain a deeper and comprehensive knowledge.

The understanding of the most influential factors in this bone remodelling could give rise
to many advantages. Among these, we would highlight a greater control of orthodontic
movement, changes in its speed, decreased pain, execution of movements away from
current orthodontics and even being able to understand and distinguish the different
orthodontic treatments from a molecular standpoint.

Based on the knowledge about bone biology and on previous studies in the field of
orthodontics and molecular biology, using different immunodiagnostic methods
(searchlight, western blot and Luminex flow cytometry) would allow us to detect the
presence of various biochemical mediators by sampling crevicular fluid with paper points.

The research was divided into three studies.

Study I:

Objective: To evaluate the expression of an activator of nuclear factor-kappa (RANK),
osteoprotegerin (OPG), osteopontin (OPN), and transforming growth factor 31 (TGF-31)
in gingival crevicular fluid (GCF) of teeth subjected to orthodontic forces.

Materials and Methods: A randomized, pilot clinical trial including 10 healthy volunteers

was conducted using a split-mouth design. Orthodontic elastic separators were placed
between the second premolar and first molar, with the contralateral quadrant serving as a
control. The GCF samples were collected from the tension and compression sites at
baseline, 24 hours, and 7 days after the placement of separators. The GCF sample

volumes were measured using a Periotron 8000, and total protein concentrations were
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determined. Levels of RANK, OPG, OPN, and TGF-B1 were also analyzed using a
multiplex enzyme-linked immunosorbent assay.

Results: The control sites remained unchanged throughout the study. In contrast, the
concentration of OPG significantly decreased at the compression site by 24 hours, and
the amount and concentration of RANK differed significantly between the control,
compression, and tension sites after 7 days. A significant increase in absolute TGF-B1
levels was also detected at the compression site versus the control and tension sites after
7 days.

Conclusion: Bone metabolism is affected by application of force to the teeth by elastic
separators. Both increased expression of bone resorptive mediators (eg, RANK and TGF-
B1) and decreased expression of a bone-forming mediator (eg, OPG) on the compression

side were detected.

Study II:

Objectives: To investigate the previously unreported presence of calcitonin (CT) levels in
gingival crevicular fluid (GCF), its variations during initial orthodontic tooth movement in
both tension and compression sites, and its possible association with the experienced
dental pain.

Material and methods: Fifteen children (mean age: 12.6 years) requiring orthodontic

closure of the upper midline diastema were included. We collected GCF from the
compression and tension sites of the upper right central incisor (experimental) and first
bicuspid (control), before and after (1 h, 24 h, 7 d, 15 d) beginning of treatment.
Calcitonin levels were determined by Western blot. Pain intensity was assessed using a
visual analogue scale.

Results: Calcitonin levels were higher in the compression site versus the control site at 7 d
(p = 0.014). Intragroup comparisons showed an increment of CT between 1 h and 7 d
(680.81 + 1672.60 pg/30 s, p = 0.010) in the compression site. No significant changes
were found in the tension and control sites. Calcitonin levels and pain intensity were

negatively associated during the period from 24 h to 15 d (r = -0.54, p = 0.05).
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Conclusions: CT levels in the GCF significantly increased in the compression site after the
short term after application of orthodontic forces. These changes were negatively

associated with the perceived patient’s dental pain during the period from 24 h to 15 d.

Study lll:

Obijective: the aim of this study was to test two buffer solutions in order to attain a
reliable and reproducible analysis of inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-&, OPG,
OPN and OC), in gingival crevicular fluid (GCF) by flow cytometry.

Material and methods: GCF samples from healthy volunteers were collected with perio

paper strips and diluted either in phosphate buffered saline (PBS) or Tris-HCI buffer, with
and without protease inhibitors (Pl). Cytokine immunoassays were carried out by flow
cytometry (Luminex Xmap 200) generating standard curves.

Results: standards curves generated with the use of phosphate-buffered saline (PBS)
demonstrated best adjustment for cytokines IL-18, IL-6 and TNF- « levels, when using
Tris-HCI (p<0.05).

Conclusions: The use of PBS buffer with the addition of Pl provided reliable

measurements of inflammatory biomarkers in GCF samples of healthy volunteers.
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4. Introduccidn

4.1. Aparato de insercion dental

El aparato de insercién, también llamado periodonto, se caracteriza fundamentalmente
por ser el encargado de unir los dientes a los maxilares. Consta de cuatro tejidos bien
diferenciados: 1/ encia, 2/ ligamento periodontal, 3/ cemento radicular, 4/ hueso alveolar.
Este Ultimo, a su vez consta de dos componentes; el hueso alveolar propiamente dicho o
hueso fascicular y la apdfisis alveolar que a su vez se divide en dos tipos de hueso, el

cortical y el trabecular.

4.2. Estructura del hueso alveolar

El hueso alveolar, junto con el cemento y el ligamento periodontal, es responsable del
sustento de los dientes en la mandibula y en el hueso maxilar. A pesar de ser un tejido
con muchas caracteristicas comunes al resto de tejido éseo del cuerpo humano, el hueso
alveolar tiene cualidades Unicas relacionadas con la presencia de los dientes, su erupcion
y adaptacion a las fuerzas masticatorias.

Este tejido estd compuesto por tres tipos de hueso (J. L. Saffar, Lasfargues, & Cherruau,
1997). Dos de ellos son comunes al resto del cuerpo y son el hueso cortical y el
trabecular. El tercero de ellos es caracteristico del hueso alveolar y es el conocido como
hueso fascicular.

Una de las caracteristicas fundamentales del hueso alveolar es su capacidad adaptativa y
de remodelado frente a las fuerzas oclusales naturales o, de forma artificial, frente a

fuerzas ortodéncicas. Esto permite la movilidad de los dientes dentro de las estructuras
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del hueso alveolar gracias a su capacidad de formacién y destruccién como parte de su
adaptacion al sistema oclusal que le rodea.

La organizacién ultraestructural del hueso alveolar es mucho més compleja que la que
podemos encontrar en los huesos largos con sus sistemas Haversianos y osteonas. La
complejidad geométrica de las raices dentales en el hueso alveolar y la respuesta de los
tejidos a la masticacién dan lugar a un complejo sistema de remodelacién ésea distinto

del cldsico remodelado Haversiano (Kurihara & Enlow, 1980).

4.2. Estructura del hueso alveolar

4.2.1. Descripcion macroscopica

4.2.1.1. Hueso fascicular, lamelar y trabecular

El hueso alveolar se divide en hueso alveolar propiamente dicho y el hueso de la apdfisis
alveolar (Lindhe, Karring, & Araujo, 2009). El primero de ellos se conoce también como
hueso fascicular, fasciculado o bundle bone (término anglosajon) y es el tejido éseo que
se encuentra rodeando a las raices dentales y que se une con el hueso lamelar o cortical a
nivel de la cresta alveolar. Es un hueso diente-dependiente. Esto quiere decir que
desaparece con la pérdida dental (Aradjo & Lindhe, 2005). En él se insertan los haces de
fibras colagenas del ligamento periodontal denominadas fibras de Sharpey (Cate, 1997).
Al estar perforado por multiples conductos, no solo los de las fibras de Sharpey sino
también los pertenecientes a vasos sanguineos, vasos linfaticos y fibras nerviosas
conocidos como conductos de Volkman, adquiere el nombre de placa cribiforme (Cate,
1997).

El hueso de la apdfisis alveolar se divide a su vez en dos tipos de hueso, el lamelar y el
trabecular. El hueso lamelar recibe su nombre por su estructura en [dminas. También se
conoce como hueso cortical y se caracteriza por su alta densidad. Recubre la parte
vestibular y lingual/palatina de los procesos alveolares. Todo lo contrario ocurre con el

tercer y Ultimo tipo de hueso, el trabecular o esponjoso; con una estructura mucho menos
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densa. Se encuentra entre el hueso fascicular y el lamelar, ocupando la mayor parte de los
tabiques interdentales. Como su nombre indica, esta lleno de trabéculas éseas con una
disposicién determinada no solo genéticamente sino también por las fuerzas a las cuales
estdn expuestos los dientes (Lindhe et al., 2009); ya sean masticatorias o de otra indole

como puede ser el tratamiento ortodéncico.

4.2. Estructura del hueso alveolar

4.2.2. Descripcion microscopica

4.2.2.1. Células

Células osteogénicas

Los osteoblastos son las células con mayor capacidad secretora del hueso y son las
responsables de la produccién de la matriz ésea organica (Sodek & McKee, 2000).

Son células de origen mesenquimal y se consideran post-mitéticas cuando estén
completamente diferenciadas y con capacidad secretora.

La matriz orgdnica principal que secretan estas células es coladgeno tipo I; aunque
también producen proteinas no coldgenas y diferentes proteinas plasmaticas (Heinegard,
Hultenby, Oldberg, Reinholt, & Wendel, 1989)

Los osteocitos son osteoblastos maduros que han quedado rodeados por |la matriz 6sea
y que ocupan un espacio llamado laguna osteocitica. Este sistema puede mineralizarse o
seguir formando parte de la estructura osteoide. Son células mas pequefas que los
osteoblastos con menor cantidad de organelas secretoras (Martin, Romas, & Gillespie,
1998).

Existe una estructura canalicular entre los osteocitos con proyecciones citoplasméaticas de
los mismos que permite la interaccion entre ellos y la presencia de gran cantidad de
procesos celulares. A demés favorece la comunicacién entre osteoblastos y células éseas

superficiales o de revestimiento (Palumbo, 1986; Palumbo, Palazzini, & Marotti, 1990).
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Las células éseas superficiales o de revestimiento son osteoblastos maduros que no
quedaron rodeados por la matriz ésea sino que se posicionaron en la superficie y que
sufrieron un cambio morfolégico y funcional con la disminucidén de la secrecién de
proteinas (Menton, Simmons, Chang, & Orr, 1984; Miller, Bowman, Smith, & Jee, 1980).

Un gran porcentaje de la superficie 6sea estd cubierta por este tipo de células que
forman una ldmina continua y aplanada que juega un papel importante en la
compartimentacién de la matriz sea, en el metabolismo del calcio y fosfato, y en los
inicios de eventos que favorecen el remodelado 6seo (Matthews, Wiel, & Talmage, 1978;

Miller & Jee, 1987).

Células osteoclasticas

La capacidad de adaptacién del hueso a las demandas funcionales viene dada tanto por
la formacién 6sea como por la reabsorcion del mismo. De esto Ultimo se encargan unas
células gigantes multinucleadas denominadas osteoclastos. Son capaces de degradar la
matriz 6sea mineralizada por medio de la liberacién de sustancias acidas que disuelven
las sales minerales. Las sustancias orgénicas remanentes son eliminadas por enzimas y la

fagocitosis osteoclastica.

4.2. Estructura del hueso alveolar

4.2.2. Descripcion microscopica

4.2.2.2. Matriz 6sea

La matriz extracelular del hueso alveolar parece ser similar a la de otros tejidos 6seos
desde un punto de vista inmunohistoquimico, a pesar de las caracteristicas especiales
que presenta el hueso alveolar respecto al resto de tejido 6seo de nuestro cuerpo (Sodek
& McKee, 2000).

La matriz 6sea estd formada basicamente por un entrelazado de fibras coladgenas entre

pequefios cristales uniformes de hidroxiapatita y diferentes proteinas no coldgenas. El
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componente inorganico representa las dos terceras partes de la matriz ésea (Sodek &
McKee, 2000). Actia como andamiaje para el depdsito de cristales de apatita y el
acumulo de proteoglicanos, proteinas plasmaticas y demdas proteinas no coldgenas

(Sodek & McKee, 2000).

Colageno:

Representa la mayor parte del componente orgénico del hueso mineralizado (80-90%). El
coldgeno tipo | es el mayoritario (>95%) vy, junto con el tipo V (<5%), proporcionan la
integridad estructural del tejido conectivo (Sodek & McKee, 2000).

En el hueso inmaduro o de reparacién, las fibras coldgenas estdn mas separadas
permitiendo la existencia de un considerable espacio interfibrilar ocupado por cristales
minerales y proteinas acidas asociadas.

En el caso de encontrarnos ante un hueso maduro, las fibras coldgenas estan mas
organizadas en capas perpendiculares entre unas y otras con muy poco espacio

interfibrilar (Sodek & McKee, 2000).

Proteinas no colagenas:

Entre las proteinas existentes hay algunas tipicas de tejidos mineralizados, como la
osteocalcina y sialoproteina 6sea; mientras que otras tienen una distribucién mas general,
como la osteonectina y osteopontina (Sodek & McKee, 2000).

Hay otras proteinas que se encuentran en formas especificamente modificadas como es
el caso de ciertos proteoglicanos, fundamentalmente condroitin sulfato (Fisher, McBride,
Termine, & Young, 1990). Estos proteoglicanos estan generalmente asociados a la matriz
colagena.

También podemos encontrar proteinas derivadas de la sangre debido a la afinidad por

los cristales minerales. Entre ellas destacan la albdmina, glicoproteinas e

inmunoglobulinas (Sodek & McKee, 2000).
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4.3. Remodelado dseo

El hueso alveolar sufre un constante remodelado fisiolégico. Con la denticién primaria se
reabsorbe por completo junto a las raices de los dientes deciduos. Acto seguido se
volverd a formar nuevo hueso alveolar para albergar las raices de los dientes definitivos.
Durante este proceso no solo se forma y destruye hueso sino que también se remodela
para adaptarse a la posicién de los dientes y a la respuesta a las fuerzas masticatorias
(Sodek, 1977).

Estos procesos requieren, a grandes rasgos, la coordinacién de dos tipos de linajes
celulares, los osteoblastos y osteoclastos, encargados de formar y destruir el tejido
conectivo del hueso mineralizado.

Existe un amplio conocimiento de la cinética del remodelado 6seo a nivel celular. Sin
embargo, la regulacién de este proceso a nivel molecular sigue sin estar totalmente claro.
Existen infinidad de mediadores bioquimicos que influyen en una y otra direccién del
remodelado éseo (Tabla 1); incluso hay moléculas que influyen en ambas direcciones.
Descifrar toda la cascada de eventos que ocurren antes de la formacién y/o destruccion
6sea resulta tremendamente complejo.

La formacién ésea estad directamente relacionada con la proliferaciéon y diferenciacion de
células madre mesenquimales en osteoblastos. Este proceso de diferenciacién celular
estad controlado por varias hormonas y citoquinas que no solo favorecen la proliferacién y
diferenciacién de osteoblastos sino también su activacién. Es importante tener en cuenta
que muchos de estos factores intervienen también en la reabsorcion oésea, directa o
indirectamente (Sodek & McKee, 2000).

Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular producidas por células que regulan
o modifican la accidon de otras células de manera autocrina (actuando sobre la célula de
origen) o paracrina (actuando sobre células adyacentes) (Meikle, 2006). En el grupo de
citoquinas podemos encontrar interleuquinas, factores de necrosis tumoral, interferones,
factores de crecimiento y factores de estimulaciéon de colonias. Las citoquinas pueden

favorecer la formacién 6ésea induciendo la diferenciacion de osteoblastos a partir de
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células mesenquimales precursoras (Hughes, Turner, Belibasakis, & Martuscelli, 2006;
Masella & Meister, 2006; Meikle, 2006; Takayanagi, 2005; Wise & King, 2008). Una vez
diferenciados, los osteoblastos producen proteinas como el coldgeno tipo | (COL-I),
osteocalcina (OCN) y fosfatasa alcalina (ALP); normalmente interpretados como
marcadores de la formaciéon 6sea (Hannon & Eastell, 2006). COL-| es el principal coldgeno
en el hueso mineralizado (>95%), mientras que la OCN es la proteina no coldgena mas
abundante en la matriz dsea. Se expresa casi exclusivamente por osteoblastos altamente
diferenciados. En algunas ocasiones, al contrario de lo dicho anteriormente, se ha
identificado como marcador de destruccidon dsea al haberse aislado en ures,
entendiéndose como producto de la degradacién de la matriz 6sea (lvaska et al., 2004).
Por tanto es mejor pensar en OCN como un factor de remodelado éseo mas que como
un marcador de formacién dsea (Hannon & Eastell, 2006). ALP es una enzima
osteobléstica. Su funcién no es bien conocida pero se piensa que participa en la
mineralizacién &sea, por lo que se puede interpretar como un marcador de formacién
d6sea (McKee et al., 2013).

La formacién ésea no solo se favorece por medio de la proliferacién y diferenciacién de
células madre mesenquimales en osteoblastos, sino también por medio del control y
limitacién de la reabsorcion ésea. La calcitonina (CT) es un ejemplo de ello. Esta hormona
es un péptido de 32 aminoécidos secretada principalmente por las células C del tiroides.
Entre las principales acciones reconocidas de la CT estén la inhibicion de la reabsorcién
6sea, disminucién de la reabsorcién tubular del calcio y regulacién de la produccién de
1,25-dihidroxivitamina D3 en el rifidén (de Paula & Rosen, 2010; Qin & Yang, 2008; A. G.
Turner et al., 2011). Otra caracteristica de la CT que la hace interesante es su efecto
analgésico a nivel dseo, descrito en diferentes estudios (Karsdal, Henriksen, Arnold, &
Christiansen, 2008; Ofluoglu, Akyuz, Unay, & Kayhan, 2007). El mecanismo por el que se
produce este efecto no se conoce pero entre las hipotesis destacan fundamentalmente
tres: 1/ inhibicion de la sintesis de prostaglandina E; y tromboxano (Ofluoglu et al., 2007;
Qin, Cai, Xu, & Gong, 2009); 2/ estimulacién de la liberacion de B- endorfinas al plasma,
que reducen el dolor éseo durante un periodo corto de tiempo (Knopp-Sihota, Newburn-

Cook, Homik, Cummings, & Voaklander, 2012; Ofluoglu et al., 2007; Qin et al., 2009); 3/
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accion directa de la CT a nivel del sistema nervioso central (Karsdal et al., 2008; Knopp-
Sihota et al., 2012; Visser & Kwei, 2006).

En el caso de la reabsorcién ésea, son los osteoclastos las células responsables. En este
caso son formadas por el linaje monocito/macréfago de células hematopoyéticas
derivadas de la médula ésea. Esta reabsorcién ésea por medio de osteoclastos puede
verse estimulada por la hormona paratiroidea, interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 6 (IL-6),
factor de necrosis tumoral o (TNF-&) y factor de crecimiento transformante o (TGF-);
mientras que la calcitonina (CT), factor de crecimiento transformante B (TGF-B), estrégeno
e interferon y (INF-y) inhiben la reabsorcién osteoclastica (Reddy & Roodman, 1998;
Sodek & McKee, 2000).

Todo tiene que estar en perfecto equilibrio para que el hueso alveolar se mantenga en
correctas condiciones.

Entre la multitud de investigaciones relacionadas con el remodelado éseo (formacién y
destruccion 6sea), es el sistema OPG/RANK/RANKL el que mayor interés ha demostrado
tener en los Ultimos afos entre los investigadores.

La osteoprotegerina (OPG), también conocida como factor inhibidor de la
osteoclastogénesis (OCIF: osteoclastogenesis inhibitory factor), es una molécula
secretada por los osteoblastos y funciona bloqueando la formacién de osteoclastos y
reabsorcion dsea (Khosla, 2001; Masella & Meister, 2006; Meikle, 2006). De hecho, se
demostré el desarrollo de osteoporosis severa en ratones manipulados genéticamente
bloqueando el gen de la OPG (ratén knockout para OPG o ratén KO para OPG) (Bucay et
al., 1998; Mizuno et al., 1998).

El ligando de receptor activador para el factor nuclear kB (RANKL), es una proteina que
puede encontrarse en dos formas; unida a la membrana de pre-osteoblastos o de forma
soluble. Su principal funciéon es la diferenciacion y activacion de osteoclastos; aunque
también esta relacionada con su apoptosis (Khosla, 2001). En un estudio con ratones
knockout para RANKL, se demostrd el desarrollo de una osteopetrosis severa y ausencia
completa de osteoclastos (Kong et al., 1999).

El receptor activador para el factor nuclear kB (RANK) es expresado fundamentalmente

por células del linaje macréfago/monocito, incluyendo células pre-osteoclésticas, células

26



B y T, células dendriticas y fibroblastos (Khosla, 2001). Una vez mas, un estudio con
ratones knockout para RANK demostré el desarrollo de osteopetrosis severa en los
especimenes analizados (Li et al., 2000).

RANKL, expresado en la superficie de células pre-osteoblasticas o en su forma soluble, se
une a RANK, presente en la superficie de células pre-osteoclésticas, favoreciendo el
desarrollo, diferenciacién y activacion de osteoclastos. En resumen, favoreciendo la
reabsorcion dsea (Hannon & Eastell, 2006; Khosla, 2001; Masella & Meister, 2006; Meikle,
2006; Takayanagi, 2005; Wise & King, 2008). Diferentes citoquinas, como TNF-a e IL-1,
modulan este sistema béasicamente estimulando la produccién del factor estimulador de
colonias de macréfagos (M-CSF: macrophage-colony stimulating factor) que aumenta la
cantidad de células pre-osteoclésticas (Hofbauer et al., 1999). Ademas hay otras
hormonas y citoquinas que juegan un importante papel en la modulacién de este
sistema, como el factor de crecimiento transformante B (TGF-B: transforming growth
factor B) y la osteopontina (OPN). El TGF-B aumenta la produccién de OPG (Takai et al.,
1998), pero también se ha postulado la posibilidad de estimular la expresién de RANKL a
través de células pre-osteoclasticas, aumentando la sensibilidad de los osteoclastos a
RANKL (Yan, Riggs, Boyle, & Khosla, 2001). TGF-f normalmente se describe como un
factor que inhibe el reclutamiento de precursores de osteoclastos y promueve la
supresion de la actividad de los osteoclastos (Brady et al., 1998; K. Janssens, Dijke,
Janssens, & Van Hul, 2005; R. A. Kanaan & Kanaan, 2006). Pero algunos autores sugieren
que también puede estar relacionado con la reabsorcién 6sea (ltonaga et al., 2004;
Pilkington, Sims, & Dixon, 2001). La osteopontina estad relacionada con la reabsorcién
6sea por medio del incremento en la adhesion de los osteoclastos a la matriz dsea
(Reinholt, Hultenby, Oldberg, & Heinegard, 1990). Para confirmar su papel, en ratones
knockout para OPN se demostré una disminucion en la reabsorciéon ésea (Ishijima et al.,

2002).
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Fig. 1: Resumen de los mediadores bioquimicos relacionados con la formacion y destruccion ésea
relacionado, con formacién | relacionado con destruccion relacionado con ambos
6sea 6sea procesos
ALP IL-1 OoC®™
CT IL-6 TGF-B
estrégeno TNF-x
INF-y TGF-o
OPG RANK
RANKL
M-CSF
OPN

): generalmente asociado con formacion ésea; ALP: fosfatasa alcalina; CT: calcitonina; INF-y: interferén y;
OPG: osteoprotegerina; II-1: interleuquinal; IL-6: interleuquina é; TNF-a: factor de necrosis tumoral «;
TGF-a: factor de necrosis transformante o; RANK: receptor activador para el factor nuclear k; RANKL:

ligando de receptor activador para el factor nuclear kB; M-CSF: factor estimulador de colonias de

macréfagos; OPN: osteopontina; TGF-B: factor de crecimiento transformante B.

4.4. Movimiento ortoddéncico

4.4.1. Cambios macroscopicos

El movimiento ortoddncico se basa en el remodelado del hueso alveolar como respuesta
a la aplicacion de fuerzas mecénicas sobre los dientes y, como consecuencia, sobre el
ligamento periodontal (Masella & Meister, 2006; Meikle, 2006; Wise & King, 2008). El
primer estudio histolégico que sentd las bases de nuestro entendimiento actual sobre el
movimiento dental ortodéncico fue llevado a cabo por el odontélogo sueco Carl
Sandstedt, en Estocolmo. Sus resultados se publicaron en 1901 en sueco por lo que
tardaron en hacerse visibles para el resto del mundo (Wéstmann, Rehmann, Trost, &

Balkenhol, 2008). En el lado de presién los osteoclastos lideran la reabsorcién del hueso
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alveolar mientras que en el lado de tensién son los osteoblastos los principales
encargados de la regeneracion dsea.

El movimiento ortodéncico se divide en tres etapas o estadios (Wise & King, 2008): el
primero es un movimiento practicamente instantaneo (van Driel, van Leeuwen, den Hoff,
Maltha, & Kuijpers-Jagtman, 2000); el segundo es un estadio en el que practicamente no
se produce movimiento pero en el que se estdn dando lugar todos los procesos
bioquimicos que favorecen el tercer estadio; por Ultimo se produce el movimiento lineal
del diente.

La aplicacién de fuerzas ortoddncicas crea de forma inmediata dos areas totalmente
opuestas en el ligamento periodontal, el drea de compresién y el area de tensién. La
transmision de estas fuerzas a las células produce una reacciéon biolégica clasificada por
muchos autores como una respuesta inflamatoria aséptica, basada en la presencia de

diferentes citoquinas inflamatorias en ausencia de patologia (Meikle, 2006).

4.4. Movimiento ortoddncico

4.4.2. Cambios microscépicos

Este proceso biolégico acontece con respuestas opuestas a cada lado del diente,
produciéndose reabsorcion ésea en el lado de compresién y aposicion ésea en el lado de
tension (Masella & Meister, 2006; Meikle, 2006; Wise & King, 2008). Esto parece muy
simple pero se vuelve tremendamente complicado a nivel molecular dado el nimero tan
elevado de factores que influyen; algunos conocidos y otros muchos atn por descubrir.
Desde el primer estudio en ratones hace ya casi 40 afios (Hong, Polsky-Cynkin, & Levine,
1976), muchas investigaciones intentaron aumentar el conocimiento de los patrones
moleculares involucrados en el movimiento ortoddncico; no solo en animales (Alhashimi,
Frithiof, Brudvik, & Bakhiet, 2001; Dunn, Park, Kostenuik, Kapila, & Giannobile, 2007;
Fujihara et al., 2006; Kim, Handa, lida, & Yoshida, 2007; Kuroda, Balam, Sakai, Tamamura,

& Takano-Yamamoto, 2005; Morinobu et al., 2003; Terai et al., 1999) sino también en
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seres humanos, tanto en estudios in vitro (Kanzaki, Chiba, Sato, et al., 2006b; Lee, Park,
Yu, Choi, & Yoo, 2004; Maeda et al., 2007; Nakao et al., 2007; Nishijima et al., 2006)
como in vivo (Bister & Meikle, 2013; Dudic, Kiliaridis, Mombelli, & Giannopoulou, 2006; T.
P. Garlet, Coelho, Silva, & Garlet, 2007; Griffiths, Moulson, Petrie, & James, 1998: Isik,
Sayinsu, Arun, & Unllgerci, 2005; Kawasaki, Takahashi, Yamaguchi, & Kasai, 2006; Lee et
al., 2004; Perinetti et al., 2003; 2002; 2005; Ren & Vissink, 2008; Ren, Hazemeijer, de
Haan, Qu, & de Vos, 2007; Ren et al., 2002; Toygar, Kircelli, Bulut, Sezgin, & Tasdelen,
2008; Tzannetou, Efstratiadis, Nicolay, Grbic, & Lamster, 1999; Uematsu, Mogi, &
Deguchi, 1996; Yamaguchi, Yoshii, & Kasai, 2006).

4.4. Movimiento ortodéncico
4.4.2. Cambios microscépicos

4.4.2.1. Métodos para identificar mediadores bioquimicos en el

fluido crevicular

Una de las posibilidades que existen a la hora de evaluar los cambios bioquimicos que se
producen durante el movimiento ortodéncico es mediante el analisis del fluido gingival
crevicular (FGC). Entre sus ventajas destacan la simplicidad y lo poco cruenta que resulta
ser su recogida. Otro factor a favor de su andlisis es el hecho de haberse utilizado en
muchos estudios previos (Ren & Vissink, 2008) por lo que la técnica de sustraccion,
medicién y analisis est4d cada vez més depurada.

El estudio del FGC nos permite evaluar no solo el lado de compresién donde se destruye
hueso mediante terapia ortodéncica (Griffiths et al., 1998; Kawasaki et al., 2006; Lee et
al., 2004; Ren et al., 2007; Toygar et al., 2008; Uematsu et al., 1996) sino también los dos
lados, compresién y tensién, al mismo tiempo (Cantarella et al., 2006; Dudic et al., 2006;
Isik et al., 2005; Perinetti et al., 2002; 2005; Tzannetou et al., 1999). Incluso nos permite
medir la misma localizacion en diferentes momentos del movimiento ortoddncico, cosa

imposible de hacer en estudios donde el anélisis que se hace es por medio de biopsias.
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Esta otra opcién tiene la ventaja de poder medir marcadores moleculares a nivel
genético, normalmente el ARNm (4cido ribonucleico mensajero) (T. P. Garlet et al., 2007).
Por el contrario, las desventajas son importantes; fundamentalmente la dificultad técnica
y el hecho de ser un procedimiento cruento.

Existen multitud de métodos para la identificacion de mediadores bioquimicos.
Bésicamente se podrian dividir en dos grandes grupos. El primero de ellos englobaria a
los andlisis de cadenas de aminoacidos, fundamentalmente proteinas, enzimas,
citoquinas, hormonas, etcétera. El segundo grupo seria el de anélisis de &cidos nucleicos,
entre los que destacan las sondas (sondas de ADN, sondas de ARN, sondas de
oligonucledtidos) y la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Este tipo de analisis
pretende encontrar marcadores a nivel de un determinado gen, ya sea por medio del
acido desoxiribonicleico (ADN) o por el &cido ribonucleico (ARN). Por tanto, con este tipo
de andlisis no estariamos midiendo el resultado de la expresiéon de un gen, como podria
ser una determinada proteina, sino la posibilidad de una hipotética expresion.

En resumen, si se pretende medir el resultado de la expresién de un determinado gen
entendido como mediador bioquimico, necesitaremos utilizar métodos que permitan la
deteccién de cadenas de aminodcidos, es decir, péptidos o proteinas. Para ello tenemos
los métodos de inmunodiagndstico como la inmunofluorescencia directa,
inmunofluorescencia indirecta, western blot, ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzima), citometria de flujo, entre otros.

En nuestra serie de articulos hemos utilizado tres métodos diagnésticos, uno diferente
para cada estudio. En dos de ellos, el primero y el tercero, nos decantamos por métodos
mas innovadores y revolucionarios pero con el inconveniente de estar menos testados.
Estos son el Searchlight y la citometria de flujo con Luminex. Dos métodos similares en
cierto modo al ELISA pero que permiten medir varias moléculas al mismo tiempo
pertenecientes a una Unica muestra. El tercer método diagnéstico utilizado fue el western
blot. Una tecnologia muy testada, con largo recorrido y exquisitamente depurada en la
actualidad pero con la que nunca se habia medido antes calcitonina perteneciente a

fluido gingival crevicular.
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La tecnologia Searchlight es un array de proteinas en fase sélida que se basa en el
principio del ELISA sandwich en el que se pueden llegar a analizar hasta 16 proteinas
distintas en una placa de 96 pocillos. Es una técnica sencilla donde las muestras y los
estdndares son afadidos en los pocillos y las proteinas que hay en la muestra se unen al
anticuerpo apropiado. Seguidamente se realiza un lavado y luego se afiade un céctel de
anticuerpos biotinilados, los cuales reconocen las proteinas de interés. Después de una
incubacién se lava nuevamente y se afiade un conjugado de streptavidina (streptavidin-
horserardish peroxidase, SA-HRP). Finalmente se afiade un sustrato (SuperSignal ELISA

Femto Chemiluminescent Substrate) y se lee la placa en un lector especifico (CCD

Instrument). El resultado de la lectura es una imagen en la que se obtienen varios spots

los cuales emiten una intensidad de luz (quimioluminiscencia). Los valores para cada

proteina son identificados basandose en la posiciéon de los spots (viene dado por el
protocolo) de cada anticuerpo dentro del pocillo (Bastarache et al., 2011; Moskowitz et

al., 2012).

El sistema Luminex también es un array de proteinas, pero en fase liquida ya que se

trabaja en un medio liquido donde los anticuerpos estdn unidos a unas microesferas. Se

basa también en el principio del ELISA sandwich pero en vez de detectar
quimioluminiscencia se detecta fluorescencia (duPont, Wang, Wadhwa, Culhane, &

Nelson, 2005; Elshal & McCoy, 2006; Nolan & Mandy, 2006). Principalmente se

fundamenta en tres puntos:

- Utiliza microesferas que tienen un color especifico interno, que va desde el verde al
rojo. Se han definido 100 colores para permitir la deteccién de diferentes analitos.

- Después de que el analito presente en la muestra es capturado por la microesfera
especifica, se introduce un anticuerpo marcado con biotina. La reaccién se incuba con
Streptavidina- ficoeritrina (L-SAPE) para completar la reaccién en la superficie de cada
microesfera.

- Por dltimo, las microesferas pasan rapidamente a través de un laser, el cudl excita el
color interno, identificando asi la microesfera. Un Segundo laser excita la ficoeritrina,
obteniendo asi la fluorescencia media. Esta es convertida en concentracién utilizando

los resultados de la curva estdndar de cada analito.
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Las ventajas de usar sistemas de deteccion mdltiple son claros: ahorro de tiempo vy
esfuerzo, menor cantidad de muestra necesaria, menor cantidad de material de deteccidn
necesario con el consecuente ahorro econémico (Bastarache et al., 2011; duPont et al.,
2005; Elshal & McCoy, 2006; Moskowitz et al., 2012). Pero no todo son ventajas. Se han
dado casos de reacciones cruzadas o diferencias en los niveles de detecciéon al
compararlos con el ELISA que es el “gold standard” (Bastarache et al., 2011; Moskowitz
et al., 2012). Son métodos basados en kits de un numero determinado de moléculas a
estudiar. La razén de estos kits es que no se pueden combinar las moléculas objeto de
estudio a nuestro gusto sino que tienen que hacerse mdltiples comprobaciones y puestas
a punto para poder englobar varios diagnésticos dentro de un mismo kit.

El tercer y Gltimo método utilizado en esta serie de estudios fue el western blot. Se utiliza
en investigacién para separar y detectar proteinas. Esto se basa en una primera
separacion de las proteinas en base a su peso molecular por medio de un gel de
electroforesis. Estos resultados se transfieren a una membrana produciendo una banda
para cada proteina. La membrana se incuba con anticuerpos marcados y especificos para
la proteina de interés. Los anticuerpos que no se han unido a nada se lavan y eliminan
dejando solo aquellos unidos a las proteinas de interés. Como los anticuerpos se unen
Unicamente a la proteina de interés, entonces se verd Unicamente una banda. El grosor
de la banda corresponde a la cantidad de proteinas presentes; asi, gracias a un estandar

protocolizado podemos saber la cantidad de proteina presente (Mahmood & Yang, 2012).
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5. Justificacién, hipdtesis y objetivos

35



36



5. Justificacién, hipétesis y objetivos

5.1. Justificacidon

Es necesario conocer los mediadores bioquimicos que hacen posible el movimiento del
diente a través del hueso alveolar gracias a las fuerzas ortoddncicas. Desde la primera
biopsia de un diente al que se le aplicé una fuerza alld por el ano 1901 (Meikle, 2006;
Wostmann et al., 2008), la comunidad cientifica, en concreto la odontoldgica, siempre se
pregunté cémo podia moverse un diente a través del hueso alveolar. Hoy, més de 100
afios después, seguimos sin saber con exactitud todos los factores que influyen en este
proceso pero hacemos un esfuerzo por conocerlo cada vez més a fondo.

El entendimiento de los factores mas influyentes en este remodelado éseo podria
acarrear multiples ventajas. Entre ellas destacariamos un mayor control del movimiento
ortoddéncico, modificaciones en la velocidad del mismo, disminucién del dolor, ejecucién
de movimientos fuera del alcance de la ortodoncia actual e incluso poder comprender y

diferenciar las distintas técnicas ortodéncicas desde un punto de vista molecular.

5.2. Hipdtesis

Partiendo del conocimiento de la biologia 6sea y en base a estudios previos en el campo
de la ortodoncia y biologia molecular, la utilizacion de diferentes métodos de
inmunodiagnédstico (searchlight, westren blot y citometria de flujo con Luminex) nos
permitirdn detectar la presencia de varios mediadores bioquimicos mediante la toma de

muestras de fluido crevicular con puntas de papel.
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5.3. Objetivos

Los objetivos del presente trabajo fueron:

1/Evaluar la expresiéon de ciertos marcadores bioquimicos en el fluido crevicular: RANK,

OPG, OPN, TGF-B1, TNF-a, CT, IL-1B, IL-6, OC.

2/ Evaluar la expresién de RANK, OPG, OPN y TGF-B1 en el fluido crevicular del lado de

presién y de tensién durante el movimiento ortoddncico inicial.

3/ Validar una técnica no utilizada hasta el momento en ortodoncia para medir varios
mediadores bioquimicos al mismo tiempo pertenecientes a una misma muestra

(Searchlight).

4/ Evaluar la presencia de calcitonina en el fluido crevicular del lado de presion y de

tension durante el movimiento ortoddncico inicial.

5/ Evaluar la relacién entre los niveles de calcitonina detectados en el FGC y la

percepcién de dolor por parte del paciente durante el movimiento ortodéncico.
6/ Evaluar la utilizaciéon de dos soluciones buffer diferentes para la deteccién de varias

citoquinas inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-&, OPG, OPN, OC) al mismo tiempo en fluido

crevicular mediante técnica de citometria de flujo con Luminex.
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6. Material y métodos. Resultados
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6.1. Estudio |

“Marcadores bioquimicos del metabolismo éseo en fluido gingival crevicular

durante el movimiento ortodéncico temprano”

Resumen

Objetivo: Evaluar la expresion del receptor activador para el factor nuclear kB (RANK),
osteoprotegerina (OPG), osteopontina (OPN), y factor de crecimiento transformante B1
(TGF-B1) en fluido gingival crevicular (GCF) de dientes sujetos a la accidén de fuerzas
ortoddncicas.

Material y Métodos: Estudio piloto clinico randomizado sobre 10 voluntarios sanos con

disefio de boca partida. Se colocaron gomas eldsticas de separacién entre segundo
premolar y primer molar, con el cuadrante contralateral como control. Las muestras de
GCF se recogieron en lado de presién y tensién previo a la colocacién de las gomas de
separacion, a las 24 horas y a los 7 dias de la colocacién de las mismas. Los volimenes de
las muestras de GCF se midieron con un Periotron 8000 y se determinaron las
concentraciones totales de proteinas. También se analizaron los niveles de RANK, OPG,
OPN y TGF-B1 con un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima multiple (ELISA
multiple).

Resultados: Las localizaciones control permanecieron sin cambios a lo largo del estudio.
Por el contrario, la concentracién de OPG disminuyd significativamente en el lado de
presion a las 24 horas, y la cantidad de concentracién de RANK se diferencié
significativamente entre localizaciones control, presién y tensién a los 7 dias. Los niveles
absolutos de TGF-B1 también se vieron incrementados significativamente en el lado de
presion a los 7 dias al compararlos con el lado de tension.

Conclusién: El metabolismo 6seo se ve afectado por la aplicaciéon de fuerzas sobre los
dientes por medio de gomas de separaciéon. Se produce un incremento de la expresién

de mediadores de la reabsorcién ésea (RANK 'y TGF-B1) y disminucidn en la expresién de
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mediadores de la formacién ésea (OPG) en el lado de presion.
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Original Article

Biochemical markers of bone metabolism in gingival crevicular fluid during

early orthodontic tooth movement

German Barbieri?; Patricia Solano®; Jose Antonio Alarcénc; Rolando Vernal®¢; Judith Rios-Lugo®;

Mariano Sanz'; Conchita Martin®

ABSTRACT

Objective: To evaluate the expression of an activator of nuclear factor-kappa (RANK),
osteoprotegerin (OPG), osteopontin (OPN), and transforming growth factor B1 (TGF-B1) in
gingival crevicular fluid (GCF) of teeth subjected to orthodontic forces.

Materials and Methods: A randomized, pilot clinical trial including 10 healthy volunteers was
conducted using a split-mouth design. Orthodontic elastic separators were placed between the
second premolar and first molar, with the contralateral quadrant serving as a control. The GCF
samples were collected from the tension and compression sites at baseline, 24 hours, and 7 days
after the placement of separators. The GCF sample volumes were measured using a Periotron
8000, and total protein concentrations were determined. Levels of RANK, OPG, OPN, and TGF-31
were also analyzed using a multiplex enzyme-linked immunosorbent assay.

Results: The control sites remained unchanged throughout the study. In contrast, the
concentration of OPG significantly decreased at the compression site by 24 hours, and the
amount and concentration of RANK differed significantly between the control, compression, and
tension sites after 7 days. A significant increase in absolute TGF-31 levels was also detected at the
compression site versus the control and tension sites after 7 days.

Conclusion: Bone metabolism is affected by application of force to the teeth by elastic separators.
Both increased expression of bone resorptive mediators (eg, RANK and TGF-31) and decreased
expression of a bone-forming mediator (eg, OPG) on the compression side were detected. (Angle

Orthod. 2013;83:63-69.)
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INTRODUCTION

It has been hypothesized that periodontal ligament
(PDL) cells that are stimulated by orthodontic forces
produce local factors that participate in the mainte-
nance and remodeling of the ligament and that affect
the metabolism of the adjacent alveolar bone." Using
both in vivo?® and in vitro®” studies, investigators have
tried to elucidate the molecular patterns associated
with orthodontic tooth movements in animals and
humans. As a result, signaling pathways responsible
for bone resorption and bone formation have recently
been elucidated. Three novel members of the tumor
necrosis factor (TNF) ligand and receptor superfami-
lies, including the receptor activator of nuclear factor-
kappa B ligand (RANKL), the receptor activator of
nuclear factor-kappa B (RANK), and osteoprotegerin
(OPG), have been found to play key roles in the
modulation of bone resorptive processes. These
processes involve differentiation, activation, and func-
tion of osteoclasts, with interactions between RANKL
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Table 1. Mean Values for Receptor Activator of Nuclear Factor-kB (RANK) of the Control Sites and Tension/Compression Sites at Different
Time Points: Intragroup and Control versus Tension/Compression Site Comparisons?®
RANK
TG TG
CG Buccal CG Lingual TG Tension ~ Compression CG Buccal CG Lingual TG Tension Compression
Baseline (1) Baseline (2) 24 h (3) 24 h (4) 7 d (5) 7 d (6) 7d(7) 7 d (8)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

pg 3.32 3.74 1.66 352 27 4.02 372 435 1.44 236 2.58 3.55 6.02 7.78 3.6 6.07
pg/ul 994 1395 546 1211 7.06 1046 658 7.22 6.87 16.31 6.6 9.42 1517 1745 475 7.65

po/ng  4.52 5,58 0.52 1.64 3.13 461 128 278 0.32 1.02 026 0.82 8.73 1742 114 271

@ CG indicates control group; TG, test group; RANK, receptor activator of nuclear factor-kappa.

*P = .05.

and RANK (a receptor on the cell surface of
osteoclasts and osteoclast precursors) leading to
stimulation of proliferation and inhibition of apoptosis.
Moreover, OPG is another receptor produced by
osteoblasts that can inhibit RANKL/RANK interactions
and modify the effects of RANKL.

Various cytokines, such as transforming growth factor-
B (TGF-B) and interleukin-1 (IL-1), can also modulate
bone metabolism by stimulating macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF) production. As a result, the
number of pre-osteoclastic cells increases and RANKL
expression is enhanced.® TGF-B has been shown to
increase the production of OPG® and to stimulate the
expression of RANK through pre-osteoclastic cells, thus
increasing osteoclastic sensibility to RANK-L."® However,
contributions by TGF-3 are controversial. Despite being
characterized as an inhibitor of osteoclast precursor
recruitment and a mediator of suppressed osteoclast
activity,”"® other authors have suggested that TGF-3
may contribute to the induction of bone resorption.™
Osteopontin (OPN) is another molecule that has been
linked to bone resorption via promotion of osteoclast
adhesion to the osseous matrix.'® Correspondingly, bone
resorption is inhibited in OPN knockout mice."”

Gingival crevicular fluid (GCF) is an osmotically
mediated inflammatory exudate present in the gingival
sulcus. When inflamed, this region tends to increase in
volume and exhibit increased capillary permeability. It
is hypothesized that mechanisms of bone resorption

are related to the release of inflammatory mediators
present in GCF. Accordingly, various studies have
attempted to clarify the molecular mechanisms affect-
ed by orthodontic tooth movement by performing
biochemical analyses of GCF and markers related to
bone resorption, including interleukin-113, interleukin-6,
interleukin-8, prostaglandin E2, tumor necrosis factor-
o, substance P, and B-glucuronidase.’®*° However,
these results have been inconclusive. In some studies,
only one side of a tooth'2® versus two sides (eg,
compression and tension)'®242> were evaluated, or
only one time point®*®* was analyzed, or consecutive
sampling at only one site was used to obtain larger
GCF samples.?® All of these factors have limited the
overall understanding of the biology of bone resorption
and apposition during orthodontic movements.
Therefore, the objective of this pilot study was to evaluate
the expression of RANK, OPG, OPN, and TGF-31 in GCF
volumes obtained from teeth subjected to early orthodon-
tic forces and to compare the expression of these markers
between tension and compression sides, as well as be-
tween buccal and lingual sides, at different time points.

MATERIALS AND METHODS
Study Sample

Subjects between 20 and 50 years old who were in
overall good health and had contact points on both
sides of test and control molars were eligible for this

Table 2. Mean Values for Osteoprotegerin (OPG) of the Control Sites and Tension/Compression Sites at Different Time points: Intragroup and
Control versus Tension/Compression Site Comparisons®

OPG
TG TG
CG Buccal CG Lingual TG Tension  Compression CG Buccal CG Lingual TG Tension Compression
Baseline (1) Baseline (2) 24h (3) 24 h (4) 7d(5) 7d (6) 7d(7) 7d(8)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
pg 176 164 241 1.78 146 117 118 085 1.3 115 236 164 162 1.51 122 0.77
pg/ul 6.2 519 6.73 447 405 335 242 215 6.11 797 672 412 422 467 242 211
pg/ng 2.7 3.63 1.7 216 125 088 081 133 094 1.35 166 2 1.91 269 082 097
@ CG indicates control group; TG, test group.
* P = .05.
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Statistics

Control Sites/Time Comparisons 24 h Control/Test Comparisons

7 d Control/Test Comparisons Test Sites/Time Comparisons

(1) vs (2) vs (5) vs (6) (1) vs (3) vs (4) (5) vs (7) vs (8) (3) vs (4) vs (7) vs (8)
P Value
.631 .902 .037* 426
.609 .902 210 .551
.076 .228 .023* .160

study. Subjects were excluded if they were smokers,
had gingivitis, had probing pocket depths =4 mm, had
loss of clinical attachment =2 mm in the selected or
adjacent teeth, or had taken anti-inflammatory or
antibiotic medications within the previous 6 months. A
total of 10 healthy, adult volunteers (five men, five
women) were selected to participate in this pilot study,
and they ranged in age from 22 to 29 years. For each
volunteer, one first molar was randomly selected as a
test tooth, and the contralateral molar served as control.

Study Design

Two weeks before the beginning of the study, the
selected volunteers were informed of the objectives of
the study, and they indicated their agreement to
participate by signing an informed consent form that
had been approved by the Ethical Committee of our
institution. The volunteers were then subjected to a
supragingival prophylaxis and were given oral hygiene
instructions to follow at home for procedures to
eliminate inflammation. The study lasted for 7 days
and involved three visits. At the first visit (baseline), the
Silness and Loée Plaque (Pl) Index, Lobene Modified
Gingival Index (Gl), and Bleeding on Probing (BOP)
Index were recorded for the control molar and for
adjacent teeth at six sites per tooth. The BOP Index
was evaluated after GCF sampling to avoid possible
variations. GCF samples were subsequently obtained
at mesiobuccal and mesiolingual sites of control

Table 2. Extended

molars. An orthodontic elastic separator was then
placed at the mesial site of test molars.

At 24 hours and 7 days later, same clinical
measurements were recorded for the control molar,
test molar, and adjacent teeth. GCF samples were
obtained from mesiobuccal and distobuccal sites of
test molars at each visit. At the latter visit, the
orthodontic elastic separators were removed.

GCF Sampling

GCF samples were collected using periopaper strips
(Harco, Tustin, Calif). Samples were collected at the
mesiobuccal and mesiolingual sites of control molars at
baseline and at 7 days, and the test molar samples were
obtained 24 hours and 7 days after placement of elastic
separators at the mesiobuccal (tension side) and disto-
buccal (compression side) sites. Teeth were isolated with
cotton rolls, cleaned of plaque deposits, and dried gently
with air before paper strips were applied 1 mm subgingi-
vally for 30 seconds. The volume of the sample on the
paper strips was measured using a calibrated Periotron
8000 (Harco). The readings from the Periotron were
converted to an actual volume (microliters) by reference to
the standard curve calibrated with human serum.?”*

Biochemical Analysis

Each GCF sample was diluted in 100 pL 1% Triton X-
100/50 mM Tris-HCI (pH 7.5) (Sigma-Aldrich Chemie

Statistics

Control Sites/Time Comparisons 24 h Control/Test Comparisons

7 d Control/Test Comparisons Test Sites/Time Comparisons

(1) vs (2) vs (5) vs (6) (1) vs (3) vs (4) (5) vs (7) vs (8) (3) vs (4) vs (7) vs (8)
P Value
112 .590 .607 450
516 .018* .710 .076
.105 .092 .387 297
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Table 3. Mean Values for Osteopontin (OPN) of the Control Sites and Tension/Compression Sites at Different Time points: Intragroup and

Control versus Tension/Compression site Comparisons

OPN
TG TG
CG Buccal CG Lingual TG Tension ~ Compression CG Buccal CG Lingual TG Tension Compression
Baseline (1) Baseline (2) 24 h (3) 24 h (4) 7 d (5) 7 d (6) 7d(7) 7 d (8)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD

[os] 13.12 23.04 71 16.12  31.1 30.07 22.92 245 20.78 30.46 6.4 1486 735 138.56 34.64 65.19
pg/ul  26.86 4589 30.73 72.82 107.06 126.4 51.63 589 65.84 9247 1496 33.69 154.88 237.1 48.09 82.02
pg/ug 22.17 37.07 8.09 1743 33.16 39.16 16.91 33.84 10.72 21.41 2.2 6.96 126.04 313.6 14.77 2422

a CG indicates control group; TG, test group; OPN, osteopontin.
*P =.05

GmbH, Buchs, Switzerland) and centrifuged at
12,500 rpm for 5 minutes. This procedure was
repeated after the addition of another 100 pL of buffer,
resulting in a total volume of 200 uL. From these
samples, 135 uL was used to analyze protein levels of
RANK, OPG, OPN, and TGF-B31 using the Searchlight
System (Endogen, Pierce Biotechnology, Rockford,
ll); 5 uL was used to quantify the total amount of
protein present using a spectrophotometer (NanoDrop
ND-1000, NanoDrop Technology, Wilmington, Del);
and 65 uL was stored at —80°C.

The amount of each biomarker was determined in
picograms (pg). Cytokine concentration (pg/uL) was
calculated from the volume of GCF according to the
following formula: Cytokine concentration (pg/uL) =
Total amount cytokine (pg)/Volume GCF (uL). Con-
centrations were also normalized for the protein
content of the samples and given as pg/ug protein,
according to the following formula: Cytokine concen-
tration (pg/ug) = Total amount cytokine (pg)/Protein
concentration in GCF (ug).

Data Analysis

The Friedman test (nonparametric repeated mea-
sures analysis of variance) and Dunn’s multiple
comparisons test as post hoc were used to evaluate
the statistical significance (P < .05) between mea-
surements for the control sites at the different time

points as well as differences between and within
measurements for the control and test sites (tension
and compression) for the three time points.

RESULTS

The volume of GCF samples ranged from 0.1 to
0.9 uL. The mean value was 0.4 puL (SD = 0.3 pL).

Clinical gingival condition was evaluated at the
baseline and during the experimental period. All
patients maintained good oral hygiene throughout the
study. No significant changes in the PI, Gl, or BOP
indexes were found.

GCF values recorded for control and test sites at
various time points are listed in Tables 1 through 4. At
the control sites, there were no differences between
the values recorded for buccal and palatal/lingual sites,
or between values recorded at different visits, for any
of the four markers investigated. Therefore, although
control sites were not assessed at 24 hours, control
baseline values were used to test for differences
between the control and test sites at 24 hours.

RANK levels (Table 1) at the control (baseline
values) and test sites detected 24 hours after insertion
of an orthodontic elastic separator were not statistically
significant. However, after 7 days, statistically signifi-
cant differences (P = .037) were identified between
tension, compression, and control sites in regard to
total cytokine levels (measured in picograms) and in

Table 4. Mean Values for Transforming Growth Factor-81 (TGF-B1) of the Control Sites and Tension/Compression Sites at Different Time
Points: Intragroup and Control versus Tension/Compression Site Comparisons

TGF-B

TG TG
CG Buccal CG Lingual TG Tension  Compression CG Buccal CG Lingual TG Tension Compression

Baseline (1) Baseline (2) 24 h (3) 24 h (4) 7 d (5) 7 d (6) 7d(7) 7 d (8)
Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD Mean SD
pg 40.94 19.67 28.66 18.72 29.8 8.85 36.56 16.25 29.97 15.01 50.58 69.21 30.74 18.62 49.56 21.52
pg/ul  173.43 155 99.29 71.69 9149 51.31 74.83 4581 149.49 2309 144.69 1924 836 5543 99.37 61.33
pg/ug 52.37 4057 24.36 29.47 26.48 13.78 23.12 2864 31.71 30.97 19.94 2354 2946 24.32 39.85 50.01

2 CG indicates control group; TG, test group; TGF-B1, TGF-B1 Transforming Growth Factor - 31.

*P=.05 * P=.01.
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Statistics

Control Sites/Time Comparisons 24 h Control/Test Comparisons

7 d Control/Test Comparisons Test Sites/Time Comparisons

(1) vs (2) vs (5) vs (6) (1) vs (3) vs (4) (5) vs (7) vs (8) (3) vs (4) vs (7) vs (8)
P Value
.642 .307 .469 .959
.166 .086 .529 .603
.260 .562 417 .661

regard to the ratio of RANK levels relative to total
protein levels (pg/ug) (P = .023). However, post hoc
tests did not identify significant two-by-two differences.
No differences were found between compression and
tension sites at 24 hours or 7 days.

For OPG (Table 2), a statistically significant differ-
ence (P = .018) in GCF values recorded at 24 hours for
tension, compression, and control (baseline values)
sites was observed when results were expressed as pg/
mL. Moreover, a post hoc test identified concentrations
of OPG that were statistically significantly higher (P
<.05) in control sites versus compression sites at the
24-hour point. Regarding the test molar, there were no
differences between compression and tension sites at
any time. In contrast, values recorded for OPN (Table 3)
showed no significant differences between any of the
values recorded at any of the time points evaluated.

For TGF-B1 (Table 4), no differences were found
between the GCF values recorded at the baseline
24-hour time point. However, after 7 days, statistically
significant differences (P = .006) between the tension,
compression, and control sites were detected when
the results were expressed as total amount of TGF-31
(pg). Moreover, protein levels were significantly higher
at the compression test site than at the tension test site
(P < .05) or the control site (P < .05) according to
Dunn’s multiple comparisons test.

In regard to the test sites, GCF TGFB31 values for
tension and compression sites at the time points

Table 4. Extended

evaluated showed statistically significant (P = .04)
differences in total cytokine levels (measured in
picograms), although the post-test for multiple com-
parisons did not identify any statistically significant
differences in the two-by-two analyses performed.

DISCUSSION

Recently, RANKL, RANK, OPG, and other signaling
pathways have been shown to have important roles in
bone metabolism. However, because these molecules
are expressed at low levels, sensitive methods of
detection are needed. In this study, multiplex sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay technology was
used and provided a sensitivity of <1 pg/uL. Further-
more, to provide an accurate evaluation of the
biochemical profile obtained from these assays, the
total amount of a given cytokine in each sample
(measured in picograms), the amount of marker relative
to the total amount of protein (pg/ug), and the marker
concentration relative to the volume of GCF (pg/uL) #°
were determined. A reason to show our results in these
three ways is the lack of an internal method error
analysis for the GCF sampling and quantification, which
could make it unclear how much of these variations are
due to biological processes or to random error. In an
attempt to reduce this bias, the Periotron was always
calibrated before GCF sampling.?”8

As a pilot experiment for detecting GCF components
after the application of force to the teeth by means of

Statistics

Control Sites/Time Comparisons 24 h Control/Test Comparisons

7 d Control/Test Comparisons Test Sites/Time Comparisons

(1) vs (2) vs (5) vs (6) (1) vs (3) vs (4) (5) vs (7) vs (8) (3) vs (4) vs (7) vs (8)
P Value
.392 910 .006** .041*
.669 120 974 753
.060 114 974 .643
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elastic separators, this study included a small sample
size, measurements of both tension and compression
sides, one sampling per site, and a very simple initial
tooth displacement (eg, insertion of an elastic separa-
tor). In addition, only two time intervals were evaluat-
ed—baseline and 7 days for the control sites, and
24 hours and 7 days for the test sites—because these
time points were used in similar studies and provided
the most significant changes for other biochemical
factors.?5¢ Although this is a limitation of the study, the
fact that the control-site values remained stable during
the study, considering both time and tooth aspects
(buccal and lingual), could reduce this shortcoming.

Although no clinical differences in gingival inflam-
mation could be detected during the study, the
insertion of elastic separators may induce an unde-
tectable subclinical inflammation.® This fact points out
the need for control sites to be used as reference,
especially after the 7-day period. Another factor that
could have prevented us from finding gingival changes
could be the type of the patients that participated in the
study (healthy young volunteers).

For the control sites, no significant changes were
observed for any of the markers studied, including the
comparison of buccal and lingual sites and the buccal
and lingual sites at various time points. These results
suggest that these markers are only expressed when
significant alterations in bone metabolism occur.

Statistically higher concentrations of OPG were
detected in control sites versus compression sites at
24 hours, yet these changes were not maintained at
7 days. These results, and those of other studies,®?23
suggest that a lower concentration of OPG, a marker
associated with bone apposition, is present at sites
where bone resorption appears (eg, compression sites).
Similarly, RANK results also demonstrated significant
differences between test and control sites at the 24-hour
time point, which were not maintained through the 7-day
time point. These results indicate that RANK may have
a short-term role in bone changes that occur when
orthodontic forces are applied.

The observation that TGF-B1 was present at
statistically higher concentrations in compression sites
versus tension sites at the 7-day time point suggests
that TGF-B1 plays a role in bone destruction, a finding
reported by other authors.''® However, these results
are in contrast with those of Garlet and colleagues,®®
who reported increased levels of this marker in
compression and tension sites versus control sites,
but not between tension and compression sites.

CONCLUSIONS

« Changes in bone metabolism after insertion of an
elastic separator included higher levels of bone
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resorptive mediators (eg, RANK and TGF-B31) and
lower levels of bone forming mediators (OPG).
Moreover, the dynamics of these changes occurred
over the short term (24 hours) and long term (7 day).
» Further studies are needed to elucidate additional
dynamics and signaling pathways of biological
processes that occur during orthodontic movements.
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6.2. Estudio I

“Niveles de calcitonina en fluido gingival crevicular y evaluacién del
disconfort durante el movimiento ortodéncico temprano en pacientes

jovenes”

Resumen

Objetivos: Investigar por primera vez los niveles de calcitonina (CT) en fluido gingival
crevicular (GCF), sus variaciones durante el movimiento ortodéncico temprano tanto en el
lado de presion como en el de tensién, y su posible asociacién con el dolor
experimentado con este tratamiento.

Disefo: Quince jévenes (edad media: 12.6 afios) con requerimiento de cierre de diastema
entre incisivos centrales superiores. Recogimos GCF de los lados de presién y tensién del
incisivo central superior derecho (experimental) y primer premolar (control), antes y
después (1h, 24h, 7d, 15d) del inicio del tratamiento. Los niveles de calcitonina fueron
determinados mediante western blot. La intensidad del dolor se midi6 mediante una
escala analdgica visual.

Resultados: Los niveles de calcitonina fueron mayores en el lado de presién respecto al
control a los 7 dias (p = 0.014). Comparaciones intragrupo mostraron un incremento de
CT entre Th y 7d (680.81 + 1672.60 pg/30s, p = 0.010) en el lado de presiéon. No se
encontraron cambios significativos en el lado de tensién y control. Los niveles de
calcitonina y la intensidad del dolor se asociaron inversamente durante el periodo desde
las 24h a los 15d (r = -0.54, p = 0.05).

Conclusiones: Los niveles de CT en GCF aumentaron significativamente en el lado de

presion al poco tiempo de aplicar fuerzas ortoddncicas. Estos cambios se asociaron
inversamente con el dolor dental percibido por los pacientes durante el periodo

comprendido entre 24h y 15d.
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Objectives: To investigate the previously unreported presence of calcitonin (CT) levels in
gingival crevicular fluid (GCF), its variations during initial orthodontic tooth movement in
both tension and compression sites, and its possible association with the experienced
dental pain.

Design: Fifteen children (mean age: 12.6 years) requiring orthodontic closure of the upper
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midline diastema were included. We collected GCF from the compression and tension sites

of the upper right central incisor (experimental) and first bicuspid (control), before and after
(1h, 24 h, 7 d, 15 d) beginning of treatment. Calcitonin levels were determined by Western
blot. Pain intensity was assessed using a visual analogue scale.

Results: Calcitonin levels were higher in the compression site versus the control site at 7 d
(p=0.014). Intragroup comparisons showed an increment of CT between 1h and 7d
(680.81 + 1672.60 pg/30's, p =0.010) in the compression site. No significant changes were
found in the tension and control sites. Calcitonin levels and pain intensity were negatively
associated during the period from 24 h to 15d (r = —0.54, p = 0.05).

Conclusions: CT levels in the GCF significantly increased in the compression site after the
short term after application of orthodontic forces. These changes were negatively associat-
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ed with the perceived patient’s dental pain during the period from 24 h to 15d.
© 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.

secondary messenger. This receptor is frequently located in
osteoclasts, renal tubular, and neural cells, In response to a
rise in blood calcium levels, CT is released and decreases these

1. Introduction

Calcitonin (CT), a 32-amino acid polypeptide hormone
produced by C-cells of the thyroid gland, is involved in bone
homeostasis. Calcitonin binds to a 7-membrane-spanning
array G protein-coupled receptor with calcium acting as

levels, mainly through the inhibition of osteoclast-mediated
bone resorption,’ the decrease of calcium tubular reabsorp-
tion,? and the regulation of 1,25-dihydroxyvitamin D3 produc-
tion in the kidney.? In vitro and in vivo studies have shown
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that CT has a potent inhibitory effect on osteoclasts, where it
inhibits cell motility, actin ring formation, and bone resorptive
mechanisms.*?

Calcitonin also has analgesic properties, especially on
bone-related pain,®® although its mechanism of action
remains unclear. Three hypotheses have been proposed to
explain this powerful analgesic effect: a direct central nervous
system action involving calcitonin-binding receptors,®* a
peripheral mechanism inhibiting the synthesis of PGE, and
thromboxane,'™'? and an increase in plasma B-endorphin
levels.”1113

Orthodontic tooth movement takes place by a combina-
tion of bone apposition in the tension side and bone
resorption in the compression side after the application of
mechanical forces on teeth.’®' During this biological
process, many biochemical markers, either related with bone
resorption (e.g. IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-q, substance P, NTx, and
B-glucouronidase) or with bone formation (e.g. osteocalcin
and leptin) can be found in the gingival crevicular fluid
(GCF).*%72° Analysis of the GCF can also reveal information on
the cellularresponse of the surrounding periodontal ligament
and bone metabolic changes that occur during orthodontic
treatment.

Although CT actively intervenes in bone metabolism and is
secreted under conditions of increasing bone resorption,* to
our knowledge, the CT levels in GCF during orthodontic tooth
movement have not been investigated. It is, therefore, the aim
of this investigation: (1) to assess whether CT can be detected
in the GCF of both the tension and compression sides of teeth
under orthodontic movement; (2) to measure CT levels during
the early phase of orthodontic movement; and (3) to find
possible associations between the CT levels in GCF and the
patient’s perceived intensity of pain during orthodontic tooth
movement.

2. Materials and methods

2.1. Subjects

Fifteen young patients (8 female and 7 male; mean age: 12.6
years) presenting an upper midline diastema and requiring
orthodontic treatment participated in this study. All of the
patients met the following criteria: aged 10-15 years;
presence of an upper midline diastema > 1.5 mm; in good
general and oral health; without evidence of periodontal or
gingival disease, as demonstrated by presence of probing
depths < 3 mm, and no radiographic evidence of bone loss;
and without a record of antibiotic therapy within the last 6
months, or chronic anti-inflammatory drug medicationin the
month preceding the study. The parents of all patients were
informed on the characteristics of the study and agreed for
their children to participate by signing an EC-approved
informed consent form.

The sample size was estimated from data obtained in a
similar clinical study evaluating the biomarkers IL-1B,
substance P and PGE,.'® Under the assumption of a mean
difference of 0.10 pg at the 20 s sample and an expected pooled
standard deviation of 0.05, a sample size of 12 patients
provided a power of 0.8.

58

2.2.  Study design

Two weeks before the beginning of this prospective longitudi-
nal case series study, each participant received prophylaxis
and oral hygiene instructions. All participants indicated their
willingness to adhere strictly to these instructions. Patients
were instructed not to take any medications, including non-
steroidal anti-inflammatory drugs, during the study period.
Plaque control and motivation were performed during the
whole study.

Brackets (0.022 x 0.028 in. Mini Master, American Ortho-
dontics, Sheboygan, WI, USA) were placed on the buccal
surface of the upper central incisors. The upper midline
diastema was closed orthodontically by applying a force of
100 g with a pre-stretched elastomeric chain (Memory chain,
American Orthodontics, Sheboygan, WI, USA). The elasto-
meric chain was activated and tied at one of the two braces
using a 0.008-in. ligature wire once the 100 g force activation
was achieved. The magnitude was adjusted to produce
equivalent compressive stresses between subjects using an
orthodontic dynamometer (YS-31D Push pull gauge. YDM
CORPORATION, Saitama 355-0042, Japan). To reduce the
occurrence of vertical aligning movements, no arch-wire
was inserted in the bracket slot during this experiment.

The GCF was collected from the mesial (compression) and
distal (tension) sites of the upper right central incisor
(experimental) and from the mesial site of the right or left
upper first bicuspid (control), just before (0h, baseline) and
after (1 h, 24 h, 7 d, and 15 d) from the start of the orthodontic
treatment. At each appointment, the plaque index (PI),**
modified gingival index (GI)** and bleeding on probing index
(BOP)?® were assessed in experimental, control, and adjacent
teeth, just after GCF sampling.

Discomfort or pain was estimated by a visual analogue
scale (VAS) at each moment of the study, previous to GCF
sampling and assessment of periodontal indices.

2.3.  GCF sampling

The GCF samples were taken with periopaper strips (Harco,
Tustin, CA, USA). Selected teeth were isolated with cotton
rolls, cleaned of plaque deposits, and dried gently with air. The
paper strips were gently introduced subgingivally at 1 mm for
30 s. Each sample was placed in a centrifuge tube (Millipore
Ultrafree-MC) and stored at —80 °C until analysis. The volume
of the sample on the paper strips was measured using a
calibrated Periotron 8000 (Harco). The readings from the
Periotron were converted to an actual volume (microliters) by
reference to the standard curve calibrated with human serum.
2.4. Calcitonin determination

The CT level in GCF from experimental and control teeth was
analyzed by Western blot analysis with specific antibodies for
CT. On the day of analysis, the periopaper was diluted in 100 pl
of 1% Triton X-100 in 50 mM Tris-HCI (pH 7.5) (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Buchs, Switzerland) and centrifuged at
12,500 rpm for 5 min. Proteins were separated by 10% sodium
dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) in a Mini Protean II cell (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)



592

ARCHIVES OF ORAL BIOLOGY 58 (2013) 590-595

at 80V for 2h at room temperature and transferred to a
nitrocellulose membrane (15V at room temperature for
20 min). Blots were treated with blocking solution (PBS, 5%
nonfat milk) for 1h at room temperature and then reacted
with a CT mouse monoclonal IgGl antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) at 1:100 dilution
overnight at 4 °C. Membranes were washed (10 min in 5%
PBS) 3 times and incubated for 1h with a horseradish
peroxidase-conjugated anti-mouse IgG (Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA) diluted at 1:200.

Protein-antibody complexes were visualized by enhanced
chemiluminescence (ECL, Bonus, Amersham, Little Chalfont,
UK). Relative amounts of CT were determined by densitomet-
ric analysis with Quantity One 1-D analysis software (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). All of the GCF samples were run in
duplicate. The levels of CT were reported as the total amount
(in pg) per 30 s sample.

2.5. Evaluation of discomfort or pain

A baseline questionnaire-based interview was established to
evaluate the previous experience of each patient with general
and dental pain. Previous experience of general pain was
evaluated with a 100-mm VAS, with two end-points, labelled
“nopain” on the left and “worst pain” on the right.?* The same
scale was used to assess dental pain relative to previously
experienced situations.

Discomfort or pain during the study period also was
evaluated with VAS. Patients indicated their current level of
spontaneous pain intensity and experienced pain while
clenching with cotton rolls for the experimental and control
teeth.
2.6.  Statistical analysis
Longitudinal changes of GCF CT levels were expressed as
percentages of baseline values (0h). After testing for
normality, repeated measures ANOVA with post hoc tests
were used to compare differences between sites (tension,
compression, and control) and to analyze intragroup
differences between time points (1-24h, 7d, or 15d; 24h
to 7 d or 15 d; and 7-15 d). Multiple linear regression analysis
was performed to reveal correlations between the GCF CT
level and pain intensity, and between pain intensity and
previously experienced general and dental pain. SPSS 19.0
software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) was used for statistical
analysis.

3. Results

All patients maintained good oral hygiene throughout the
study. No significant changes in PI, GI, or BOP were found at
any time point at any site.

Patients showed a central diastema that ranged from 1.5 to
2.4 mm (mean value: 1.86 mm, SD: 0.27 mm).

3.1. Longitudinal GCF CT changes

Table 1 shows descriptive statistics of CT levels, expressed as
the total amount per 30-s sample, in the tension and
compression sites of experimental teeth and in the mesial site
of control teeth. A pronounced increase in percent CT levels was
found from 1h to 7d in the compression site; these levels
remained fairly stable in the tension and control sites (Fig. 1).
Differences in longitudinal CT changes between sites,
expressed as the percentage of the respective baseline values
(0%), are shown in Table 2. A pronounced increment in the
percent CT level in the compression site compared to the
control site was detected at 7 d (p = 0.014). Intragroup compar-
isons also showed an increment of the percent CT levels
between 1h and 7 d (680.81 + 1672.60 pg/30 s, p = 0.010) in the
compression site. No significant percent differences were found
between the tension and control sites over time (Table 3).

The volume of GCF samples ranged from 0.1 to 0.9 pl.
Differences between sites and time points were tested. No
significant differences were found, although the pooled mean
values at baseline (mean =0.4 pl; SD =0.32 pl) were slightly
lower than during the study (mean = 0.67 pl; SD = 0.48 pl).
3.2 Evaluation of discomfort or pain
A questionnaire-based interview revealed that the strongest
previously experienced general pain was associated with
“spraining one’s ankle”, followed by “cutting one’s finger”.
The strongest previously experienced dental pain was
associated with “injection” and “drilling”. Substantial inter-
subject variation was observed for previously experienced
general and dental pain.

Fig. 2 shows the evolution of mean VAS pain scores for
experimental and control teeth throughout the study. In
experimental teeth, spontaneous pain intensity increased
from 1h to 24h, whereas pain intensity when clenching
cotton rolls increased substantially from the application of
orthodontic forces to 24 h. Pain intensity scores returned to

Table 1 - Descriptive statistics of calcitonin levels (pg per 30 s sample) at tension, compression and control sites

throughout the study.

Tension Compression Control
pg/30s pg/30s pg/30s
Mean SD Median Mean SD Median Mean SD Median

Baseline 23.0 34.4 13.5 5.7 4.4 6.0 25.9 25.9 18.0
1h 29.9 24.7 21.0 6.7 6.9 4.8 33.8 45.1 17.3
24h 36.3 44 .4 18.9 11.2 17.0 2.9 25.8 27.5 13.8
7d 43.7 64.4 14.3 38.2 32.0 26.0 21.8 23.6 12.9
15d 31.7 31.8 16.8 27.7 22.6 22.1 27.8 23.7 19.8
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Fig. 1 - Evolution of mean calcitonin values at tension,
compression, and control sites throughout the study
(p <0.05, “p <0.01).

initial values after 7 and 15 d, respectively. In contrast, VAS
pain scores for control teeth did not change over time. No
correlation between pain intensity during the study and
previously experienced general and dental pain was found.

A negative association was found between the percent CT
level increment and VAS scores of pain intensity changes
during clenching with a cotton roll in the experimental tooth
over the 24 h to 15 d period (r = —0.54, p = 0.05).

4, Discussion

This study aimed to investigate the previously unreported
presence of CT levels in GCF, its variations during initial
orthodontic tooth movement in both tension and compression
sites, and its possible association with the experienced dental
pain. This prospective case series has clearly shown that CT
levels in the GCF can be measured using western blot
biochemical analysis. Significant increases in percent CT
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Fig. 2 - Evolution of mean VAS scores and standard error
for each of the tested teeth.

levels were found in the compression site from 1 h to 7 d after
application of orthodontic forces. These changes in CT levels
were negatively associated with the perceived dental pain
change during clenching with a cotton roll in the experimental
tooth during the period from 24h to 15d. In contrast, no
significant changes in CT levels were found in the tension and
control sites.

The CT levels were reported as the total amount (pg) per 30-
s sample, which is consistent with previous similar investiga-
tions that have used total amounts rather than concentrations
of biomarkers, due to the inherent problem of the accurate
determination of GCF volume.?>?® Nevertheless, we cannot
rule out the possibility that the increased percent CT levels
found could be influenced by a potential increase in GCF
volume associated with orthodontic treatment.?”-?® However,
in our study no differences in GCF were found between sites
and time points.

Although CT values in the compression group were lower at
baseline relative to the other sites, the fact of expressing the

Table 2 - Differences between sites for calcitonin levels expressed as percentage of the baseline values at tension,

compression and control sites.

Tension-compression

Tension-control

Compression-control

Mean diff. SD p value Mean diff. SD p Value Mean diff. SD p value
1h —87.98 213.97 0.643 7.35 18.68 0.160 95.33 209.82 0.770
24h —484.80 1032.43 0.492 3.67 7.46 0.059 488.50 1031.29 0.770
7d ~772.40 1876.70 0.131 4.26 9.92 0.123 776.70 1874.87 0.014"
15d —727.50 2305.60 0.770 4.98 12.02 0.432 732.50 2301.16 0.160
" p<0.05.

Table 3 - Intragroup differences for levels expressed as percentage of the baseline values.

Tension Compression Control
Mean SD p value Mean SD p value Mean SD p value

1-24h 4.08 15.79 0.322 —392.74 828.93 0.547 0.401 0.99 0.160
1h-7d 3.652 8.9 0.492 —680.81 1672.6 0.010" 5.89 2.78 0.375
1h-15d 1.87 8.75 0.557 —637.7 2129.69 0.131 —0.505 1.89 1
24h-7d —0.428 9.25 1 —288.07 1081.17 0.193 0.158 0.47 0.275
24h-15d -2.21 9.28 0.846 —244.96 1756.6 0.160 —0.906 2.52 0.846
7-15d -1.782 3.41 0.129 43.11 782.79 0.695 —1.06 2.7 0.426
" p=001.
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results as the % of change relative to these basal values
overcomes these differences, which could be due to the
biological variability associated to GCF determination.

In this study, we attempted to assess the reported anti-
resorptive and analgesic activities of CT*®” during orthodontic
teeth movement through the analysis of GCF CT levels. The
observed rapid increase in percent CT levels at the compres-
sion site of the experimental teeth was probably due to
changes in the bone calcium homeostasis induced by the
orthodontic forces. In other words, the increment in calcium
levels at the compression site during active bone resorption
may have elicited the immediate increase in CT release.

Reported biological activities of CT include lowering serum
calcium concentrations in pathological states of increasing
bone resorption, mainly by inhibition of osteoclast activity.»*>
It is, therefore conceivable that a short-term stress exerted on
the periodontium by the orthodontic forcesinduced anincrease
in the GCF CT levels, which intervened in the bone remodelling
during the early stages of orthodontic tooth movement. GCF CT
levels may thus be considered a biomarker of bone remodelling
during early orthodontic tooth movement. Since no differences
in PI, GI, and BOP were found throughout the study, the
periodontal conditions did not influence the GCF CT levels.

The highest intensity of dental pain was reached at 24 h
after the beginning of orthodontic treatment, which is similar
to the results of previous studies.”®?3° As a novelty, we
introduced a functional task in the evaluation of perceived
dental pain: that of clenching with a cotton roll. In this study, a
negative association was found between the percent CT levels
and VAS pain score changes in the experimental tooth over the
period from 24 h to 15d. These results showed that, as CT
levels increase, dental pain decreases, what may indicate an
analgesic effect of CT in orthodontics-induced dental pain,
although the mechanism remains unclear. Several hypothe-
ses have been proposed to explain this powerful analgesic
effect of CT: a central action,>!° inhibition of PGE, and
thromboxane synthesis,'**? and stimulation of B-endorphin
release.”'>?3 In other studies assessing orthodontic-related
dental pain, the initial intensity of pain (at 1 h) was associated
with increased GCF PGE, and IL-1p levels.?>?® It will be
therefore interesting to determine whether the increase in CT
levels reported in this investigation would correlate with the
B-endorphin and PGE, levels in GCF.

This prospective clinical investigation has shown that CT
levels in the GCF significantly increased in the compression
site after the short term after application of orthodontic forces
and these changes were negatively associated with the
perceived patient’s dental pain during the period from 24 h
to 15 d after the application of orthodontic forces.
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6.3. Estudio Il

"Optimizacién de soluciones tampoén para el andlisis de citoquinas
inflamatorias en fluido gingival crevicular mediante citometria de flujo para

andlisis multiple”

Resumen

Objetivo: Someter a prueba dos soluciones tampdn para obtener un anélisis fiable y
reproducible de citoquinas inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a, OPG, OPN, OC), en fluido
gingival crevicular (GCF) mediante citometria de flujo.

Material y Métodos: Se recogieron muestras de GCF de voluntarios sanos con puntas de

papel (perio-paper) y se diluyeron en una solucién tampoén fosfato salina (PBS) o en otra
solucién tampodn tris hidrocloruro (Tris-HCI), con o sin la adiciéon de inhibidores de
proteasas (Pl). Se llevé a cabo un inmunoensayo para cotoquinas mediante citometria de
flujo (Luminex Xmap?®) generando curvas estandares.

Resultados: Las curvas estandares generadas con el uso de PBS demostraron mejores
ajustes para niveles de IL-1B, IL-6 y TNF-«, al compararlas con las correspondientes al uso
de Tris-HCI (p < 0.05).

Conclusiones: El uso de la solucién tampdén PBS con la adiciéon de inhibidores de

proteasas proporcioné mediciones fiables de biomarcadores inflamatorios en muestras de

GCF de voluntarios sanos.
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Abstract

Objective: the aim of this study was to test two buffer solutions in order to attain a reliable and reproducible
analysis of inflammatory cytokines (IL-1B, IL-6, TNF-a, OPG, OPN and OC), in gingival crevicular fluid (GCF)
by flow cytometry.

Material and methods: GCF samples from healthy volunteers were collected with perio-paper strips and diluted
either in phosphate buffered saline (PBS) or Tris-HCI buffer, with and without protease inhibitors (PI). Cytokine
immunoassays were carried out by flow cytometry (Luminex Xmap 2°°) generating standard curves.

Results: standards curves generated with the use of phosphate-buffered saline (PBS) demonstrated best adjust-
ment for cytokines IL-18, IL-6 and TNF- a levels, when using Tris-HCI (p<0.05).

Conclusions: The use of PBS buffer with the addition of PI provided reliable measurements of inflammatory bi-
omarkers in GCF samples of healthy volunteers.

Key words: Curve fitting, flow cytometer, immunoassay buffer, crevicular fluid, cytokines.

Introduction response to therapy (1). Among biomarkers, cytokines
The analysis of immunological biomarkers in GCF involved in the cellular inflammatory response (2) have
has been mostly used for research purposes, although been recognized as potentially useful diagnostic or
it has also been considered appropriate for a periodon- prognostic biomarkers of periodontal destruction (3).
tal disease diagnosis and the evaluation of the patient’s In the quantification of these cytokines in GCF, differ-
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ent analytical methods have been used providing very
heterogeneous results (4). Different factors have been
attributed to justify this heterogeneity including: the
sampling method, the contamination of the sample with
oral fluids, the buffer solution used to sample dilution
and maintenance condition, degradation of GCF pro-
teases, and the different cytokine identification me-
thods (4,5). Although most studies have used the filter
paper strips to collect GCF, this technique requires the
selection of the appropriate sites, the careful placement
of the perio-paper strips, the avoidance of any fluid
contamination and the suitable calibration of the fluid
volume measuring device (Periotron®) (6,7). Moreover,
since the amount of fluid collected is usually very small,
mostly in sites without a clear inflammatory status (1-2
pL), the assay sensitivity used for the cytokine detection
may be compromised (8). It is, therefore, important, to
find out the proper buffer to dilute the samples (usually
in volumes of 100-150 ml) that does not interfere with
the cytokine detection. Buffer solutions, due to their
chemical properties, may interact with the biochemical
components present in samples, or they may interfere
with non-protein substances, thus altering the results,
mainly with the use of immunoassay techniques (9).
Some important considerations when choosing a buffer
solution are the pH, the salts and detergents. The pH of
buffers; can affect protease activity solubility can be in-
creased with a moderate amount of salts; and the use of
any charged detergents will interfere with the analysis.
PBS buffer may help to minimize these variations and
give protein uniformity, maintaining a constant pH and
presenting the osmolality levels and ion concentrations
of the solution which usually match those of the hu-
man body (isotonic) (10). On the other hand, Tris-HCI,
because of its nature, possibly causes important vari-
ability and interactions between proteins and different
amine groups resulting in high background and false
signals. Proteins from GCF samples need to be extract-
ed efficiently and without degradation to make the best
use of a limited resource. However, protein extraction
inevitably compromises preservation. In order to avoid
proteolytic degradation, protease inhibitors are added
to ensure protein preservation (5), although they regu-
late different enzymatic reactions, such as proteolysis
of proteins, proteolysis of phosphatases converted into
proteolytic substrates, which may have catalytic re-
sponses and probably result in high degradation of sam-
ples. In research, enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and the ELISpot® have been the most com-
monly used analytical methods, based on the analysis
of each cytokine individually. This demands arduous
work and requires enough fluid volume in the sample
to provide aliquots for each analyte (11). Recently, the
introduction of bioassays allowing the simultaneous
assessment of multiple analytes, such as by multiplex-
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ing, have solved many of these drawbacks, although
research findings require the appropriate validation
and standardization, especially when used with clinical
samples (12). The FDA guidelines state the importance
of the adequate validation of the tests assessing biomar-
kers used in a patient’s diagnosis in order to ensure their
possible clinical benefit (13,14). The Luminex Xmap®®
(flow cytometer technique) is a new diagnostic method,
which has been used in laboratory assessment of cy-
tokines and hormones (15), allowing up to 20 cytokine
targets to be measured from one single sample.

The aim of this study is to validate the reliability of a
7-analyte multiplex assay (Luminex Xmap**’) by com-
paring two different common buffers used for diluting
GCF samples, with or without the addition of protease

inhibitors.

Material and Methods

- Subjects

11 healthy volunteers were selected from the Faculty of
Dentistry of the Complutense University of Madrid,
Spain. Subjects were informed about the objectives of
this study and they agreed to take part in it by providing
written informed consent prior to the sampling collec-
tion process.

- Sampling

Three GCF samples were collected from each subject
from the disto-buccal site of tooth 11 and the mesio-
buccal site of teeth 21 and 22. These samples were ran-
domly assigned to the three following dilution buffer
assignments: Tris, Tris+PI and PBS+PI. Another 5 sam-
ples of a healthy volunteer were collected from disto-
buccal (teeth 12 and 42) and mesio-buccal (teeth 21,
31 and 32) sites to make up the fourth group, the PBS
group. Upper and lower anterior teeth were selected in
order to avoid sample contamination with oral fluids
such as saliva or blood.

Perio® paper strips (Oral Flow Inc., #593520) were used
to collect GCF samples using the following technique :
once the sites were isolated with cotton rolls and gently
air-dried, the Perio® paper strips were inserted in the
gingival sulcus for 30 seconds. The paper strips were
then inserted in the Periotron 8000® device (Harco,
Tustin, CA, USA), previously calibrated to each indi-
vidual sample to obtain the fluid volume. Following
the randomization pattern described before, the strips
were placed in the vials containing the studied buffer
solutions (Tris, Tris+PI, PBS+PI and PBS) and were
centrifuged at 12,500 rpm for 5 minutes at 4°C. The
supernatants obtained were stored frozen at -80°C until
assayed.

- Immunoassay procedure

Before starting the bioassay, the samples were thawed
on ice and once ready for use, they were spun for 10
seconds and centrifuged at 1500 rpm for 15 seconds.
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Cytokine profiles were obtained using the X map**
device and processed through the commercial human
Luminex® kits (Millipore, Watford, UK) following the
manufacturer’s protocol . In summary, the wells of a
1.2 pum filter bottom 96-well microtiter plates were pre-
wetted with assay buffer, then 25uL of the sample and
25 uL of the selected buffer (PBS or Tris-HCI with or
without PI) were added to appropriate background,
standards and control wells according to the bioassay
standard curve. Plates were then incubated in 25 pL of
pre-mixed microbeads overnight on an orbital shaker at
4°C, washed twice with wash buffer and then, 25 pL of
biotinylated detector antibody was added to each well,
and incubated for 1 h at room temperature. Without
further washing, 25 uL of streptavidin—phycoerythrin
solution was added to each well, and the plates were
incubated for 30 minutes at room temperature on a plate
shaker, protected from direct light. Before the analysis,
microbeads were washed twice in wash buffer and sus-
pended in 100 pL/well of Luminex sheath fluid.

- Standard curve preparation

To prepare the antibody-immobilized beads, the bead
diluent (provided in the Millipore kit) was pre-warmed
to room temperature, sonicated and shaken for 1 minute.
This bead diluent together with 150 puL of analyte beads
were added to the Bead Mixing Vial until obtaining
3.0 mL of diluted beads. Serial dilutions of standards
in deionized water were performed (0- Background).
The levels (pg/mL) of the obtained standard curve are
shown in table 1. Before use, quality controls for each
cytokine were reconstituted with 250 pL of deionized
water, transferred to polypropylene tubes and allowed
to settle for 5-10 min.

Table 1. Standard curves of biomarkers for Luminex Xmap 2**

Standard | T1PIL-6 [ OPG | 0C OPN | TNF-u
(pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL)

1 0.49 2.08 17 61 04

2 2.00 8.30 68 244 15
3 7.80 320 | 2B 977 59
4 31 132.81 | 1094 | 3906 23

5 125 53125 | 4375 | 15625 94

6 500 2125 | 17500 | 62500 | 375

7 2000 8500 | 70000 | 250000 | 1500

- Statistical Analysis

The analysis included assessment of the buffer effect
(i.e. differences in mean levels of 1L-1B, IL-6, TNF-a,
OPG, OPN and OC between PBS and Tris-HCI) and
differences in the mean levels of same biomarkers (pg/
mL) with the same buffers with or without PI. These
comparisons were analyzed using the Mann-Whitney-
Wilcoxon test (non-parametric test applied to two inde-
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pendent samples) and Dunn’s Multiple Comparison test
as post-hoc analysis.

Results

Curve adjustment. Table 2 shows the R? cytokines curve
fitting for the different buffers analyzed (PBS and Tris-
HCI with and without PI). All standard curves of bi-
omarkers attained higher values of R? when using PBS
compared to Tris-HCl. When using Tris-HCI, curve
adjustment was often low, except for IL-6 and TNF-a,
(R*=0. 9178 and 0.9351 respectively), adjustment curve
of the other cytokines did not reach up to R?=0.9 value.
All data showed that the use of PBS with PI rendered the
best adjustment for IL-6; OPG; OC and TNF-a.
Cytokines Analysis. Cytokines IL-18, IL-6 and TNF-a
were more often detected when perio -paper strips were
diluted with PBS and PI, compared to those diluted with
Tris-HCI buffer (P= 0.0099; P= 0.0371 and P= 0.0284,
respectively).

In the group treated with PBS buffer, significantly high-
er levels of IL-6 (P< 0.05) were observed when PI was
added. For the rest of the cytokines (IL1-B, OC, OPG
and TNF-a), there were also higher levels when add-
ing PI, but differences were not statistically significant
(p>0.05).

Table 2. Results obtained of R2 in calibration curves of cytokines
using Tris-HCI and PBS with and without PI.

Tris-HC1 PBS

Cytokines | Without PI | With PI | Without PI | With PI
IL-1B 0.8424 0.9955 0.9982 0.9979

IL-6 09178 0.9856 0.9992 0.9996

OPG 0.8811 0.9797 0.9972 0.9976

0oC 0.8673 0.9924 0.9407 0.9674

OPN 0.8814 0.9981 0.9999 0.9993
TNF-o 0.9351 0.9971 0.9936 0.9942

Discussion

This study shows how positive it is to combine PBS
buffer with PI and flow cytometry (Luminex®) tech-
niques to obtain a standard curve and detection/quan-
tification of GCF cytokines. We have tried to achieve
high accuracy, and our range (biomarkers into GCF)
spans low orders of magnitude, so one way to set up
the standard curve was comparing two different buffers
adding or not PI into the buffer. During the optimiza-
tion process, several experimental parameters of impor-
tance for the method were detected. The affinity and
specificity of the antibody-receptor interactions can be
significantly altered because proteins present unwant-
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ed interactions depending on buffer chemical proper-
ties. Simultaneously, low signal strength provides poor
quantitative information, which can be compared when
using (or not) protease inhibitors into the buffer. To im-
prove this, PI were added to control unwanted catalytic
responses and thus improving the results of the assay.
When using Tris-HCL buffer, very low or non-detect-
able positive signals from IL-1p, OPG, OC and OPN
were observed. Analysis of IL-6 and TNF-a rendered
variable results with high background and false sig-
nals. This result may be due to buffer solubility. On the
whole, buffer solubility should be compatible with the
soluble protein of interest, coupling receptor chains in
unwanted protein-protein interactions and protein-non
protein interactions could lead to false signals. As it has
been proved, obtaining an optimum curve adjustment
by using PBS with PI added (IL-1B3, OPG, OPN, IL-6
and TNF-o) also showed high sensitivity leading to bet-
ter cytokine sample detection. PBS buffer improved the
antigen-antibody binding, which was achieved via re-
actions involving amino groups on the protein and the
carboxyl functional groups on the bead surface. Adding
PI to PBS rendered the best results detecting specifi-
cally IL-1B, IL-6 and TNF-a versus using PBS without
PI. This is probably due to the control of unwanted cata-
lytic responses, improving the amount of proteins and
coupling reactions protein, obtaining best coupling con-
ditions showing low background and obtaining reliable
simultaneous detection of cytokines. In conclusion, this
study has shown that GCF analysis is strongly influ-
enced by the composition of the buffer solution. Using
PBS as a buffer with PI added not only increases sen-
sitivity compared to Tris-HCI buffer, but also provides
optimal conditions of protein conjugation. PBS buffer
and PI can be used to investigate a broad range of cy-
tokines in inflammatory processes.
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El proceso bioldgico por el que un diente se mueve a través del hueso alveolar sigue
siendo una incégnita desde el punto de vista molecular. Cada dia esta incognita se hace
mas pequefa gracias al esfuerzo de muchos investigadores por descubrir nuevos
marcadores bioldgicos y la puesta a punto de los diferentes métodos diagndsticos que
existen para aplicar en este campo. Desde el primer estudio experimental que evidencié
el papel de las citoquinas en el movimiento ortodéncico, publicado por Davidovich y
colaboradores en 1988 (Davidovitch, Nicolay, Ngan, & Shanfeld, 1988), se han realizado
cintos de investigaciones con el objetivo de dilucidar las incégnitas que siguen existiendo
detrds del entramado de mediadores bioquimicos que favorecen la formacion vy
destruccion del hueso alveolar o, también denominado, remodelado éseo que se
produce durante el movimiento ortodéncico.

Esta serie de tres articulos pretende sentar las bases de una linea de investigacion que
ayude a descifrar todo este entramado de factores bioquimicos que intervienen en el
remodelado dseo, ya sea hacia la formaciéon o la destruccion ésea, durante el movimiento
ortodéncico.

Para conseguir este objetivo hay que centrar los esfuerzos en dos puntos bien
diferenciados; qué y cémo. Por un lado necesitamos saber qué queremos medir; qué
estamos buscando. Para ello nos tenemos que apoyar en la literatura publicada hasta la
fecha. Esta literatura la podemos dividir en tres bloques: estudios sobre biomarcadores
de formacién y destruccién 6sea a nivel general, estudios sobre factores bioquimicos
relacionados con el remodelado del hueso alveolar, y estudios que analizan este
remodelado alveolar bajo la aplicacion de fuerzas ortoddncicas. El segundo punto en el
que tenemos que centrar nuestros esfuerzos es en el cémo lo vamos a medir. Una vez
decidida la lista de moléculas que queremos estudiar tenemos que averiguar y tomar la
decisién sobre qué métodos diagnosticos pueden ser los méas adecuados para el estudio

de estos factores bioquimicos que estamos buscando.
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El primer articulo es un estudio piloto en el que pretendemos evaluar la presencia de
varios biomarcadores mediante una Unica toma de muestra y la utilizacion de una técnica
de medicién denominada Searchlight, que no deja de ser un ELISA para anélisis maltiple.
Entre sus ventajas destacan la menor cantidad de muestra necesaria, menor tiempo de
procesado y mayor facilidad de ejecucion (Bastarache et al., 2011). El inconveniente es
que si no se utiliza un kit estandar, la cantidad de muestra necesaria es un poco mayor
para permitir hacer comprobaciones de ausencia de interacciones entre los diferentes
antigenos y anticuerpos. Esta es la razén por la que utilizamos 135ul en lugar de la
cantidad minima recomendada por la casa comercial (Endogen, Pierce Biotechnology,
Rockford) que era de 50ul. Alun asi, sigue siendo una cantidad claramente inferior a la que
se utilizaria en 4 kits de ELISA convencionales que rondarian los 100ul por cada molécula
a estudiar. La razén de dar los resultados de tres formas diferentes viene dada por la falta
de uniformidad en la literatura. Por esta razén decidimos hacer la estadistica en base a:
cantidad total de la proteina a estudiar en la muestra (picogramos: pg), concentracién de
la molécula a estudiar en relacién al volumen de muestra adquirido (pg/pL), y cantidad
del biomarcador en relacién al nimero total de proteinas en la muestra (pg/pg). Asi, el
estudio simultdneo de RANK, OPG, OPN y TGF-B1 en el lado de presion, tensién y
control permitié obtener resultados estadisticamente significativos para todos excepto
OPN. La presencia de RANK demostré diferencias a los 7 dias entre los lados de presion,
tension y control en relacién a los niveles totales de citoquinas (picogramos) y también al
expresar los valores de citoquinas en relacién al nimero total de proteinas (pg/pg). Estas
diferencias no se evidenciaron al hacer el analisis estadistico post hoc dos a dos. Las
variaciones en los niveles de esta molécula afecta en general al sistema OPG/RANKL/
RANK cuya relacion con el remodelado éseo lleva investigandose desde 1997 (Simonet
et al., 1997). En el caso de OPG, las diferencias entre las tres localizaciones (tension,
presion, control) ocurrieron a las 24 horas al expresar los resultados en pg/pL. El estudio
post hoc demostré mayores niveles en el lado control que en el de presion. Este
resultado y el de estudios similares (Florez-Moreno, Isaza-Guzméan, & Tobdn-Arroyave,
2013; Kawasaki et al., 2006; Nishijima et al., 2006; Toygar et al., 2008) sugieren una

menor concentracion de OPG, marcador asociado con aposicién 6sea, en localizaciones
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donde se produce reabsorciéon dsea. Incluso estos valores coinciden con una revisién
sistematica publicada recientemente (Kapoor, Kharbanda, Monga, Miglani, & Kapila,
2014) en la que se puede observar que en la mayoria de los estudios en los que se
investiga la presencia de OPG, esta disminuye sus valores a las 24 horas.

Por ultimo, TGF-B1 evidencié diferencias a los 7 dias entre las tres localizaciones al
expresar los resultados en picogramos. Ademas, estos valores fueron mayores en el lado
de presién al compararlos dos a dos con el lado de tensién y control. Estos resultados
coinciden con aquellos estudios que consideran esta molécula relacionada con la
destruccién ésea (Itonaga et al., 2004, Pilkington et al., 2001).

Somos conscientes de que el disefio del estudio es complejo. Los controles se miden a
las O horas y 7 dias, mientras que los test (presién y tensién) a las 24 horas y 7 dias. La
razon fundamental que justifica la ausencia de controles a las 24 horas y de test a las O
horas es simplemente el intento de ubicar todas las mediciones en una Unica placa de 96
pocillos para obtener la mayor cantidad posible de datos. Al ser un estudio piloto,
asumimos la ausencia de diferencias entre control y test antes de la aplicacién de las
fuerzas (0 horas) en base a la literatura publicada hasta el momento (Dudic et al., 2006;
Kawasaki et al., 2006; Nishijima et al., 2006; Uematsu et al., 1996). De igual forma
consideramos la ausencia de cambios en las localizaciones control a lo largo del estudio
por lo que se omite la medicién a las 24 horas (Kawasaki et al., 2006; Nishijima et al.,
2006; Uematsu et al., 1996). También hay que decir que en este estudio no se
evidenciaron diferencias en los controles entre las 0 horas y los 7 dias, ni tampoco entre
las mediciones realizadas en vestibular y lingual para ninguna de las moléculas
estudiadas. Esto podria significar que estos marcadores se ven modificados tnicamente
cuando se producen alteraciones significativas en el metabolismo éseo. En todo caso, de
no tratarse de un estudio piloto lo ideal seria medir todas las localizaciones en cada
momento. Para completar esta informacion es interesante ver que de los 39 estudios
seleccionados en la revisién sistematica de Kapoor (Kapoor et al., 2014), en 12 de ellos
utilizan los valores iniciales como controles.

El segundo estudio centré nuestros esfuerzos en averiguar la presencia de calcitonina en

el fluido crevicular y valorar la posibilidad de la existencia de alguna diferencia entre el
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lado de presién, tensién y control al aplicar una fuerza ortoddncica. Al mismo tiempo
evaluamos la posibilidad de la existencia de relacién entre los niveles de calcitonina y la
percepcién de dolor por parte del paciente. En este caso el método de diagndstico
escogido fue el western blot, fundamentalmente por tratarse de un analisis muy testado y
fiable ya que la molécula en cuestion no habia sido medida previamente en estudios de
este tipo. Al contrario de lo que se esperaba, los valores iniciales no fueron similares
entre las diferentes localizaciones por lo que decidimos hacer el analisis estadistico en
funcién al porcentaje de cambios producidos en relacién a los valores obtenidos al inicio
del estudio. Esto pone aun mas en duda el disefio del primer estudio al no tomar
muestras de todas las localizaciones en baseline pero hay que reconocer que en ningun
momento pensdbamos encontrar estas diferencias. Incluso podria deberse
exclusivamente a esta molécula, la calcitonina, ya que en estudios previos los valores en
baseline eran mas parecidos entre las diferentes localizaciones para el estudio de
diferentes citoquinas (Dudic et al., 2006). De hecho, como se menciond previamente, en
un tercio de los estudios analizados en la Ultima revision sistematica realizada hasta la
fecha (Kapoor et al., 2014), utilizan como controles los valores obtenidos en baseline.

Los resultados evidenciaron el mayor incremento de niveles de calcitonina en el intervalo
entre 1 hora y 7 dias en el lado de presién. También se detectaron diferencias
estadisticamente significativas a favor del lado de presién respecto al de tensién a los 7
dias. Estos incrementos en el lado de presion concuerdan con estudios que reportan
actividad de calcitonina en situaciones de disminucién de la concentracién de calcio en
estados patolégicos de incremento de reabsorcién 6sea, fundamentalmente por medio
de la inhibicidn de la actividad osteoclastica (Marzia et al., 2006; Nakamura et al., 2005;
A. G. Turner et al.,, 2011). Todo esto hace pensar que la calcitonina participa en el
remodelado 6seo y en su equilibrio, ya que se considera una hormona relacionada con la
disminucién de la destruccién ésea y pudimos detectar su aumento en el lado de presion,
justamente la zona donde se produce la destruccién dsea.

Respecto a la evaluacién del dolor experimentado por los pacientes y los niveles de
calcitonina, se demostrd una relacién negativa. Es decir, los mayores incrementos en los

niveles de calcitonina coincidieron con la disminucién de las molestias experimentadas
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por los pacientes. Esto concuerda con la literatura que identifica a esta hormona como
anti-reabsortiva y analgésica (Knopp-Sihota et al., 2012; Ofluoglu et al., 2007; A. G.
Turner et al., 2011). No se conoce con exactitud las razones de este efecto analgésico
pero entre las diferentes hipotesis destacan aquellas que defienden una accién central
(Azria, 2002; Nakamoto, Soeda, Takami, Minami, & Satoh, 2000), inhibicion de la sintesis
de PGE; y tromboxano (Ceserani, Colombo, Olgiati, & Pecile, 1979; Pecile, 1992), y la
estimulacion de liberacion de B-endorfina (Franceschini, Cataldi, Barreca, Salvemini, &
Rolandi, 1989; Ofluoglu et al., 2007; Pecile, 1992). Todo lo contrario parece ocurrir con
otros mediadores inflamatorios como es el caso de la IL-1B. Probablemente sea la
interleuquina mas estudiada en el campo del remodelado del hueso alveolar y la mayoria
de los estudios coinciden en que su pico suele producirse a las 24 horas (Kapoor et al.,
2014). Precisamente en ese momento se producen las mayores molestias detectadas por
los pacientes en nuestro estudio, resultado que coincide con los publicados por Dudic
(Dudic et al., 2006) y que lo relacionan con mayores niveles de IL-1B. Luppanapornlarp
fue un poco mas alld (Luppanapornlarp, Kajii, Surarit, & lida, 2010) y detectd que estos
incrementos de IL-1B eran ain mayores en relacion a la magnitud de las fuerzas (50gr Vs
150gr) y, por consiguiente, el dolor percibido por el paciente también era mayor.

El tercer y dltimo estudio tiene como objetivo evaluar la utilizacion de dos soluciones
buffer diferentes para la deteccién de varias citoquinas inflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-«,
OPG, OPN, OC) al mismo tiempo en fluido crevicular mediante técnica de citometria de
flujo con Luminex. Este método diagndstico se basa en un array de proteinas en fase
liquida donde los anticuerpos estdn unidos a unas microesferas. Se fundamenta también
en el principio del ELISA sandwich pero en vez de detectar quimioluminiscencia se
detecta fluorescencia (duPont et al., 2005; Elshal & McCoy, 2006; Nolan & Mandy, 2006).
Hay que asumir que todo método diagndstico es susceptible de error. Comenzando por
la propia toma de la muestra con una posible contaminacién con fluidos orales, pasando
por la eleccion del buffer para la dilucién de las muestras y el mantenimiento de las
condiciones optimas evitando la degradacién producida por las proteasas del fluido
crevicular, terminando por el propio método diagndstico que necesita seguir unos pasos

bien definidos y estrictos que no permiten variaciones (B. Turk, Turk, & Salvesen, 2002;
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Wostmann et al., 2008). Las ventajas de usar sistemas de deteccién multiple son claros:
ahorro de tiempo y esfuerzo, menor cantidad de muestra necesaria, menor cantidad de
material de deteccidn necesario con el consecuente ahorro econémico (Bastarache et al.,
2011; duPont et al., 2005; Elshal & McCoy, 2006; Moskowitz et al., 2012). A pesar de ello
son técnicas que requieren mucha puesta a punto, y esa es la razén de este tercer
articulo. En este caso se valoré la utilizaciéon de dos buffers diferentes con y sin la adicion
de inhibidores de proteasas. Al comparar el buffer Tris-HCI (tris hidroximetil aminometano
hidrocloruro) y el PBS (buffer fosfato salino o tampdn fosfato salino), los mejores
resultados se obtuvieron con el segundo de ellos. Al analizar el uso de inhibidores de
proteasas, en ambas soluciones tampdn mejoraron las curvas de deteccién al afiadir este
componente. De hecho, al utilizar Tris-HCI sin inhibidor de proteasas, la deteccién de
IL-1B, OPG, OC y OPN fue nula o practicamente nula. Por tanto, en este Ultimo articulo
se concluye que la solucion tampén utilizada resulta determinante a la hora de obtener
resultados positivos en la deteccion de diferentes biomarcadores, y que el PBS con
inhibidores de proteasas resultd ser la solucién tampdn mas adecuada para el anélisis de
citoquinas en fluido crevicular mediante la técnica de citometria de flujo con Luminex. De
hecho, el Unico articulo publicado hasta la fecha que analiza mdltiples citoquinas al
mismo tiempo con la tecnologia Luminex durante el movimiento ortodéncico, también
utiliza usa solucién tampdn de PBS (Grant, Wilson, Rock, & Chapple, 2013).

A la hora de escoger una solucién tampdén o buffer, hay varias consideraciones
importantes a tener en cuenta como el pH, la salinidad y los detergentes. El pH puede
afectar la actividad de las proteasas, la solubilidad puede incrementarse con pequefias
cantidades de sal, y los detergentes con carga pueden afectar al posterior analisis. EI PBS
puede ayudar a minimizar estas variaciones permitiendo la uniformidad de las proteinas,
manteniendo un pH constante y presentando niveles de osmolaridad y concentraciones
de iones similares a los presentes en el ser humano (Gémez, Pikal, & Rodriguez-Hornedo,
2001). Tris-HCI, debido a su naturaleza, posiblemente cause importantes interacciones
entre proteinas. Por otro lado, la extraccién de proteinas lleva implicita la posible

degradacion de las mismas por lo que un inhibidor de proteasas puede resultar util en
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este tipo de analisis (B. Turk et al., 2002), dato corroborado en este tercer y ltimo
articulo.

Llegados a este punto, ;qué podemos esperar de esta linea de investigacion?. ;A dénde
nos llevan estos resultados y otros publicados hasta la fecha?. Resulta muy complicado
saber dénde nos encontraremos dentro de aproximadamente 10 afios. Toda respuesta no
deja de ser una mera especulaciéon. De todos modos, como investigadores y cientificos si
podriamos justificar todo este esfuerzo. En primer lugar, la investigacion basica
biomolecular es fundamental para entender los procesos biolégicos que nos rodean. En
este caso el movimiento de los dientes a través del hueso alveolar. Por ejemplo, el hecho
de que el ratio RANKL/OPG sea mayor en jévenes que en adultos podria justificar, en
parte, la razén de que el movimiento ortoddncico resulte mas sencillo en este primer tipo
de pacientes (Kawasaki et al., 2006). Resulta mucho mas sencillo buscar nuevas técnicas o
métodos terapéuticos ortoddncicos conociendo la biologia. Dejando a un lado la faceta
de cientifico y poniéndonos la bata de clinico, jqué queremos conseguir para nuestros
futuros pacientes de ortodoncia? Partiendo de la base obvia de conseguir el mejor
resultado terapéutico posible; la mayor velocidad en el movimiento y la ausencia de
molestias por parte de los pacientes son dos de los deseos mas buscados por cualquier
profesional que realice tratamientos ortodéncicos. ;Qué ocurriria si fuéramos capaces de
acelerar el tratamiento ortoddncico y reducir las molestias producidas por el mismo con la
simple administracién de un fdrmaco? Hoy dia se estan realizando muchos estudios con
este fin. Recientemente Nimeri y cols. (Nimeri, Kau, Abou-Kheir, & Corona, 2013)
publicaron una revisién de 74 articulos desde 1959 a 2013 con los diferentes métodos
publicados para acelerar el procedimiento ortodéncico. Algunas de las justificaciones mas
utilizadas por los autores es la disminucién del nimero de caries, recesiones gingivales y
reabsorciones radiculares. Dividieron todas las técnicas y métodos en 4 grandes grupos:
técnicas biomecénicas, métodos fisicos, técnicas quirdrgicas y métodos bioldgicos. La
biomecénica ha sufrido muchos cambios en los Ultimos afios y quizés sea el grupo de los
cuatro que més se ha desarrollado y mas inversién ha recibido. Brackets de baja friccion,
aleaciones de niquel-titanio, uso de microimplantes, entre otros, proporcionaron mejoras

en términos generales de resultados en los tratamientos pero también, en muchos casos,
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de aceleracién de este proceso. Los métodos fisicos investigados hasta la fecha para
acelerar el movimiento ortoddncico son la vibracién, corriente eléctrica y laser de baja
frecuencia. Estudios en animales observaron incrementos de aceleracion entre un 15-30%
al aplicar vibraciones con diferentes frecuencias y potencias (Kakehi, Yamazaki, Tsugawa,
& Sode, 2007; Nishimura et al., 2008). Resultados similares se han conseguido con el uso
de corriente eléctrica en la zona a tratar, una vez mas en un estudio en animales
(Davidovitch et al., 1980). En tercer y ultimo lugar estd la aplicacion del laser de baja
frecuencia o también llamada fotobiomodulacién. Existe muchas expectacién al respecto
y es una de las lineas de investigacién que més importancia estd adquiriendo es estos
Ultimos anos. Se realizaron estudios en ratas (Fujita, Yamaguchi, Utsunomiya, Yamamoto,
& Kasai, 2008; Kawasaki & Shimizu, 2000) y en humanos (Doshi-Mehta & Bhad-Patil, 2012)
pero todos los autores coinciden en que falta mucho por investigar aunque los resultados
son esperanzadores. Respecto a las técnicas quirdrgicas que aceleran o pueden acelerar
el movimiento ortoddncico es légico pensar que asi sea. El propio acto quirdrgico y, mas
aun, cualquier osteoplastia u ostectomia controlada va a producir un proceso de
inflamacion que ayudard y favorecerd el remodelado 6seo. Entre las técnicas mas
utilizadas estén las corticotomias. Desde sus inicios a finales de los afios 50 por parte de
Kéle (KOLE, 1959), se han publicado muchas técnicas, en gran medida con el objetivo de
hacerlas menos cruentas. De echo, ese punto es justamente uno de los mas criticados y la
razén de su bajo uso. Esto estd cambiando gracias a técnicas como la descrita por Dibart
bajo el nombre de Piezocision (Dibart, Surmenian, Sebaoun, & Montesani, 2010). Esta
técnica es mucho menos invasiva que las descritas hasta la fecha y se basa en la
utilizacion del piezoeléctrico a través de unas pequefas incisiones verticales en mucosa
alveolar que se realizan entre cada diente con el objetivo de permitir la entrada de la
punta del piezoeléctrico y crear unas pequefias ostectomias. Esto animé a otros autores a
corroborar el aumento de la velocidad ortoddncica, incluso combindndola con técnicas
mas recientes como el Invisalign (Keser & Dibart, 2011). De todas formas y pensando
desde un punto de vista biolégico, lo interesante es favorecer la llegada de mediadores
inflamatorios que favorezcan el movimiento. De ahi que se realizaran estudios con

técnicas mucho mas sencillas como simples perforaciones corticales para aumentar la
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llegada de mediadores inflamatorios a la zona, tanto en ratas (Alikhani et al., 2013) como
en humanos (Teixeira et al., 2010).

Volviendo a la revisiéon de Nimeri y cols. del 2013, el cuarto y dltimo grupo de técnicas
para acelerar el movimiento ortodéncico es el método biolégico. Se entiende como tal
cualquier procedimiento biomolecular que modifique la cascada de acontecimientos que
se suceden desde el inicio de la aplicacion de la fuerza ortoddncica. Por ejemplo, en el
2006 se publicé un articulo en el que se pudo comprobar en ratas un aumento de la
velocidad del movimiento dental tras la aplicacién de RANKL (Kanzaki, Chiba, Arai, et al.,
2006a) y, de igual forma, una disminucién del movimiento con la aplicaciéon de OPG
(Kanzaki et al., 2004). La administracién de diferentes prostaglandinas también se ha
asociado a mayores movimientos ortodéncicos pero siempre en estudios en animales, ya
sea en ratas (Leiker, Nanda, Currier, Howes, & Sinha, 1995; Seifi, Eslami, & Saffar, 2003;
Yamasaki, Miura, & Suda, 1980) o en monos (Yamasaki, Shibata, & Fukuhara, 1982). El
inconveniente de estos métodos es controlar los posibles efectos secundarios o nocivos.
De ahi que sea tan importante el estudio de los factores que mas directamente influyen
en la formacién y destruccién del hueso alveolar.

Por todo ello, resulta fundamental seguir desarrollando esta linea de investigacién para
encontrar respuesta a las multiples preguntas que aun siguen sin contestarse. El
desarrollo de nuevos métodos diagndstico y la puesta a punto de los actualmente
utilizados serdn algunas de las tareas a realizar en sucesivos afios para aumentar el
conocimiento de todos los biomarcadores que participan en el movimiento ortodéncico y
para en un futuro, esperemos no muy lejano, poder utilizarlos para acelerar el movimiento

y disminuir sus molestias.
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8. Conclusiones

1/ Los tres métodos diagndsticos utilizados son validos para la deteccion de mediadores

bioquimicos en el fluido crevicular.

2/ El método diagndstico de anélisis multiple denominado Searchlight permitié detectar
la expresion de RANK, OPG, OPN y TGF-B1 comparando lado de presién, tension y

control durante el movimiento ortoddncico inicial.

3/ El analisis multiple de RANK, OPG, OPN y TGF-B1 mediante Searchlight no detectd

cambios en las localizaciones controles durante el movimiento ortoddncico inicial.

4/ La concentracién de OPG disminuyd significativamente en el lado de presién a las 24

horas de la aplicacién de una fuerza ortodéncica.

5/ Los niveles de RANK mostraron diferencias significativas entre los lados de tensién,

presion y control a los 7 dias de la aplicacién de una fuerza ortodéncica.

6/ Los niveles de TGF-B1 aumentaron en el lado de presién al compararlos con el lado de

tension y control a los 7 dias del inicio de la fuerza ortodéncica.

7/ El andlisis del fluido crevicular mediante la técnica de western blot evidencié un
incremento de niveles de calcitonina en el intervalo entre 1 hora y 7 dias en el lado de

compresion al aplicar una fuerza ortoddncica.

8/ Se detectaron diferencias estadisticamente significativas respecto a niveles de
calcitonina a favor del lado de compresién respecto al de tensién a los 7 dias desde el

inicio de la aplicacién de la fuerza ortoddncica.
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9/ Se demostré una relacién negativa entre los niveles de calcitonina y la percepcién de
dolor por parte del paciente al que se le aplica una fuerza ortodéncica. Los mayores
incrementos en los niveles de calcitonina coincidieron con la disminucién de las molestias

experimentadas por los pacientes.
10/ La utilizacién de una solucién tampoén PBS resultdé mejor que otra a base de Tris-HCI
para la medicién multiple de IL-1B, IL-6, TNF-a, OPG, OPN y OC mediante citometria de

flujo con Luminex.

11/ La adiciéon de un inhibidor de proteasas a las soluciones tampdn mejoraron los

resultados para la deteccién de IL-1B, IL-6, TNF-a, OPG, OPN, OC.
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