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RESUMEN

INTRODUCCION: Se ha descrito una prolongacion en las fases del movimiento
dentario ortodéncico (MDO) en tejidos envejecidos por respuestas reparativas
retardadas. Resulta importante describir los cambios morfolégicos microscopicos
ocurridos en fase de latencia del MDO para explicar las diferencias en las terapias
ortodoncicas aplicadas en individuos jovenes y adultos, ya que es en esta fase
donde ocurre la remocion de las areas necroticas y generalmente ningun
movimiento posterior del diente acontece antes de ello. El propdsito de este
estudio es comparar entre ratas jévenes y adultas los cambios histomorfolégicos
pulpoperiodontales en la fase de latencia del MDO. MATERIAL Y METODOS:
Luego de un analisis del promedio diario de migracion del primer molar y la
cantidad de movimiento total entre 0 y 14 dias se establece la fase de latencia
entre los dias 3 y 7. Se utilizaron hemimaxilas incluidas en parafina de 14 Ratas
Sprague-Dawley macho, 6 jovenes (16 semanas) y 8 adultas (46 semanas), que
recibieron un resorte de Nitinol de 5 mm de largo (25cN), ubicado desde el primer
molar izquierdo al incisivo maxilar, utilizando como control el lado sin aparato. Las
ratas fueron sacrificadas a los dias 3 y 7 por perfusion intracardiaca de fijador. los
maxilares fueron procesados vy tefiidos con H&E, TRAP y a actina para analizar
cambios morfologicos y morfométricos pulpoperiodontales bajo microscopia
optica. En microfotografias 400x (ImageJ) en una superficie estandarizada fueron
analizadas caracteristicas morfolégicas en pulpa dentaria, hueso alveolar,
ligamento periodontal y superficies dentarias. Se usé el test del signo de Wilcoxon,
por la distribucion no paramétrica de los datos (test de Swilk) para analizar las
diferencias entre variables cuantitativas y test de diferencia de proporciones para
cualitativas. RESULTADOS: En la fase de latencia del MDO existen diferencias
estadisticamente significativas entre ratas jovenes y adultas en las caracteristicas
pulpares: mayor numero de vasos y menor numero de células tipo fibroblastos en
adultas, en LPD mas zonas hialinas, macrofagos, osteoplastos, osteoclastos y
resorcion Osea en jovenes. CONCLUSIONES: En fase de latencia las
caracteristicas morfologicas pulpares y periodontales son diferentes entres ratas
jovenes y adultas, lo que puede explicar la diferencia en la velocidad del MDO.



INTRODUCCION

La ortodoncia es la especialidad de la odontologia que incluye el
diagnoéstico, prevencidn, intercepcion, la orientacion y la correccion de
maloclusiones (AAO, 2012). Sus origenes se remontan al siglo VIl a. de C. donde
se han encontrado hallazgos etnograficos de aparatos ortoddncicos de magnifico
disefio, derivados del mundo griego y etrusco (Wahl, 2005).

Ya sea por necesidad funcional o estética personal, la ortodoncia es hoy en
dia una de las especialidades mas consultadas en odontologia. Se estima que
entre el 35% al 75% de la poblacion mundial, presenta anomalias
dentomaxilofaciales (Garcia y cols., 2011), por lo que estas alteraciones
constituyen un problema de salud publica desde el punto de vista odontoldgico.

El tratamiento de ortodoncia permite devolver una posicion adecuada al
sistema dentario en relacion a sus bases, lo que facilita una buena higiene oral,
reduce la incidencia de caries dentales y de enfermedad periodontal; permite una
mejor funcién masticatoria, respiratoria y fonética a partir de una adaptacion
funcional saludable; ademas, mejores contactos oclusales se relacionan
estrechamente con  disminucion de trastornos en la articulacion
temporomandibular (Palomares y cols., 2012).

La mayoria de los odont6logos considera un tratamiento ortodoncico exitoso
basandose no solamente en los resultados estéticos, sino también en una oclusion
funcional estable (Pachéco-Pereira y cols., 2015). Sin embargo, existe una gran
variacion en los resultados del tratamiento de ortodoncia, debido a la gravedad vy al
tipo de maloclusion, al enfoque del tratamiento, a la cooperacion del paciente, y a
la capacidad de respuesta y de adaptacion de los tejidos duros y blandos a la
aplicacion de fuerzas externas (Bondemark y cols., 2007).

La motivacion para solicitar un tratamiento de ortodoncia varia mucho entre
los pacientes, generalmente en algunos nifios no hay interés, en adolescentes
habitualmente esta en juego la influencia del medio en el cambio estético o en la
moda mientras que las expectativas de los padres parecen estar basadas en la
percepcion de ventajas socio-ocupacionales y la mejora de la salud dental para
sus nifos (Pachéco-Pereira y cols., 2015).
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Cada vez son mas los pacientes adultos e incluso adultos mayores que
buscan tratamiento de ortodoncia, no sélo por una necesidad de mejora estética,
sino por indicacion del rehabilitador, para mejorar el posicionamiento de los
dientes pilares protésicos o mejorar la distribucion de espacios en la arcada para
la colocacion de implantes (Pachéco-Pereira y cols., 2015).

Sin embargo, el escenario para un tratamiento de ortodoncia en un adulto
parece muy diferente al de nifios y adolescentes, donde los tejidos de soporte
dentario tienen alto potencial regenerativo, libre de enfermedad periodontal severa
(salvo en casos de periodontitis juvenil de avance rapido) y aun hay un remanente
de crecimiento craneofacial que generalmente determina el plan de tratamiento
(De Harfin, 2005). Es poco lo que se conoce de los efectos de la aplicacion de
fuerzas en dientes soportados por tejidos mas envejecidos, se describe en la
literatura que existe una respuesta tisular a las fuerzas ortodéncicas mucho mas
lenta debido probablemente a una actividad celular disminuida y a que los tejidos
se vuelven mas ricos en colageno (Hernandez y Tavira, 2014).

El principio de la ortodoncia consiste en que al aplicar una fuerza sobre un
diente, este se moviliza dentro de su alvéolo, gracias a la compresibilidad del
ligamento periodontal, generando zonas de compresion y tension en las paredes
del alvéolo. El movimiento dental ortodéncico (MDO) se produce entonces por
resorcion Osea en el area de compresion y aposicion 6sea en el area de tension
(De Harfin, 2005).

Un estudio respecto a la cantidad de movimiento observado en humanos,
indica que el MDO se compone de tres fases: una fase inicial, una fase de latencia
y una fase de aceleracion. La fase inicial se caracteriza por un movimiento
inmediato y rapido y ocurre 24 a 48 horas después de la primera aplicaciéon de
fuerza al diente. Esta tasa de movimiento se atribuye en gran medida al
desplazamiento del diente en el espacio del ligamento periodontal (LPD). La fase
de latencia, con una duracion aproximada de 20 a 30 dias, muestra relativamente
poco o ningun desplazamiento de los dientes. Algunos estudios han mostrado que
en esta fase se produce una marcada hialinizacion por muerte celular y
degradacion de colageno en el LPD en la regién de compresion. No se produce
ningun movimiento dentario hasta que las zonas necréticas no han sido

eliminadas, donde los tejidos despliegan una serie de mecanismos propios de la
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biologia periodontal. La fase de aceleracién sigue a la fase de latencia, durante la
cual la tasa de movimiento aumenta para mantenerse lineal hasta que la fuerza se
reduce (Zainal y cols., 2011).

De esto se entiende que, para que exista MDO, el tejido afectado por las
fuerzas implementa una serie de mecanismos compensatorios que pueden verse
afectados por el envejecimiento de estos tejidos. En general, se ha creido que el
tratamiento ortoddncico tarda mas en pacientes adultos que en nifios. Sin
embargo, hasta la fecha, la relacion entre el envejecimiento y el MDO es todavia
incierta (Misawa-Kageyama y cols., 2007). La duracion total del tratamiento
ortodoncico se veria influenciada no sélo por cambios biolégicos tisulares, sino
también por diferencias conductuales entre adultos y jovenes; un mayor grado de
cooperacion y responsabilidad del paciente también jugarian un rol importante en
la duracion del tratamiento (Gazit y cols., 2010).

La reaccion de los tejidos envejecidos frente a las fuerzas de MDO vy su
repercusion en el avance de los dientes para lograr su reposicionamiento,
definitivamente no esta clara en la literatura y tampoco hay evidencia suficiente
que demuestre que las fuerzas de ortodoncia ponen en peligro a la pulpa dental
humana en términos de reduccion del flujo sanguineo y alteraciones irreversibles
pulpares. Algunos estudios demuestran que luego de un tratamiento ortodoncico
en humanos con diferentes magnitudes de fuerza intrusivas, la pulpa dental sigue
con vitalidad y no se observa necrosis (Han y cols., 2013), pero no hay suficiente
evidencia de este proceso en movimientos laterales.

Aunque dientes envejecidos presentan un canal radicular y una camara
pulpar reducidos por el depdsito de dentina secundaria y terciaria (Nanci, 2008;
von Bohl y cols., 2016), algunos estudios del efecto en la pulpa dentaria del MDO
por fuerzas livianas, han sugerido que las reacciones pulpares son reversibles y
tienen un efecto sin larga duracién sobre la fisiologia de la pulpa con tendencia
hacia una mayor vascularizacién (von Bohl y cols., 2016). Otros estudios en
cambio indican que los antecedentes de trauma dental (bruxismos, desgates por
caries o coronas) pueden ser considerados como un factor de riesgo para la
pérdida de la vitalidad pulpar durante el tratamiento de ortodoncia (Javed y cols.,
2015). Ademas, otro estudio indica que movimientos extrusivos en ortodoncia de
dientes con dafos severos en los tejidos periodontales aumentan el riesgo de
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necrosis pulpar en comparacion con movimientos extrusivos en dientes no
traumatizados (Bauss y cols., 2010).

Asi como es incierto el efecto de la edad en la respuesta pulpar por MDO,
los tejidos periodontales por su parte sufren cambios importantes con el
envejecimiento. Investigaciones en molares de ratas adultas han mostrado que las
fibras de colageno, principales responsables de las propiedades mecanicas del
LPD, estan mas desorganizadas y su produccion es reducida. Ademas, la
actividad proliferativa de fibroblastos también se reduce con el envejecimiento
(Ren y cols., 2008a). Se ha observado, que la tasa de formacion de hueso
disminuye de forma constante con la edad. Esta reduccion puede ser causada por
falta de proliferacion de precursores de osteoblastos, o por disminucién en la
sintesis y la secrecion de proteinas esenciales de la matriz 6sea (Misawa y cols.,
2007). También se ve reducida la tasa de remodelacion 6sea lo que afecta
directamente disminuyendo la cantidad de movimiento dentario (Verna y Melsen,
2003).

Teniendo presente los antecedentes planteados respecto al MDO vy la falta
de estudios comparativos segun edad, se desarrolla esta tesis enmarcada dentro
de un proyecto mayor de investigacion, Pri-ODO numero 13/005 titulado
‘Influencia de la edad en los cambios histomorfolégicos pulpoperiodontales
después de movimiento dentario ortodoncico en ratas”, del Departamento Del Nifio
y Ortopedia Dentomaxilar y del Departamento de Patologia y Medicina Oral de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile, el cual pretendi6é analizar las
diferencias entre ratas jovenes y adultas de los cambios pulpoperiodontales
observados en el primer molar maxilar sometido a un MDO por 14 dias. El analisis
del micromovimiento diario en este modelo establecié una curva que coincide con
las fases descritas en la literatura, observandose una fase inicial entre los dias 0 y
2 de MDO; una fase de latencia entre los dias 2 y 8 de MDO y una fase de
aceleracion entre los dias 8 y 14. La reaccion de los tejidos pulpo-periodontales en
el marco de este proyecto fueron descritas en los trabajos de Contreras P. (2013)
para la fase inicial y de Maureira L. (2010) para la fase de aceleracion. El objetivo
del presente estudio fue comparar entre ratas jovenes y adultas los cambios
histomorfolégicos pulpares y periodontales en la fase de latencia del MDO, usando

el mismo modelo.
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Antes de presentar la metodologia empleada para este estudio

experimental en ratas, se presenta un marco tedrico que desarrolla de forma
detallada los temas mas relevantes para este trabajo, tales como las
caracteristicas histomorfolégicas normales de la pulpa dentaria y periodonto de

insercion, caracteristicas del MDO y la rata como modelo de estudio para el MDO.
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MARCO TEORICO

CARACTERISTICAS HISTOMORFOLOGICAS DE LOS TEJIDOS PULPARES Y
PERIODONTALES NORMALES

PULPA DENTARIA

La pulpa dentaria es un tejido blando de origen mesenquimatico, con
células especializadas, los odontoblastos, dispuestos periféricamente en contacto
directo con la matriz de la predentina y dentina. La relacion bioldgica que se
establece entre los Odontoblastos, el resto del tejido pulpar y los tejidos
dentinarios es muy estrecha, considerandose como una unidad funcional
denominado complejo pulpo-dentinario (Cohen y Burns, 2004)

Micro-estructuralmente la pulpa dental es un tejido conectivo laxo,
ricamente vascularizado e inervado, constituido por células y una matriz
extracelular (MEC) formada por agua (75%) y materia organica (25%)
representada por fibras y sustancia fundamental amorfa (Gomez de Ferraris y
Campos, 2002; Nanci, 2013). Anatbmicamente se ubica en la zona coronal (pulpa
cameral o coronal) y radicular (pulpa radicular) de los dientes, observandose que
la pulpa coronal contiene mas células, fibras, vasos sanguineos y nervios pues el
tejido es mas extenso que en las raices (Chiego, 2014).

Dada la disposicion general de sus componentes estructurales,
histologicamente se describen cuatro regiones diferentes desde la periferia al
centro de la pulpa, siendo mas evidentes en la pulpa cameral: 1) la zona o capa
odontoblastica, 2) la zona acelular o capa subodontoblastica, 3) la zona rica en
células y 4) la zona central o cuerpo de la pulpa (Gémez de Ferraris y Campos,
2002; Nanci, 2013).

La zona o capa odontoblastica es la mas periférica y describe los cuerpos
de los odontoblastos en una capa unica, estrechamente unidos en empalizada.
Inmediatamente bajo los odontoblastos se encuentran las denominadas, por
algunos autores, células subodontoblasticas de HoOhl, que proceden de la ultima
division mitética que da origen a los odontoblastos. La existencia de apoptosis ha
sido descrita en odontoblastos y en las células de Hohl (Gomez de Ferraris y
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Campos, 2002). La capa odontoblastica neta aparece mas marcada en la pulpa
coronal y se relaciona con el proceso de formacidén de dentina. En el area de las
astas o cuernos pulpares, los odontoblastos estan apifiados y aparecen en
empalizada pseudoestratificada, en contraste con su aspecto en el resto del area
coronal (Chiego, 2014).

La zona basal, acelular u oligocelular de Weil, situada por debajo de la
capa odontoblastica hacia el centro de la pulpa, presenta aproximadamente 40 um
de ancho y se la identifica como una zona pobre en células. Esta, en general, bien
definida en la regidn coronaria de los dientes recién erupcionados, pero suele
estar ausente en la regién radicular. En pulpas maduras la capa oligocelular
alcanza un espesor de 60 um. Asimismo a este nivel se encuentran las células
dendriticas activas de la pulpa (Gomez de Ferraris y Campos, 2002).

La zona rica en células se caracteriza por su alta densidad celular, donde
se destacan las células ectomesenquimaticas o células madre de la pulpa y los
fibroblastos que originan las fibras de Von Korff. Esta zona rica en células es
especialmente prominente en dientes adultos, los cuales poseen un menor
numero de células en su parte central (Gomez de Ferraris y Campos, 2002).

La zona central o cuerpo de la pulpa esta formada por el tejido conectivo
laxo caracteristico de la pulpa, con sus distintos tipos celulares, escasas fibras
inmersas en la matriz extracelular amorfa y abundantes vasos y nervios. La
poblacion celular esta representada esencialmente por fibroblastos, células
ectomesenquimaticas y macréfagos de localizacion perivascular. Existen también
células dendriticas activas de la pulpa que generalmente migran hacia los vasos.
Proporcionalmente tiene menor cantidad de células por unidad de superficie que la
zona rica en células (Gomez de Ferraris y Campos, 2002).

Al examinar los componentes celulares de la pulpa normal humana, se
pueden identificar: odontoblastos, células gliales, células madres
ectomesenquimaticas, fibroblastos, células dendriticas, macrofagos, linfocitos,
células plasmaticas y, en ocasiones, eosinodfilos y mastocitos. La existencia de
estas ultimas células es muy evidente en los procesos inflamatorios (Gémez de
Ferraris y Campos, 2002). Ademas, pueden visualizarse células endoteliales que
tapizan los capilares, venas y arterias de la pulpa. Acompafando a la mayoria de
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los vasos sanguineos en la pulpa normal se encuentran pericitos y células
perivasculares y dentro de los vasos sanguineos de la pulpa se encuentran
eritrocitos, leucocitos, eosindfilos y basofilos (Chiego, 2014).

Los Odontoblastos, son las células especificas del tejido pulpar, situadas
en su periferia y adyacentes a la predentina. Los odontoblastos pertenecen tanto a
la pulpa como a la dentina, porque si bien su cuerpo se localiza en la periferia
pulpar, sus prolongaciones se alojan en los tubulos de la dentina. En la region
coronaria, el numero de odontoblastos ha sido estimado en el rango de 59.000 a
76.000 por mm? disminuyendo su niimero sensiblemente en la zona radicular. En
la corona del diente completamente desarrollado, los cuerpos celulares de los
odontoblastos son columnares o cilindricos y tienen unos 50 um de longitud en las
astas o cuernos pulpares (Chiego, 2014), reduciendo su tamafo hacia la raiz,
siendo mas cubicos en la porcidn media de la pulpa y en la region apical mas
aplanados (Gémez de Ferraris y Campos, 2002; Nanci, 2013). Los odontoblastos
son ademas, células receptoras sensoriales para detectar la fuerza/presion dentro
de los tubulos dentinarios a través de receptores de potenciales transitorios
(transient receptor potential: TRP) en su membrana. Estos receptores son una
superfamilia de canales idnicos que funcionan como transductores moleculares de
estimulos térmicos, son sensibles a la mecanica y liberan ATP como
neurotransmisor para activar receptores ATP (P2X), en neuronas de la pulpa
dental, impulsando la secuencia de transduccion sensorial (Tokuda y cols., 2015).
Los odontoblastos también estan asociados con células gliales, incluyendo
telocitos, astrocitos y microglias, y una microcirculacién analoga a la de otros
sistemas de barrera sanguinea (Farahani y cols., 2011).

Las células gliales son células sustentaculares importantes tanto en el
sistema nervioso central como en los 6rganos sensoriales periféricos. La evidencia
reciente indica que las células gliales son esenciales para el desarrollo y la funcidn
de los d6rganos sensoriales (Farahani y cols., 2011). Los telocitos son células
gliales en forma de estrella con un perfil de expresion génica analogo a los
astrocitos. Las células microgliales (MHC-II") que llevan marcadores microgliales
del sistema nervioso central (SNC), también se encuentran en la zona
subodontoblastica de la pulpa dental humana, en relacién al plexo vasculo-

nervioso conformando una estructura neurosensorial tipica. Este “brgano
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neurosensorial” estaria conformado por: los odontoblastos como célula sensorial,
tres poblaciones gliales principales (seracitos, telacitos y alacitos) y el sistema de
barrera sanguineo hacia la zona rica en células (Farahani y cols., 2011). Las
células nerviosas de la pulpa incluyen también a las células de Schwann. Estas
células forman la vaina de mielina de los nervios y se asocian a todos los nervios
pulpares (Chiego, 2014).

Con respecto a las células madres ectomesenquimaticas (SHED vy
DPSC) (Miura y cols., 2003, Gronthos y cols., 2000) de la pulpa, se ha reportado
que estas células pueden formar estructuras que parecen complejos pulpa-dentina
al ser trasplantadas subcutaneamente en ratones inmunocomprometidos.
Asimismo, estas células madre son capaces de estimular la nueva formacién de
hueso, por lo que tienen una posible aplicacion en regeneracion 6sea craneofacial.
Estos y otros datos experimentales, resaltan el potencial de las células madre para
lograr la regeneracion de tejidos dentarios humanos in vivo (Magallanes y cols.,
2010), asi como otras numerosas células indiferenciadas que funcionan como
una reserva celular y son puestas en accion cuando son necesarios nuevos
odontoblastos o fibroblastos. Estas células madre de pulpa dental representan
ademas, una fuente facilmente accesible de células madre adultas, ya que pueden
ser aisladas de dientes extraidos. Las propiedades proliferativas e
inmunomoduladoras de estas células son mas pronunciadas comparadas con las
células madre mesenquimales derivadas de la médula 6sea, lo que refuerza su
potencial terapéutico. Su origen de la cresta neural ha desencadenado una
extensa investigacion sobre el potencial de diferenciacion neurogénico de las
células madre. Recientemente, Sanen y cols., describieron la diferenciacion in vitro
de células madre pulpares humanas hacia células de tipo Schwann (Sanen y cols.,
2017).

Los fibroblastos son las células mas numerosas de la pulpa, ya que se
localizan en toda su extension. Son particularmente numerosas en la pulpa
coronal, donde forman parte de la zona rica en células (Nanci, 2013). En la pulpa
joven los fibroblastos producen fibras de colageno y sustancia fundamental. Con la
edad estas células se muestran mas pequefas, fusiformes y con pocos organelos
(Chiego, 2014).
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Las células dendriticas pulpares son elementos accesorios del sistema
inmune. Se denominan células presentadoras de antigeno, y se caracterizan por
prolongaciones citoplasmaticas dendriticas y presencia de antigenos clase Il en la
superficie celular, desempefando una funcion central en la induccién de la
inmunidad dependiente de células T. En su forma inactiva se localizan cercanas a
los odontoblastos, en su forma activa se localizan cercanas a los vasos
sanguineos pulpares (Cohen y Burns, 2004).

Los macréfagos, constituyentes normales de la pulpa, actuan en el
mantenimiento normal del tejido, fagocitando células muertas y participando
activamente en respuestas defensivas pulpares (Chiego, 2014).

Los linfocitos se encuentran en los espacios libres de pulpa. Tanto
linfocitos B como T confieren una capacidad inmunitaria a la pulpa (Chiego, 2014).

En la matriz extracelular que rodea las células existen fibras de colageno.
En la pulpa se han encontrado los tipos | y Ill de colageno. El tipo | esta producido
por los odontoblastos, ya que este es el tipo de colageno que se encuentra en la
dentina, el tejido que producen los odontoblastos. El tipo Ill esta producido por los
fibroblastos pulpares para el mantenimiento de la pulpa misma. En la pulpa joven
las fibras estan relativamente dispersas, por lo que el tejido tiene un aspecto laxo.
Alrededor de las fibras, esta la sustancia fundamental de la pulpa. Esta
sustancia es el ambiente que proporciona la vida para las células de la pulpa. Si
se irrita la pulpa, las fibras pueden acumularse rapidamente. Sin embargo, la pulpa
de una persona mayor contiene mas colageno tanto en forma de haces como del
tipo difuso. El colageno tipo IV esta presente en la pulpa, asociado con la
membrana basal que rodea los vasos sanguineos. También existen otros tipos de
colageno, pero en pequefas cantidades y no estan bien caracterizados (Chiego,
2014).

El 6rgano pulpar esta altamente vascularizado e inervado. Los vasos
sanguineos entran y salen de la pulpa por el foramen apical y las foraminas
accesorias. Una o dos arterias de finas paredes, de diametro entre 50-100 um
entran al foramen apical (Nanci, 2013). Estas arterias siguen un trayecto directo
desde la pulpa radicular hacia el area coronal, emitiendo colaterales y reduciendo

su diametro a 20-30 wm con una unica capa de células musculares y las arteriolas
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terminales de 10-15 um de diametro. En la pulpa cameral periférica se encuentran
precapilares de 8-12 um de diametro y capilares de 8-10 um de diametro
formando un verdadero plexo periférico bajo la capa de odontoblastos (Chiego,
2014). La pulpa dental ademas, esta inervada por fibras nerviosas sensitivas
procedentes del nervio trigémino y fibras simpaticas postganglionares derivadas
del ganglio cervical superior, mientras que la inervacion parasimpatica
probablemente no esta presente dentro de ella pero no puede ser excluida
(Zmijewska y cols., 2003). Las fibras nerviosas sensitivas en la pulpa dental en su
mayoria, median las sensaciones dolorosas y térmicas. Los analisis del desarrollo
de la inervaciéon sensorial en diferentes especies han demostrado que las fibras
nerviosas del trigémino se encuentran junto a los gérmenes del molar en
desarrollo desde la etapa de yema o boton hacia adelante, pero que entran por
primera vez en la pulpa dental de los molares después de que la corona esta
formada en gran medida y una delgada capa de esmalte y dentina se ha
establecido (Moe y cols., 2008). En la pulpa existen dos tipos de fibras nerviosas
sensoriales: mielinicas (fibras A) y amielinicas (fibras C). Los nervios sensoriales
entran en la pulpa radicular como fasciculos, a través del foramen apical, en
asociacion intima con las arteriolas y vénulas, luego cursan hacia arriba llegando a
la pulpa coronal y se abren en abanico bajo la zona rica en células, se dividen
para formar fasciculos pequefios y, finalmente, se ramifican en un plexo de axones
nerviosos unicos, conocido como plexo de Raschkow. En el plexo, las fibras A
emergen de sus vainas de mielina y se ramifican repetidamente para formar el
plexo subodontoblastico. Por ultimo, los axones terminales salen de su
revestimiento de células de Schwann y cursan entre los odontoblastos como
terminaciones nerviosas libres. Cada uno de los nervios que entran estan
rodeados por células de Schwann, y las fibras A adquieren su vaina de mielina
desde esas células. Cuando se completa el desarrollo radicular, las fibras
mielinicas aparecen agrupadas en fasciculos en la regién central de la pulpa. La
mayor parte de las fibras C que entran en la pulpa se localizan en esos fasciculos;
las restantes estan situadas en la periferia de la pulpa (Cohen y Burns, 2004)

La pulpa dentaria sufre cambios estructurales con el envejecimiento

dentario. La pulpa disminuye de tamafio debido al depdsito continuo de dentina
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(Chiego, 2014). Barrios y cols., 2011, encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,01), al comparar las pulpas dentales de dientes provenientes de
personas jovenes con respecto a las obtenidas a partir de dientes de pacientes
ancianos, en cuanto al espesor (um) de las capas odontoblastica, la capa acelular,
celular y la densidad de la capa odontoblastica (células/1.000um?), observandose
un promedio mayor en las pulpas dentales de personas jovenes. No se encontrd
diferencia en cuanto a la densidad celular de la capa celular. En la zona central de
la pulpa dental, la cantidad y el calibre (um) de vasos sanguineos, resultaron ser
mayores en el tejido pulpar obtenido de dientes de personas jovenes con respecto
al de personas ancianas. Por otro lado, se evidenci6 un predominio en el promedio
de la densidad de fibroblastos (células/1.000um?), densidad de fibras de colageno
(fibras/1.000um?) y de calcificaciones en la zona central de la pulpa dental en las
muestras obtenidas del tejido pulpar de personas ancianas, al compararlas con las
extraidas de personas mas jovenes (Barrios y cols., 2011). Se han descrito
ademas obliteraciones de vasos sanguineos en pulpas envejecidas;
transformacion progresiva del tejido conectivo laxo de la pulpa, en tejido conectivo
semidenso. Ello se debe al aumento de fibras colagenas y a la consiguiente
disminucién de la sustancia fundamental amorfa. Estos cambios ocasionan una
disminucién en la capacidad de respuesta biolégica y como consecuencia de ello,
el tejido pulpar con la edad no responde a los estimulos externos como lo hace
una pulpa joven (Gomez de Ferraris y Campos, 2002).

PERIODONTO DE INSERCION

El periodonto de insercion esta compuesto por tres estructuras que
conforman una unidad funcional y comparten un mismo origen embrioldgico:
ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar. Los tres se originan, durante
el proceso de rizogénesis, a partir del saco dentario o folicular (Gomez de Ferraris
y Campos, 2002).

Las fibras colagenas del ligamento periodontal se insertan por un lado en el
cemento y por el otro en el hueso que rodea el alvéolo, constituyendo la
articulacion alvéolo dentaria. Esta articulacion mantiene al diente en su sitio y le

permite resistir las fuerzas masticatorias (Gomez de Ferraris y Campos, 2002).
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Las estructuras que forman el periodonto de insercion, tienen una evolucion
correlativa a lo largo de la vida del diente, ya que la remodelacion permanente de
las fibras periodontales y del tejido 6seo, asi como la aposicion continuada y
selectiva del cemento, se relacionan con los movimientos de acomodacion y
desplazamiento de los dientes. Las tres estructuras del periodonto de insercion
constituyen una unidad funcional y evolucionan interrelacionada vy

coordinadamente durante la vida del diente (Gémez de Ferraris y Campos, 2002).

LIGAMENTO PERIODONTAL

El ligamento periodontal (LPD) es un tejido conectivo altamente
especializado localizado entre el cemento que cubre la raiz del diente y el hueso
alveolar (Papadopoulou y cols., 2016). Conecta el cemento con el hueso alveolar
mediante haces de colageno tipo | y las denominados fibras de Sharpey
correspondientes al colageno atrapado en la matriz mineralizada tanto del hueso
como del cemento (Henneman y cols., 2008). Es un tejido con una alta capacidad
adaptativa, su grosor disminuye con la edad (0,2 mm en jovenes y 0,15 en
mayores de 50 afios), pero puede aumentar con la funcion masticatoria, siendo
mas grueso en dientes con hiperfuncién y mas delgado en dientes retenidos o no
funcionales. Se relaciona con el tejido conectivo pulpar, por el apice y por la parte
media radicular, donde el cemento de insercidon es mas delgado y la dentina
presenta canaliculos accesorios en directa relacion con la capa granular de la
periferia de la dentina radicular, porosa y con espacios llenos de matriz organica
sin mineralizar. Se comunica ampliamente con los espacios medulares a través de
las aberturas que deja el hueso alveolar. Hacia la zona cervical del diente, el LPD
se relaciona directamente con el tejido conectivo de la mucosa gingival (Chiego,
2014; Jiang y cols., 2016). El LPD tiene dos funciones principales: 1) transmitir y
absorber tensiones mecanicas, y 2) proporcionar suministro vascular y nutrientes
al cemento, hueso alveolar y el propio LPD (Jiang y cols., 2016).

El LPD ocupa el espacio periodontal e histolégicamente corresponde a un
tejido conectivo denso irregular altamente irrigado e inervado, con células y, una
MEC constituida principalmente por paquetes de fibras colagenas de tipos | y Il
(80%) y por fibras elasticas inmaduras (oxitalanicas y elauninicas) en menor
proporcion (20%) en los humanos, embebidas en sustancia fundamental, la cual
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contiene agua (70%), glicoproteinas (principalmente fibronectina), proteoglicanos y
glicosaminoglicanos (Romanos y Bernimoulin, 1990). Esta matriz fibrilar esta
organizada en fasciculos de fibras de colagenos orientadas de formas especificas
(Chiego, 2014).

Las células del LPD incluyen fibroblastos, ceélulas ectomesenquimales
indiferenciadas, restos epiteliales de Malassez, cementoblastos, osteoblastos,
osteoclastos, macréfagos y otras células defensivas como plasmocitos, leucocitos
y mastocitos (las cuales aumentan en situaciones de injuria) (Nanci, 2013).

Los fibroblastos periodontales (FP) son las células mas abundantes en el
LPD, debido a la alta densidad de colageno de este tejido. La abundancia de FP
permite una rapida sustitucién de fibras. Investigaciones recientes muestran que
los FP, ademas de formar nuevas fibras de colageno, actuan en la degradacion de
las fibras deterioradas (Chiego, 2014). Los FP también responden al estrés
mecanico de la matriz, gracias a la transduccién a partir de integrinas que unen al
FP a la matriz extracelular. Son capaces de diferenciar osteoblastos,
contribuyendo a varios procesos, incluyendo reparacion y regeneracion, asi como
a la remodelacion del tejido duro circundante (Papadopoulou y cols., 2016).

Las células indiferenciadas son las células progenitoras multipotentes del
LPD, células madres o “stem cells”. En dientes adultos tienen una localizacion
generalmente perivascular y reciben el nombre de células madres del ligamento
periodontal (Dental Ligament Stem Cells o PDLSC) (Seo y cols., 2004) y en
dientes jovenes con el apice en vias de formacion se han descrito ademas las
células madres de la papila apical (Stem Cells of Apical Papilla o SCAP)
(Sonoyama y cols., 2008). Estas células muestran marcadores de superficie y
potencial de diferenciacion similar a las células del estroma de la médula 6sea
(Filshie y cols., 1998). Ellas constituyen una fuente de nuevas células para el LPD
pudiendo originar adipocitos, fibroblastos, osteoblastos y cementoblastos cuando
son estimuladas apropiadamente, y asi mantener el equilibrio y reemplazar a las
células que migran o que mueren por apoptosis (Seo y cols., 2004; Trubiani y
cols., 2008). Algunas investigaciones, con estas células criopreservadas a partir
de dientes extraidos, han demostrado que ellas conservan el potencial de

diferenciacion y podrian resultar utiles para aplicaciones terapéuticas clinicamente
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relevantes en el futuro (Simon y cols., 2011; Yen y cols., 2011; Bartoldy cols.,
2015).

Los macrofagos se encuentran en el LPD y son importantes células de
defensa en esta localizacion. Los macréfagos tienen movilidad, asi como actividad
fagocitaria. Pueden captar células muertas, bacterias y cuerpos extrafos. Algunos
fibroblastos se convierten en macréfagos debido a que tienen la capacidad de
destruir el colageno, asi como de formarlo. Esta actividad se relaciona con la alta
actividad metabdlica del ligamento periodontal. Macrofagos, linfocitos, leucocitos y
células plasmaticas pueden también aparecer en el periodonto cuando esta
estresado por enfermedad (Chiego, 2014).

Los restos epiteliales son grupos de células epiteliales ubicadas muy
cerca de la superficie del cemento. Histéricamente han sido considerados restos o
vestigios de la vaina radicular de Hertwig y se les atribuye el origen de quistes y
tumores odontogénicos (Lin y cols., 2007). Sin embargo, estas células al ser
estimuladas en cultivo o por inflamacion en el LPD, demuestran grandes cambios
bioquimicos y ultraestructurales. Una caracteristica notable de estas células es
que persisten dentro de una matriz mesenquimal durante toda la vida postnatal,
mientras otras células epiteliales en otros tejidos se organizan como una capa
separada de los tejidos conectivos subyacentes por una lamina basal. La
persistencia de los restos epiteliales de Malassez en el periodonto de adultos,
sugiere que podrian representar mas que una estructura vestigial y desempefiar
papeles funcionales en apoyo del diente. Algunos estudios han mostrado que los
restos epiteliales de Malassez intervienen en la mantencion de la homeostasia del
LPD, evitando la anquilosis y la mantencién del espacio periodontal del ligamento
en coaccion con los FP. Ellos también actuarian inhibiendo la resorcion radicular,
servirian como un objetivo durante la inervacion del LPD y contribuirian a la
reparacion de cemento. Mas importante aun, se ha reportado que los restos
epiteliales de Malassez albergan poblaciones de células madre epiteliales
clonogénicas que muestran propiedades similares a las células madre
mesenquimales/estromales, tanto funcional como fenotipicamente y podrian
desempeniar un papel fundamental en la regeneracién periodontal (Rincony cols.,
2006; Keinan y Cohen, 2013; Xiongy cols., 2013).
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El tejido intercelular rodea y protege las células del LPD y es el producto
de estas células. Esta MEC esta compuesta de agua, glucoproteinas y
proteoglicanos, que rodean a las fibras de colageno (Chiego, 2014).
El envejecimiento del LPD se manifiesta con una reduccion en el numero
y actividad celular. En el cemento y el hueso alveolar envejecidos aparecen
ondulaciones. Algunas fibras estan unidas a las crestas de estas ondas en lugar
de estarlo sobre toda la superficie. Este es uno de los cambios mas remarcables
que ocurren en el envejecimiento de las estructuras de soporte de los dientes
(Chiego, 2014). La densidad de fibroblastos en el tejido del LPD humano
fisiologico disminuye con la edad, causando asi un retraso inicial en los procesos
fisiologicos, patolégicos o inducidos externamente que requieren remodelacion del
LPD, como la oclusiéon traumatica, movimientos dentales ortoddncicos, etc.
(Krieger y cols., 2013). En el periodonto, alteraciones relacionadas con la edad, no
se manifiestan inevitablemente como la pérdida de insercion al sondaje o de
hueso alveolar. De hecho, los datos sugieren que los sujetos que son clinicamente
sanos desde una perspectiva periodontal pueden tener un aumento continuo en la
distancia entre el nivel de hueso alveolar y la unidn cemento-esmalte hasta
aproximadamente los 50 anos, sin aumento adicional en esta distancia a partir de

entonces (Persson R. y Persson G., 2005).

CEMENTO DENTARIO

El cemento dental es un tejido mineralizado similar al hueso, aunque es
avascular secretado por cementoblastos en la superficie de la dentina radicular o,
en algunos animales, sobre el esmalte de la corona (Diekwisch, 2001). El cemento
es derivado de la capa celular ectomesenquimatica del saco o foliculo dentario
que rodea al germen dentario (Nanci, 2013). Tiene como funcion principal anclar
las fibras del ligamento periodontal a la raiz del diente (Gémez de Ferraris y
Campos, 2002) y su presencia es fundamental para el desarrollo de la gonfosis
que une el diente al alvéolo, la mantencion del ligamento periodontal y para
prevenir la anquilosis.

Desde el punto de vista estructural, el cemento es comparable al hueso ya
que su dureza y composicién quimica son similares; ademas, crece por aposicion,

posee laminillas, y, cuando el cemento presenta células, estas se alojan en
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lagunas, como los osteocitos. Ambos tejidos proporcionan un sitio de anclaje o
insercion a las fibras periodontales. Una diferencia es que el cemento no tiene la
vascularizacion ni la inervacion caracteristica del hueso. Como resultado, presenta
falta de sensibilidad nerviosa y una mayor capacidad que el hueso para resistir la
resorcion, caracteristicas clinicas importantes, puesto que si fuera resorbido
facilmente, la aplicacion de técnicas ortodéncicas ocasionaria la pérdida de la raiz
(Gomez de Ferraris y Campos, 2002; Chiego, 2014).

El cemento estda formado por elementos celulares, en especial los
cementoblastos y cementocitos y por una matriz extracelular calcificada.

Los cementoblastos se encuentran adosados a la superficie del cemento
del lado del ligamento periodontal (zona cementdgena del periodonto). Este se
esta formando constantemente a medida que nuevas fibras extrinsecas quedan
incluidas a lo largo de toda la superficie de la raiz (Gomez de Ferraris y Campos,
2002; Chiego, 2014). Una vez que los cementoblastos quedan incluidos en el
cemento mineralizado se les denomina cementocitos. Estos se alojan en
cavidades denominadas cementoplastos o lagunas de cementocitos (Gomez de
Ferraris y Campos, 2002).

A menudo pueden observarse amplias cavidades de contornos irregulares
que contienen varios cementocitos, o bien, varias células sin prolongaciones que
son restos epiteliales, provenientes de la disgregacion de la vaina de Hertwig.
Estas formaciones se conocen con el nombre de lagunas encapsuladas. Otro
tipo de células que pueden hallarse en relacibn con el cemento son los
cementoclastos u odontoclastos, los cuales tienen la capacidad de resorcion de
los tejidos duros. Se localizan en la proximidad de la superficie externa cementaria
y presentan caracteristicas comparables a los osteoclastos. En condiciones
normales, estas células estan ausentes puesto que el cemento no se remodela.
No obstante, los cementoclastos aparecen en ciertas patologias, como también
durante la resorcion radicular de los dientes deciduos o en casos de excesivo
MDO, especialmente cuando se utilizan aparatos fijos (Gomez de Ferraris y
Campos, 2002).

Se han descrito diferentes tipos de cemento, uno de ellos es el acelular o
primario que se desarrolla lentamente mientras el diente esta erupcionando. Es

considerado acelular porque las células que lo forman se mantienen en la
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superficie (Nanci, 2008), por lo que, los cementoblastos retroceden a medida que
secretan, y no quedan células dentro del tejido. Se presenta predominantemente
en el tercio cervical, pero puede cubrir la raiz entera con una capa muy delgada,
de unos 50 um, adyacente a la dentina. A menudo suele faltar en el tercio apical,
y, en ese caso, solo se encuentra en dicha region cemento celular. EI cemento
primario consiste principalmente en haces de fibras altamente mineralizadas.
Predominan las fibras extrinsecas, que resultan practicamente indistinguibles de
las fibras intrinsecas dispuestas apretadamente entre ellas (Gomez de Ferraris y
Campos, 2002).

Luego podemos encontrar el cemento celular o secundario que comienza
a depositarse cuando al menos la mitad de la raiz esta formada, siendo una
variedad de cemento con formacion mas rapida y menos mineralizado (Nanci,
2013). Debido a que se forma con mayor rapidez, algunos cementoblastos quedan
incluidos en la matriz, transformandose en cementocitos. EI cemento celular se
localiza, por lo general, s6lo a partir del tercio medio o apical de la raiz. En el
tercio apical suele ser el unico tipo de cemento presente. En un diente adulto, el
espesor del cemento celular es mayor en el apice y en la zona interradicular. A
diferencia del cemento acelular, posee mayor proporcion de fibras intrinsecas.
Estas representan el 60% del colageno de la matriz. Los haces que forman el
sistema de fibras extrinsecas estan separados y rodeados por el sistema de fibras
intrinsecas (Gomez de Ferraris y Campos, 2002).

Por ultimo esta el cemento afibrilar que corresponde a una variedad que
carece de las tipicas fibras de colagenos y que se presenta con cierta frecuencia
en el cuello, especialmente en los casos en que el cemento se extiende cubriendo

por un breve trecho al esmalte (Gémez de Ferraris y Campos, 2002).

HUESO ALVEOLAR

A la observacion microscopica, el hueso compacto o denso que reviste el
alvéolo dentario es de dos tipos: contiene fibras perforantes del ligamento
periodontal o es similar al hueso compacto que se encuentra en otras partes del
organismo. Las fibras perforantes o fibras de Sharpey son haces de fibras de
colageno incluidas en el hueso alveolar propiamente dicho. Estas fibras se
encuentran perpendiculares u oblicuas a la superficie del hueso alveolar y a lo



25
largo de la raiz del diente. Los haces de fibras que se insertan en el hueso estan
espaciados regularmente y su aspecto es similar al de los que se insertan en el
interior del cemento de la superficie de la raiz (Chiego, 2014).

La porcion del hueso alveolar que limita directamente al alvéolo, o sea
aquella en la que se insertan las fibras periodontales, pertenece al periodonto de
insercion, junto con el cemento y el LPD (Gémez de Ferraris y Campos, 2002).

El tejido 6seo es una variedad de tejido conectivo, constituido por células y
MEC. Contiene un 60% de hidroxiapatita, 20% de agua y 20% de componentes
organicos. La rigidez y la dureza del tejido 6seo estan determinadas por la
presencia de los constituyentes inorganicos o minerales, en tanto que los
componentes organicos y el agua le confieren un cierto grado de elasticidad y
resistencia a las fracturas (Gémez de Ferraris y Campos, 2002).

Alrededor del 90% de la matriz organica esta constituida por colageno tipo I.
Las fibras colagenas, componente principal de la matriz 6sea, se disponen
siguiendo las lineas de fuerzas tensionales, por ello el hueso es muy resistente a
la tensidn. También contiene pequenas proporciones de colageno tipo Il y V. El
10% restante esta constituido por sustancias no colagenas. Las sustancias de
naturaleza no colagenas mas caracteristicas de la MEC, son basicamente tres:
glicoproteinas, proteinas que contienen acido gamma carboxi-glutamico y
proteoglicanos. Entre los componentes minerales del tejido, el 80% corresponde a
cristales de hidroxiapatita; el 15% a carbonato de calcio y el 5% a otras sales
minerales (Gomez de Ferraris y Campos, 2002).

Multiples tipos celulares son responsables de la homeostasis y las
funciones del hueso alveolar. Los tipos celulares mas evidentes son osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos. Sin embargo, otros tipos celulares son también
importantes, incluyendo células endoteliales que forman el revestimiento de vasos
sanguineos y células inmunes competentes tales como macrofagos (Jiang y cols.,
2016).

Las células osteoprogenitoras pueden ser los preosteoblastos y los
preosteoclastos. Los primeros proceden de células mesenquimaticas
indiferenciadas y se localizan en el tejido conectivo que forma el periostio, el
endostio y el tejido conectivo perivascular. Estas células dan origen a los
osteoblastos y osteocitos. Los preosteoclastos que derivan de los monocitos o de
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sus precursores y dan origen a los osteoclastos (Gomez de Ferraris y Campos,
2002).

Los osteoblastos son células mononucleadas encargadas de la sintesis,
secrecion y mineralizacién de la matriz organica, algunos de estos constituyentes
primero se acumulan como una matriz no calcificada llamada osteoide, compuesta
principalmente por colageno que luego actuara como un andamiaje para la
deposicion de cristales de apatita del hueso (Nanci, 2013).

Mientras los osteoblastos forman el hueso, algunos se quedan atrapados en
la matriz que ellos secretan estando o no mineralizado; estas células reciben el
nombre de osteocitos. El numero de osteoblastos que se convierten en osteocitos
depende de qué tan rapida es la formacién del hueso: mientras mas rapido se
forma, hay mas osteocitos presentes. Las cavidades que los alojan se denominan
osteoplastos u osteoceles (Nanci, 2013).

Los osteoclastos son las células encargadas de degradar la matriz, o sea,
de producir la resorcion 6sea. Pueden encontrarse en cualquier area superficial
del tejido 6seo alveolar: en la superficie periodontal, peridstica o de las trabéculas.
A medida que se produce la resorcion u ostedlisis, los osteoclastos van excavando
la superficie del tejido 6seo, formando unas cavidades que se conocen como
lagunas de Howship. Cuando los osteoclastos se retiran, esas lagunas son
invadidas por osteoblastos, que forman nuevo tejido 6seo. Se completa asi el
proceso de recambio o remodelado (resorcion-neoformacion), proceso que
posibilita la permanente renovacion del tejido 6seo y la adaptacion a las fuerzas
que se ejercen sobre él (Gémez de Ferraris y Campos, 2002).

Las células bordeantes 6seas son células fusiformes y aplanadas que
revisten la matriz 6sea en aquellos lugares en los que esta ni se forma por los
osteoblastos ni se destruye por los osteoclastos. Las células bordeantes Gseas se
originan al igual que el osteocito a partir del osteoblasto cuando este finaliza su
actividad funcional (Gomez de Ferraris y Campos, 2002).

El envejecimiento produce la pérdida de hueso, con menos haces de
fibras insertadas en el hueso y el cemento. Alrededor de estas fibras se forma
tejido duro para el soporte de estos haces, creando asi una superficie ondulada.
Durante el envejecimiento hay menos células activas en las lagunas (Chiego,
2014).
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Para los tratamientos ortoddncicos, los ortodoncistas aprovechan la
importante plasticidad que ofrece el hueso alveolar. Los movimientos ortodéncicos
generan, en este sentido, presiones que repercuten en el tejido 6seo causando
resorcion, mientras que se produce aposicion 6sea en el lado opuesto, donde
actua la tension. De esta forma, el ortodoncista mueve los dientes sin alterar su
relacidn con el hueso alveolar. La fase inicial del tratamiento, en especial cuando
la fuerza mecanica aplicada es continua, da lugar a movimientos vy
desplazamientos de los fluidos tisulares en el LPD. Ello da origen en primer lugar a
una distorsion gradual de la matriz extracelular y de las células, lo que altera la
actividad de los canales ionicos y la polaridad de las membranas de las distintas
células de la region. Como consecuencia, las terminaciones nerviosas del
ligamento periodontal liberan sustancia P y VIP (polipéptido intestinal vasoactivo)
que incrementan la permeabilidad capilar y favorecen la extravasacion de
leucocitos y la secrecion de citoquinas y factores de crecimiento como la IL-1, IL-6,
TNF-a o INF-B, que estimulan la remodelacion 6sea. Las fuerzas ortoddncicas
originan también un dafo tisular que consiste en alteraciones vasculares con
ruptura y extravasacion de células sanguineas y plaquetas que liberan citoquinas
y, sobre todo el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), que activa la
proliferacion celular y también la remodelacion ésea. Las consecuencias de la
aplicacidon de las fuerzas ortoddncicas conducen, en tercer lugar, al estimulo de
las células de la médula 6sea del hueso alveolar y a la produccion de osteoclastos
a partir de las células progenitoras de los monocitos. Estas células pueden migrar
hasta el LPD a través de canales que comunican este con los espacios medulares
del hueso alveolar (Gomez de Ferraris y Campos, 2002).

MOVIMIENTO DENTARIO ORTODONCICO

Usualmente, el objetivo del tratamiento ortodoncico es producir una oclusion
normal o también llamada ideal que es morfologicamente estable y estética, y
funcionalmente bien ajustada. Sin embargo, existe una gran variacion en el
resultado del tratamiento debido a la gravedad y el tipo de maloclusion, el abordaje
del tratamiento, la cooperacion del paciente y el crecimiento y adaptabilidad de los
tejidos blandos y duros (Bondemark y cols., 2007).
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En la respuesta tisular al estimulo ortodoncico, varios tejidos se ven
contemporaneamente afectados, esto implica una serie de reacciones celulares y
la intervencion de multiples factores que pueden modificar el éxito y las
expectativas de la terapia. La edad, la presencia de enfermedades Oseas y el
consumo de farmacos que puedan afectar el metabolismo éseo, son factores del
paciente que pueden alterar la efectividad del tratamiento. Finalmente, estan todos
aquellos factores externos, que han sido ampliamente investigados tanto en
modelos animales como en estudios clinicos con el fin de favorecer o limitar
ciertos movimientos dentarios. La mecanica propia al tratamiento, esto es, la
magnitud y direccion de las fuerzas aplicadas, deben ser cuidadosamente
evaluadas y manejadas por el clinico (Vargas y cols., 2010). Estas cargas
mecanicas estimulan las células dentro del tejido 6seo alrededor del diente y estas
respuestas celulares conducen a la resorcién 6sea en el lado del diente donde se
ha aplicado la presiéon y la deposicidn ésea en el lado del diente experimentando
tension (Murshid, 2017).

Este movimiento producido por ortodoncia sélo es posible si la resorcién
Osea se produce en la direccion en la que el diente esta siendo desplazado. Estas
tensiones provocan la activacion de células y cambios en los tejidos vascular y
nervioso a lo largo de las superficies ésea y cementaria que estan mediados a
través del LPD. El hueso alveolar y el cemento muestran una remarcable
capacidad de modificacion. A medida que se produce la resorcién désea en una
superficie de la lamina dura, o revestimiento 6seo del alvéolo, el diente puede
moverse en esa direccion y consiguientemente se forma hueso en el lado opuesto
del alvéolo, lo que estabiliza al diente en una nueva posicion (Chiego, 2014).

La presién aplicada sobre un punto especifico del diente causa compresion
en un area limitada entre la raiz y el hueso. No obstante, un diente puede requerir
para su movilizacién, de un movimiento de traslacion en masa, en cuyo caso la
raiz es desplazada en la misma direccidn, afectando a toda la superficie del
alvéolo. En el LPD ocurren cambios de compresion a lo largo de la superficie de
avance de la raiz, mientras que aparecen cambios de tension en las fibras de
ligamento, hueso y cemento a lo largo de la superficie opuesta (Chiego, 2014).

La region de compresidén es un area que es presionada por el aparato

ortoddncico en la direccion de la fuerza. La compresion resulta en la deformacion
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de los vasos sanguineos y el desorden de los tejidos que rodean a los dientes.
Posteriormente, el flujo sanguineo y los cambios en el tejido periodontal pueden
adaptarse a la fuerza de compresién. Los cambios metabdlicos pueden ocurrir en
las células del ligamento periodontal como resultado de la hipoxia y disminucion
de los niveles de nutrientes (Zainal y cols., 2011). Cuando la compresion es
demasiado grande o demasiado rapida provoca la hialinizacién del ligamento. La
vascularizacion es excluida y el ligamento aparece palido o “hialinizado”. El
movimiento del diente esta limitado por el grado de resorcion; ello significa que las
células que han de responder a las necesidades de compresion y tension deben
ser movilizadas. En la superficie de compresion es un requisito eliminar hueso, por
lo que los osteoclastos deben organizarse rapidamente; aparecen unas pocas
horas después de haberse iniciado el movimiento del diente (Chiego, 2014).
Ademas, recientemente, los osteocitos fueron identificados para funcionar como
células mecano-sensoriales en el tejido 6seo dirigiendo la resorcion 6sea y la
formacion ésea (Murshid, 2017).

En el lado de tensién de la raiz, las fibras de colageno aparecen estiradas,
hallandose las células orientadas en la direccidn de la tension. A medida que esto
ocurre, la fuerza de tension es transferida hacia una fuerza biolégica caracterizada
por la aparicién de células que dan respuesta a estas necesidades. Fibroblastos,
osteoblastos y cementoblastos se originan de células mesenquimaticas en esta
area e inician su funcién. Muchos de los fibroblastos presentes actuan en la
renovacion del colageno. A su vez, los osteoblastos sintetizan proteinas déseas
necesarias para la produccion de osteoide. Estos osteoblastos también
mineralizan la matriz 6sea. A medida que continua la tensién, a lo largo de las
superficies del hueso alveolar y el cemento se desarrolla hueso en torno a las
fibras perforantes en tensién (Chiego, 2014).

La dinamica del proceso de MDO con fuerzas continuas se ha dividido en
tres etapas: una fase inicial, una fase de latencia, y una fase de aceleracion
(Zainal y cols., 2011; Niklas y cols., 2013). La fase inicial del MDO es
caracterizada por un movimiento rapido e inmediato y ocurre luego de 24 a 48
horas de la primera aplicacion de fuerza al diente, este se atribuye principalmente
al desplazamiento del diente en el espacio del LPD (Zainal y cols., 2011) causado

por sus efectos de amortiguacion (Niklas y cols., 2013). Los cambios de volumen
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en el LPD inducen una redistribucion de sus elementos tisulares, la reduccion del
volumen de ciertos vasos sanguineos genera cambios en el flujo sanguineo y la
liberacion de neuropéptidos en las terminaciones nerviosas. Esto induce una
respuesta inflamatoria neurogénica en el LPD comprimido, con liberacion de
muchas moléculas neurorreguladoras como la IL-1a, IL-6 y TNF-a, las cuales
participan en la remodelacion del periodonto (Tripuwabhruty cols., 2010).

La remodelacion o6sea inducida por carga mecanica es un proceso
estrechamente controlado por citoquinas, potentes mediadores inflamatorios,
factores de crecimiento y derivados del acido araquidénico (AA): prostaglandinas,
leucotrienos (LTs), lipoxinas y tromboxanos, regulando el reclutamiento y la
diferenciacion de los osteoclastos en los sitios de resorcion, esto en directa
relacion con la estimulacion de RANKL para leucotrieno LTB4, asi como el
aumento de la liberacién de TNF-a in vitro para los leucotrienos LTBs y LTDq,
aumentando la osteoclastogenesis (Moura y cols., 2014). Ademas, en un estudio
reciente en ratas con periodontitis y MDO se detecté un aumento significativo en la
produccion de nueve proteinas proinflamatorias (GRO/KC, IL-1a, IL-1p, IL-18,
CCL2, CCL3, CCL20, TNF-a y VEGF); de las cuales siete proteinas se
relacionaron principalmente con la fuerza mecanica (IL-1a, IL-13, CCL2, VEGF,
CCL3, TNF-a e IL-18), lo que sugiere que la fuerza biomecanica contribuye a la
periodontitis y su consecuente resorcion ésea (Nogueira y cols., 2017).

En la pulpa se ha descrito una hiperemia transitoria inmediata al MDO y se
ha reportado una sobreexpresion de sustancia P, aumento de inmunorreactividad
y presencia de receptores neuroquinina-1, es decir, la presencia de inflamacién en
el tejido pulpar, asi como una disminucion de la tasa respiratoria, aumento en el
numero de granulocitos, edema, actividad apoptotica, necrosis, degeneracion
odontoblastica y cambios fibréticos (Tripuwabhruty cols., 2010).

En el caso de una aplicacidn prolongada y una mayor fuerza ortodéncica, el
MDO a menudo se detiene durante un maximo de 20 dias, condicién denominada
fase de latencia. Durante esta etapa, el tejido periodontal y el hueso alveolar del
lado de compresion de la raiz dental sufre algunos trastornos circulatorios locales
(Niklas y cols., 2013). Las zonas de compresion se reconocen facilmente por la
apariencia distorsionada de la disposicion de las fibras colagenas del LPD. La
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isquemia transitoria conduce al desarrollo de zonas hialinizadas y a la detencion
del movimiento dental, (Krishnan y Davidovitch, 2006) que en humanos dura
aproximadamente 20 a 30 dias (Zainal y cols., 2011).

Estudios histolégicos en animales han mostrado que partes afectadas del
LPD y del hueso alveolar adyacente muestran necrosis parcial; histologicamente,
su apariencia es similar a los tejidos hialinizados. Se inician procesos de resorcion
del alvéolo dental, pero sélo se lleva a cabo en términos de socavar su superficie o
‘lamina cribiforme”, comenzando en el hueso vital. Si se excede esta resorcion, el
alvéolo colapsara, resultando en un movimiento repentino del diente (Niklas y
cols., 2013). Generalmente ningun movimiento posterior del diente ocurre hasta la
completa remocion de las areas necroticas (Zainal y cols., 2011). Este proceso
requiere el reclutamiento de células fagociticas tales como macréfagos, células
gigantes de cuerpo extrafo y osteoclastos a partir de zonas no dafiadas del LPD y
de las cavidades de la médula ésea alveolar. Estas células actuan en tandem para
eliminar el tejido necrotico de sitios del LPD comprimido y del hueso alveolar
adyacente. En las zonas de tension del LPD, los osteoblastos quiescentes (o
células de revestimiento de la superficie 0sea) se agrandan y comienzan a
producir la matriz 6sea nueva (osteoide). Nuevos progenitores de osteoblastos son
reclutados entre la poblacion de células similares a fibroblastos (pericitos)
alrededor de los capilares del LPD. Estos preosteoblastos proliferan y migran
hacia la superficie del hueso alveolar, a lo largo de las fibras de Sharpey. Al mismo
tiempo, los fibroblastos del LPD en zonas de tension comienzan a multiplicarse y a
remodelar su matriz circundante (Krishnan y Davidovitch, 2006).

La fase de aceleracion sigue a la de latencia, durante la cual la tasa de
movimiento se incrementa paulatinamente (Zainal y cols., 2011) por la resorcion
directa del alvéolo, lo que permite el movimiento continuo de los dientes (Niklas y
cols., 2013).

Por mucho tiempo se ha creido que el tratamiento ortoddncico en adultos
toma mas tiempo que en nifios y adolescentes, pero la relacion entre la edad y el
MDO aun no ha sido completamente comprendida. Se ha observado que los
tejidos peridentarios del adulto presentan caracteristicas diferentes a la de los
nifos o adolescentes. Al aumentar la edad, la actividad celular disminuye, y los
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tejidos se hacen mas ricos en colageno, afectando la respuesta de los tejidos
adultos a las fuerzas ortodoncicas (Vargas y cols., 2010).

LA RATA COMO MODELO DE ESTUDIO PARA MOVIMIENTO DENTARIO
ORTODONCICO

A finales del siglo XVIII o principios del siglo XIX, las ratas albinas se
convirtieron en los animales de experimentacion mas utilizados en numerosas
investigaciones biomédicas. Las ratas de laboratorio viven alrededor de 2-3.5 afos
(promedio de 3 afos), mientras que la esperanza de vida mundial de los seres
humanos es de alrededor 80 afos. Asi, un afio humano es casi igual a dos
semanas de rata (13,8 dias de rata). Sin embargo, si bien se consideran las
diferentes fases de la vida de las ratas, se puede observar faciimente que las ratas
tienen una breve y acelerada infancia con respecto a los seres humanos. Se
vuelven sexualmente maduras a las 6 semanas de edad. Los seres humanos, por
otro lado, se desarrollan lentamente y no alcanzan la pubertad hasta
aproximadamente la edad de 11-12 afios. En la edad adulta, cada dia del animal
es aproximadamente equivalente a 34,8 dias humanos, es decir, un mes de rata
es comparable a tres afios humanos (Sengupta, 2013).

Aunque las ratas son elementos indispensables de la investigacion
biomédica, no son una forma en miniatura de los seres humanos, las diferencias
en anatomia, fisiologia, desarrollo y fendmenos bioldgicos deben tenerse en
cuenta al analizar los resultados de cualquier investigacion en ratas cuando la
edad es un factor crucial (Sengupta, 2013).

Estos animales poseen una sola denticidn compuesta por un incisivo, un
canino y tres molares por hemiarcada. Sus incisivos son a crecimiento continuo vy,
sus molares, presentan un foramen apical completo y una fisiologia muy similar a
la de los molares humanos, aunque sufren mayor desgaste (Hanson, 2012). El
tejido pulpar de estos molares presentan las mismas capas observadas en pulpa
humana (Baptista y cols., 2010). En ratas jévenes y viejas, el LPD esta interpuesto
entre la superficie completa de las raices del molar y el hueso alveolar (Shimpo y
cols., 2003).

A pesar de las diferencias con los humanos, las ratas son consideradas
generalmente como un buen modelo para estudiar el MDO. Son relativamente de
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bajo costo, lo que facilita el uso de grandes muestras. La preparacion histolégica
de los tejidos de la rata es mas facil que, por ejemplo, los de perro. Otra ventaja
importante es que la mayoria de los anticuerpos requeridos para técnicas
biolégicas celulares y moleculares estan solo disponibles para ratones y ratas.
Como los ratones son muy pequefios para instalar un aparato ortoddncico
efectivo, las ratas son la primera opcion en este campo (Ren y cols., 2004).

Se debe prestar especial atencién en los aspectos fisiologicos, tal como el
desplazamiento distal natural de los molares que podria dirigir a una
subestimacion del movimiento mesial experimental del molar, o la continua
erupcion de los incisivos que podria conducir a una pobre definicién de anclaje y
un deficiente control de la direccion de la fuerza (Ren y cols., 2004).

Ren y cols. en el afio 2004, concluyeron que las ratas son un buen modelo
de estudio para el MDO, a pesar de que hay graves deficiencias en el disefo
experimental reportado en la literatura. El nuevo aparato desarrollado en ese
estudio demostro ser estable, simple y capaz de entregar una fuerza continua y
constante tan baja como 10 cN en los tres molares juntos sin interferencia en el
bienestar del animal, y de ser capaz de compensar los efectos del desplazamiento
distal del molar y la continua erupcion de los incisivos (Ren y cols., 2004).

El proyecto Pri-ODO numero 13/005 titulado “Influencia de la edad en los
cambios histomorfologicos pulpoperiodontales después de movimiento dentario
ortodoncico en ratas”, del cual este trabajo de investigacién forma parte, ha
finalizado algunos trabajos de investigacion, en los que se ha concluido que no
existen diferencias significativas en la respuesta pulpoperiodontal del primer molar
maxilar sometido a un movimiento dentario ortodéncico mediante un resorte
(coilspring) de Nitinol de 5 mm de longitud de 0.006 x 0.022, entre el primer molar
e incisivo superior aplicando una fuerza de 25cN en la fase inicial del MDO entre
ratas jovenes y adultas (Contreras y cols., 2013), mientras que a los 14 dias si se
observaron algunas diferencias notandose una respuesta disminuida de los tejidos
periodontales en ratas adultas respecto a jévenes frente a un estimulo ortodoncico
(Maureira y cols., 2010). Ademas se evalu6 el micromovimiento diario en el mismo
modelo animal, estableciendo una curva (ver Grafico 1) que coincide con las fases
descritas en la literatura, observandose una fase inicial entre los dias 0 y 2 de
MDO donde el grupo adulto mostré mayor rango de movimiento, pero la diferencia
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no fue significativa (p=0,15). Una fase de latencia entre los dias 3 y 7 de MDO,
donde en ratas jévenes tuvo una duracion de 4 dias, desde el dia 2 hasta el dia 6
con un MDO constante en funcién del tiempo. En el grupo adulto esta fase se
mostro mas larga iniciandose el dia 2 y prolongandose hasta el dia 8, con una
duracion de 6 dias. La fase de aceleracion a partir del dia 6 en jovenes y dia 8 en
adultos, se observo un aumento del movimiento dentario, comenzando asi la fase
de aceleracion, la cual permanece con una pendiente constante hasta el final del
MDO analizado (dia 14). La magnitud de MDO observada en esta fase de
aceleracion fue significativamente mayor en ratas jovenes que en adultas (p=0,02)

(Maureira y cols., 2010).

Grafico 1

Curvas de MDO del primer molar para el grupo joven y adulto, desde dia de
insercion de los aparatos ortodoncicos (D0), hasta dia de eutanasia de las ratas
(D14) (Maureira y cols., 2010).
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Luego de tener los resultados de las tesis anteriores sobre los cambios
pulpoperiodontales que ocurren en la fase inicial y de aceleracion del MDO en
ratas jovenes y adultas (utilizando el mismo modelo de estudio), cabe preguntarse
si existen diferencias significativas en los cambios histomorfologicos pulpares y
periodontales observados entre ratas jovenes y adultas en la fase de latencia del
MDO, lo cual corresponde a la pregunta de investigacion del presente trabajo.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

Durante la fase de latencia del movimiento dentario ortodéncico (MDO), los

cambios histomorfologicos pulpares y periodontales son significativamente

diferentes entre ratas jévenes y adultas.

OBJETIVO GENERAL

Comparar entre ratas jovenes y adultas los cambios histomorfologicos

pulpares y periodontales en la fase de latencia del MDO.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Comparar las caracteristicas histomorfologicas e histomorfométricas
pulpares entre ratas jovenes y adultas, durante la fase de latencia de MDO.
Comparar las caracteristicas histomorfolégicas e histomorfométricas en
ligamento periodontal entre ratas jovenes y adultas, durante la fase de
latencia del MDO.

Comparar las caracteristicas histomorfolégicas e histomorfométricas en
superficies dentarias entre ratas jovenes y adultas, durante la fase de
latencia del MDO.

Comparar las caracteristicas histomorfolégicas e histomorfométricas en
hueso alveolar entre ratas jovenes y adultas, durante la fase de latencia del
MDO.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental en ratas de laboratorio enmarcado en el Proyecto PRI-
ODO 13/005, titulado: “Influencia de la edad en los cambios histomorfolégicos
pulpoperiodontales después de movimiento dentario ortoddncico en ratas”.

Todos los procedimientos de manipulacion de animales y preparacion de
muestras fueron realizados por la investigadora responsable del proyecto y una de
las coinvestigadoras en el afio 2010, las muestras utilizadas para desarrollar el
objetivo de esta tesis se encontraban incluidas en parafina y fueron cortadas,
tefiidas y analizadas en el presente trabajo de investigacion.

ANIMALES

En el proyecto completo se utilizaron 42 ratas Sprague-Dawley machos, 21
ratas jovenes de 16 semanas y 21 ratas adultas de 46 semanas de edad. Todos
los procedimientos fueron realizados en el Bioterio de la Facultad de Quimica y
Farmacia de la Universidad de Chile, bajo las normas del Comité de Cuidado de
Animales de Canada adoptados por dicho Bioterio.

Las ratas fueron aclimatadas por 1 semana en cajas plasticas, con ciclos de
12hrs. luz-oscuridad y fueron alimentadas ad libitum con agua y pellets blandos,
para disminuir las molestias al comer, después de la insercién de los aparatos
ortodoncicos y para disminuir el riesgo de desinsercion del aparato. No se les

aplicé ningun medicamento anexo.

TRATAMIENTO ORTODONCICO

Todas las ratas recibieron un aparato ortodéncico en el hemimaxilar
derecho, la hemimaxila izquierda constituyé el control interno para cada animal
(sin aparato ortododncico). Para poner los aparatos las ratas fueron dormidas
mediante inyeccion intraperitoneal de Ketamina 60 mg/kg peso y Xylazina Hcl 10
mg/kg peso.
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El aparato ortoddncico fue disefiado segun el protocolo de King vy
Fischischweiger (King y Fischischweiger, 1982), la fuerza se aplicé por medio de
un resorte (coilspring) de Nitinol de 5§ mm de longitud de 0.006 x 0.022, entre el
primer molar e incisivo superior derecho (aplicando una fuerza de 25cN) (ver
Figura 1). Este resorte se fij6é con ligadura metalica de acero de 0.010”, alrededor
del molar y del incisivo. Para obtener una buena retencion en el incisivo se realiz6
un surco en la zona cervical usando un disco de diamante montado en porta disco
para pieza de mano de baja velocidad (zona altamente mineralizada sin causar
sensibilidad), y se asegurd su asentamiento con composite en ambos incisivos, el
cual fue reposicionado cada vez que se alejo 1mm del margen cervical debido al
crecimiento continuo del incisivo, mediante la realizacion de un nuevo surco a nivel
cervical. Los resortes se activaron al momento de la instalacién del aparato segun
el método de King y Fischischweiger (1982), que produce 60 gramos-fuerza. La
fuerza se aplico durante todo el periodo del experimento y se midi6 con un

dinamometro de esfera (Dentaurum).

Figura 1
Aparato ortodoncico en modelo de rata, en hemimaxilar superior.
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MEDICIONES PARA EL MOVIMIENTO DENTARIO ORTODONCICO

La medicion del movimiento ortoddncico del molar se realizé directamente
en boca con un pie de metro digital (Mitutoyo) con resolucion de 0,01 mm,
midiendo la distancia entre el primer y segundo molar derecho y entre el surco
realizado en el incisivo derecho y mesial del primer molar (en mm).

La medicién se realizé diariamente en las primeras horas de la mafana

(8:30 am) durante las dos semanas después de colocados los aparatos, con las
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ratas dormidas para evitar estrés, mediante la inyeccion intraperitoneal de
Ketamina 60 mg/kg peso y Xylazina Hcl 10 mg/kg peso.

Cuatro ratas de cada grupo fueron sacrificadas a los dias 1,3,7,10 y 14 dias
después de la insercion de los aparatos y dos ratas para analizar el tiempo 0
debido a que la sola colocacion de los aparatos puede inducir algun cambio o
trauma pulpar y periodontal que efectivamente no ha sido reportado, pero debe ser

descartado.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS Y ANALISIS HISTOMORFOMETRICO

Todas las ratas fueron sacrificadas al tiempo establecido, ellas fueron
dormidas por inyeccion intraperitoneal de Ketamina 60 mg/kg peso y Xylazina Hcl
10 mg/kg peso y sacrificadas por perfusion intracardiaca de solucion salina por 3
min y de Paraformaldehido al 4% en PBS (pH 7,4) por 10 min. Las hemimaxilas
superiores fueron disecadas, liberadas de sus tejidos blandos y fijadas por
inmersion en Paraformaldehido al 4% en PBS (pH 7,4), 48 horas a 4°C.

Todos los procedimientos histolégicos fueron realizados en el laboratorio de
Histologia y Morfologia del Departamento de Patologia y Medicina Oral de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.

Los bloques molares fijados fueron desmineralizados en EDTA 10% e
incluidos en parafina. Con un micrétomo se realizaron cortes histologicos
seriados de 4 uym, en el eje mayor de los dientes. Los cortes fueron procesados y
tefidos con Hematoxilina & Eosina, Fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP),
para la verificaciéon de osteoclastos y Alfa-actina para musculo liso, para la mejor
identificacion de vasos sanguineos.

La curva del micromovimiento resultante del analisis en este modelo mostré
(ver Grafico 1) la fase inicial entre los dias 0 y 2 de MDO; la fase de latencia entre
los dias 2 y 8 de MDO y una fase de aceleracién entre los dias 8 y 14. La reaccion
de los tejidos pulpo-periodontales durante la fase inicial fueron descritas en la
Tesis de Paula Contreras (2013) usando cortes obtenidos entre los dias 1 y 3, de
la fase de aceleracion fueron descritas en la tesis de Loreto Maureira (2010)
usando cortes obtenidos a los 14 dias y de la fase de latencia fueron descritos en
la presente Tesis de Alexandra Jiménez usando cortes entre 3 y 7 dias.
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El estudio morfolégico y morfométrico fue realizado en la corona y en la
superficie radicular longitudinal de una raiz por corte, en 3 a 4 cortes seriados
espaciados por al menos 30 um.

Al menos 6 microfotografias fueron realizadas, 3 en zona de tensiony 3 en
zona de presion y 3 por pulpa cameral y radicular , por corte, por dias 1, 3,7, 10y
14, en ambos grupos etareos: ratas jovenes y ratas adultas y en controles con M1
no sometidos a fuerzas ortoddncicas.

Se usd un microscopio optico Zeiss Axio Lab A1, con una camara digital
Canon EOS Rebel-T3, montada para microscopio, con software EOS Utility para
transferencia de imagenes y para el procesamiento de imagen se utilizd el
programa de dominio publico, multiplataforma Imaged (web:
http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html) para Windows y MacOS.

Sobre microfotografias digitales a 400X de periodonto de insercion con
tincion H&E, se analizé en una superficie de area conocida, determinada mediante
el software de procesamiento de imagen, una serie de variables tanto en cemento,
ligamento periodontal y hueso alveolar, como se describen en la Tabla 1 y Figura
2 de A-D. Para contabilizar mejor el numero de vasos sanguineos, su
identificacion se realizd en microfotografias de cortes con tincidn
inmunohistoquimica con alfa actina para musculo liso.

El analisis de la pulpa se realizé también sobre Microfotografias digitales a
400X en una superficie de area conocida, determinada mediante el software de
procesamiento de imagen, se analiz6 manualmente mediante el software cada
variable observada en cada superficie tanto en pulpa coronal como en pulpa
radicular, asi como se describen en la Tabla 1y Figura2, Ey F.

Un mismo observador realizé las mediciones sobre las mismas
microfotografias en dos ocasiones con 3 semanas de intervalo, observandose una
alta concordancia de las observaciones kappa=0.9.

Una vez realizadas las mediciones para el analisis comparativo, las
variables cuantitativas fueron homologadas a la menor superficie obtenida, tanto
para las superficies pulpares como para las superficies de periodonto de insercion

gue contenia los tres sitios a analizar.
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Tabla 1

Resumen de Variables a analizar

N° de lagunas de resorcion

1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de lagunas de Howship
observadas en la superficie del hueso alveolar.

N° de osteoclastos 1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de células multinucleadas
TRAP positivas adosadas o cercanas a la superficie del hueso
alveolar.

N° de osteoblastos 1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de células de aspecto

aplanado con nicleo redondeado adosadas a la superficie del

Hueso alveolar hueso alveolar.

N° lineas de crecimiento 1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de marcas verticales que
aparecen en el hueso alveolar testimonio de la aposicion dsea.

N° de osteocitos 1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de células incluidas en
lagunas en la matriz mineralizada del hueso alveolar. Se aprecia la
laguna y el nicleo de la célula en su interior

N° de Osteoplastos o lagunas | 1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de lagunas vacias, sin

de osteocitos osteocito en su interior, sin nlcleo celular evidente.

N° de zonas hialinas 1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de zonas de destruccion
tisular con colageno degradado .

Area de zonas hialinas Cada zona hialina observada es detectada y medida manualmente
mediante el software de procesamiento de imagenes (um2), asi se
obtiene ademés un promedio de &reas hialinas por ligamento.

Caracteristicas morfologicas | Fibras finas :0

de los fasciculos colagenos Fibras gruesas : 1

Caracteristicas del | Laxo:0

ordenamiento de los | Denso :1

fasciculos colagenos

Estado de insercion de las | Bien insertadas y ordenadas : 0

Ligamento fibras colégenas Insercién desordenada y arremolinada: 1
periodontal Presencia de células inflamatorias (no:0, si:1)

Caracterizacion  morfolégica | N° de linfocitos (contandolos directamente en la microfotografia)

del infiltrado celular | N° de PMNN (contandolos directamente en la microfotografia)

inflamatorio N° de células compatibles con macréfagos (contandolos
directamente en la microfotografia)

Presencia de edema Visualizando el estado de la MEC (no:0, si:1)

Vasos sanguineos: Numero de vasos. Se identificaran los vasos sanguineos, por su
morfologia y tincién inmunohistoquimica con alfa actina para
musculo liso, se contara el nimero de vasos por unidad de
superficie segun la técnica de Ren y cols. (2008).

Distribucion segun area de | Vasos grandes >500um?
vasos. Vasos pequefios <500um?2

N° de lagunas de resorcion 1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de lagunas observadas en
la superficie dentaria.

N° de odontoclastos 1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de células multinucleadas
TRAP positivas adosadas o cercanas a la superficie dentaria.

N° de cementoblastos 1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de células de aspecto

Cemento aplanado con nlcleo redondeado adosadas a la superficie

dentaria.

N° de lineas de crecimiento
en cemento

1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de marcas verticales que
aparecen en el cemento testimonio de la aposicién constante .

N° de cementocitos

1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del nimero de células incluidas en
lagunas en la matriz mineralizada del cemento dental. Se aprecia
la laguna y el niicleo de la célula en su interior
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N° de lagunas vacias

1,2,3,4,5, etc. Dependiendo del numero de lagunas vacias, sin
cementocito en su interior, sin nucleo celular evidente.

Pulpa dentaria

Cameral

Numero de vasos. Se identificaran los vasos sanguineos, por su
morfologia y tincién inmunohistoquimica con alfa actina para
musculo liso, se contara el nimero de vasos por unidad de
superficie segun la técnica de Ren y cols. (2008).

Distribucion segun area de | Vasos grandes >500um2

vasos Vasos pequefios <500um2

Caracteristicas morfolégicas pulpares (capa odontoblastica, zona
acelular y zona celular).

Caracterizacion morfoldgica del infiltrado celular inflamatorio

Presencia de edema

Radicular

Numero de vasos. Se identificaran los vasos sanguineos, por su
morfologia y tincién inmunohistoquimica con alfa actina para
musculo liso, se contara el nimero de vasos por unidad de
superficie segun la técnica de Ren y cols. (2008).

Distribucion segin éarea de | Vasos grandes >500um?

vasos Vasos pequefios <500um2

Caracteristicas morfolégicas pulpares (capa odontoblastica, zona
acelular y zona celular).

Caracterizacion morfoldgica del infiltrado celular inflamatorio

Presencia de edema




Figura 2. Microfotografia de M1 de rata. Tincion H&E, aumento 400X. A, Op:
osteoplastos; Oc: osteoclastos; Zh: zona hialina; Cc: cementocito; Lv: laguna vacia. B,
VS: vasos sanguineos; Fcg: fibras de colageno gruesas; Fb: fibroblasto; Ob: osteoblastos;
Oci: osteocitos. C, mala insercion de fibras de colageno en hueso alveolar. D, Lr: laguna
de resorcion; Mc: macrofagos; Cb: cementoblastos. E: O: capa odontoblastica. ZA: zona
acelular. ZC: zona celular. Fcf: fibras de colageno finas. Fb: fibroblastos. VS: vasos
sanguineos. Notese presencia de edema. F: Nétese gran cantidad de vasos sanguineos
dilatados y congestionados, desorganizacion de la capa odontoblastica.
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CARACTERISTICAS DE LA MUESTRA EN FASE DE LATENCIA

Dado que el objetivo de este trabajo fue analizar los cambios morfolégicos
pulpoperiodontales ocurridos en la fase de latencia del primer molar maxilar de
ratas sometido a MDO (establecido entre 3 y 7 dias de MDO); un total de 14 ratas
Sprague-Dawley machos, 6 ratas jévenes de 16 semanas (3 por periodo) y 8 ratas
adultas de 46 semanas de vida (4 por periodo), fueron analizadas, se utilizé como
control la hemimaxila que no presentaba aparato.

En la pulpa dentaria se analiz6 la pulpa coronal y radicular. En periodonto
de insercion se analizaron tanto el lado de tensién como de presion.

En el maxilar con MDO el movimiento del primer molar fue hacia mesial por
lo que el lado de presion correspondié a la zona mesial de las raices y el lado de
tension a la zona distal. En los maxilares controles (sin MDO) también se
considero un lado de presidon y de tension, tomando en cuenta que los dientes de
ratas tienen una deriva o desplazamiento normal, pero a diferencia de los
humanos, el movimiento es hacia distal, por lo que la zona distal fue el lado de
presion y la mesial de tension.

Un total de al menos 24 imagenes fueron medidas para pulpa dentaria y
para periodonto de insercion en ratas adultas y de 18 imagenes en ratas jovenes
(ver Tabla 2). Una vez realizadas las mediciones para el analisis comparativo, las
variables cuantitativas fueron homologadas a la menor superficie obtenida, la cual
correspondio a 23.454,6 um? para las superficies pulpares y de 47.379,5 um? para
las superficies de periodonto de insercion que contenia los tres sitios a analizar.

Tabla 2
N° de muestras minimas a observar por cada grupo experimental
Pulpa Coronal x 3 fotos
24 fotos
Pulpa Radicular x 3 fotos
Adultas 4 ratas , 4 dientes
Lado Tension x 3 fotos
24 fotos
Lado Presion x 3 fotos
Pulpa Coronal x 3 fotos
18 fotos
Pulpa Radicular x 3 fotos
Jovenes 3 ratas, 3 dientes
Lado Tension x 3 fotos
18 fotos
Lado Presion x 3 fotos
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ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos fueron tabulados en Excel y los analisis estadisticos se realizaron
en el programa STATA 10.0.

La determinacion de la fase de latencia, donde se realizaron los analisis de
resultados que son el objetivo de esta tesis, se realizdé a partir de las curvas de
migracion del primer molar y la cantidad de movimiento en las ratas jovenes y
adultas. En estas curvas se determinaron los dias de duracion de las fases y se
selecciond el numero de muestras a analizar por cada grupo etario.

Para el analisis de los datos, las variables cualitativas se expresaron en
porcentajes y se analizaron estadisticamente mediante test de diferencia de
proporciones Y las variables cuantitativas (ejemplo numero de células, numero de
vasos, areas de vasos, etc.) se compararon mediante el test del signo de Wilcoxon
debido a la distribucion no paramétrica de los datos (test de Swilk p>0.05).
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RESULTADOS

COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS HISTOMORFOLOGICAS E
HISTOMORFOMETRICAS PULPARES ENTRE RATAS JOVENES Y ADULTAS

Las caracteristicas morfologicas de la pulpa dentaria coronal y radicular del
primer molar sometido a MDO de ratas jévenes y adultas, fueron analizadas y
comparadas. También se analizaron las caracteristicas de los controles sin MDO.

Todas las superficies pulpares medidas fueron homologadas a la superficie
menor obtenida, la cual correspondié a 23.454,6 pm?>.

Los resultados obtenidos sobre las caracteristicas generales de la pulpa
dentaria de molares de rata de jovenes y adultos con o sin MDO se presentan en
las Tablas 3, 4, 5, Graficos 2, 3, 4, 5y Figuras 4, 5.

Con el MDO, la pulpa radicular presentd mayor desorganizacion y
alteraciones inflamatorias que la pulpa coronal, tanto en ratas jévenes como en
adultas. La capa odontoblastica presento alteraciones, con una desorganizacion
mas marcada en adultos que en jovenes en pulpa coronal al dia 3, sin embargo,
en pulpa radicular, fueron los jovenes los que presentaron mayores alteraciones
(Ver grafico 2 y Figuras 4 y 5). Los aspectos de lesién celular en Odontoblastos
son mas evidentes y con mayor porcentaje en muestras de ratas jovenes en la
pulpa radicular (incluso en algunas muestras controles) pero en pulpa coronal son
las ratas adultas las que presentan alteraciones significativas. En la zona acelular
se observaron mayores alteraciones en adultos con una gran invasion de células
tipo fibroblasto, lo cual también se refleja en la alteracién observada en la zona
celular en adultos, sin embargo, estas alteraciones se redujeron tanto para

jovenes como para adultos desde el dia 3 al dia 7 (ver Tabla 3).
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Grafico 2

Alteraciones morfoldgicas observadas en la Zona Odontoblastica de la pulpa
dentaria de M1 de ratas con o sin MDO
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Diferencia significativa respecto al control, test del signo de Wilcoxon p<0,05
Diferencia significativa entre dia 3 y 7, test del signo de Wilcoxon p<0,05
Diferencia significativa entre grupos, test del signo de Wilcoxon p<0,05
Diferencia significativa entre grupos, test de diferencia de proporciones p<0,05
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Figura 4. Microfotografia de primer molar superior de rata joven con MDO. Cortes
sagitales de pulpa coronal y radicular, tincion H&E, aumento 400X. A, Pulpa Coronal al
dia 3 de MDO. B, Pulpa Coronal al dia 7 de MDO. C, Pulpa Radicular al dia 3 de
MDO. D, Pulpa Radicular al dia 7 de MDO. D: dentina. CO: capa odontoblastica. ZA:
zona acelular. ZC: zona celular. VS: vasos sanguineos. C: cemento.
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Figura 5. Microfotografia de primer molar superior de rata adulta con MDO. Cortes
sagitales de pulpa coronal y radicular. A, B, C, D tincion H&E. E, F, técnica alfa actina.
Aumento 400X. A, Pulpa Coronal al dia 3 de MDO. B, Pulpa Coronal al dia 7 de MDO.
C, Pulpa Radicular al dia 3 de MDO. D, Pulpa Radicular al dia 7 de MDO. E, Pulpa
Coronal al dia 7 de MDO. F, Pulpa Radicular al dia 7 de MDO. D: dentina. CO: capa
odontoblastica. ZA: zona acelular. ZC: zona celular. VS: vasos sanguineos.
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En la pulpa coronal a los 3 dias de MDO, se observd un aumento
significativo del niumero de células tipo fibroblastos (ver Grafico 3) en las ratas
jovenes respecto al control y respecto a las ratas adultas, el cual se redujo a
niveles comparables con los controles a los 7 dias; en cambio a nivel radicular se
produce una reduccion del numero de fibroblastos en ratas jovenes, la cual no
resulta significativa respecto al control. En ratas adultas, tanto en la pulpa coronal
como radicular se produce una significativa reduccion del numero de fibroblastos
respecto al control adulto y también respecto al numero de células tipo fibroblastos
presentado por las ratas jovenes.

Grafico 3
Media y DS del N° de células pulpares tipo fibroblastos de M1 de ratas

jovenes y adultas con o sin MDO
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a: Diferencia significativa respecto al control, test del signo de Wilcoxon p<0,05
b: Diferencia significativa entre dia 3 y 7, test del signo de Wilcoxon p<0,05

c: Diferencia significativa entre grupos, test del signo de Wilcoxon p<0,05

d: Diferencia significativa entre grupos, test de diferencia de proporciones p<0,05
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La matriz extracelular fibrilar pulpar tanto en jovenes como en adultas se
observo constituida de fibras finas dispuestas en forma densa irregular, no se
observaron cambios significativos entre ratas jovenes y adultas (ver Tabla 4).

En este periodo se observd escasa invasion de células inflamatorias,
detectandose algunos linfocitos particularmente en muestras de pulpa coronal de
controles jovenes y adultos, los cuales aumentaron levemente en jovenes al dia 7
en la pulpa coronal, en cambio en adultos el numero de estas células se redujo
significativamente. No se observo morfolégicamente otro tipo de célula participante
activa de la respuesta inflamatoria (ver Tabla 3).

A pesar de esto, la respuesta inflamatoria vascular se mostré muy
importante produciéndose gran vasodilatacion tanto en pulpa coronal como
radicular, con un porcentaje de magnitud similar entre ratas jovenes y adultas.
Durante el periodo de observacion se mantiene una dilatacion y congestion
constante en los vasos sanguineos, con una leve reduccion entre el dia 3y 7,
particularmente en pulpa coronal de ratas jévenes. En ratas adultas en cambio la
dilatacion y congestion vascular se mantienen (ver Tabla 5).

La respuesta vascular fue muy diferente entre pulpa coronal y pulpa
radicular (ver Graficos 4 y 5). Las ratas adultas presentaron mayor numero de
vasos sanguineos en la pulpa cameral respecto a los jovenes. Al dia 3 de MDO el
numero de vasos de la pulpa coronal se redujo tanto en jovenes como en adultos,
pero la reduccion fue significativamente mayor en ratas adultas que en jovenes
respecto al control. Al final de la fase de latencia (dia 7), el numero promedio de
vasos sanguineos de la pulpa coronal aumentd significativamente, tanto en
jovenes como en adultos respecto a lo observado el dia 3, particularmente el tipo
de vasos de pequefio calibre (<500um?). Ademas, las ratas adultas presentaron
un incremento significativo en el numero de vasos grandes. En la pulpa radicular
en cambio, el numero de vasos sanguineos totales se redujo hacia el dia 3 tanto
en jovenes como en adultas, pero en ratas adultas la diferencia resulto
estadisticamente significativa respecto a las jovenes. Hacia el dia 7 en la raiz, el
numero de vasos aumentd tanto en jovenes como en adultas y son los vasos
grandes los mas predominantes en pulpa radicular (ver Figura 4 y 5). Se observé
ademas la presencia de edema durante todo el periodo de latencia tanto en la
pulpa coronal como radicular de ratas jovenes y adultas.
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Grafico 4

Media Y DS del N° vasos sanguineos totales, pequefios y grandes observados en

Media del numero de vasos sanguineos

Pulpa Dentaria Coronal de M1 de ratas jovenes y adultas con o sin MDO

NJoven
& Adulto
a
2 - | b
N N c
\§ )
1 c
c
T MW T RN R .
o L N\ A\ A\ A\ N
Total VS VS Pequefios VS Grandes Total VS VS Pequefios VS Grandes Total VS VS Pequefios VS Grandes
Control Control Control Dia3 Dia3 Dia3 Dia7 Dia7 Dia7

a: Diferencia significativa respecto al control, test del signo de Wilcoxon p<0,05
b: Diferencia significativa entre dia 3 y 7, test del signo de Wilcoxon p<0,05
c: Diferencia significativa entre grupos, test del signo de Wilcoxon p<0,05

Grafico 5

Media Y DS del N° vasos sanguineos totales, pequefios y grandes observados en

Pulpa Dentaria Radicular de M1 de ratas jovenes y adultas con o sin MDO

o
23
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[ § : L ; kAdulto
[N S
e BIE T E

Control Control Dia3 Dia3 Dia3 Dia7 Dia7 Dia7

a: Diferencia significativa respecto al control, test del signo de Wilcoxon p<0,05
b: Diferencia significativa entre dia 3 y 7, test del signo de Wilcoxon p<0,05
c: Diferencia significativa entre grupos, test del signo de Wilcoxon p<0,05
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COMPARACION DE LAS CARACTERISTICAS HISTOMORFOLOGICAS E
HISTOMORFOMETRICAS EN PERIODONTO DE INSERCION ENTRE RATAS
JOVENES Y ADULTAS

Las observaciones en el periodonto se dividieron en caracteristicas del
ligamento periodontal, cementarias y del hueso alveolar. Se analiz6 en cada
muestra una superficie minima equivalente a 47.379,5 ym? que contenia los tres

sitios a analizar.

LIGAMENTO PERIODONTAL

Los resultados respecto a las caracteristicas observadas en el LPD se
presentan en las Tablas 6, 7, 8, 9, Graficos 6, 7, 8, 9y Figuras 6, 7.

En la zona de presién hay una reduccidon significativa del numero de
células tipo fibroblastos, en LPD de ratas adultas respecto a lo observado en los
controles. Esta reduccién es mas acentuada para ratas jovenes que para adultas,
observandose una diferencia significativa entre los 3 y 7 dias (ver Grafico 6). En la
zona de tension, el numero de células tipo fibroblastos se mantiene estable en
jovenes y adultas respecto al control, reduciéndose al dia 3. El grupo de ratas
jovenes presentd la mayor cantidad de células tipo fibroblastos en el LPD (ver
Figura6y 7).

Grafico 6

Media y DS del numero de células tipo fibroblastos observadas en el LPD de M1 de ratas,
con o sin MDO
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# Joven
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Media del N2 de células

3[ I

Zona Presién Zona Presion Zona Presién Zona Tension Zona Tension Zona Tension
Control Dia 3 Dia 7 Control Dia 3 Dia7

a: Diferencia significativa respecto al control, test del signo de Wilcoxon p<0,05
b: Diferencia significativa entre dia 3 y 7, test del signo de Wilcoxon p<0,05

c: Diferencia significativa entre grupos, test del signo de Wilcoxon p<0,05

d: Diferencia significativa entre grupos, test de diferencia de proporciones p<0,05
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Jov. Presion Dia 3|

Figura 6. Microfotografia de primer molar superior de rata joven. Cortes sagitales de
Pulpa. A, B, C, D, E H&E. F, G Técnica de TRAP. Aumento 400X. A, 1er molar superior,
aumento 50X. B, Periodonto de insercion (Pl) zona de presion al dia 3 de MDO. C, Pl zona
de tension al dia 3 de MDO. D, Pl zona de presién al dia 7 de MDO. E, Pl zona de presién
al dia 7 de MDO. F, Pl zona de presién al dia 7 de MDO. G, PI zona de presion al dia 7 de
MDO. H: hueso alveolar. Oc: osteoclastos. LPD: ligamento periodontal. VS: vasos
sanguineos. C: cemento dentario. Zh: zonas hialinas.
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Figura 7. Microfotografia de primer molar superior de rata adulta. Cortes sagitales de
Pulpa. A, B, C, D, E H&E. F, G Técnica de Alfa Actina. Aumento 400X. A, 1er molar
superior, aumento 50X. B, Periodonto de insercion (Pl) zona de presion al dia 3 de
MDO. C, PI zona de tension al dia 3 de MDO. D, Pl zona de presion al dia 7 de
MDO. E, Pl zona de tensiéon al dia 7 de MDO. F, Pl zona de presién al dia 7 de
MDO. G, PI zona de tensién al dia 7 de MDO. H: hueso alveolar. OC: osteoclastos.
LPD: ligamento periodontal. VS: vasos sanguineos. C: cemento dentario.
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Respecto a las caracteristicas que describen lesion tisular, se observé que
las ratas jévenes con MDO, presentaron zonas hialinas en zona de presion
aumentando significativamente al dia 7 en comparacion al dia 3 (Figura 6D y 6E).
En las ratas adultas se apreciaron zonas hialinas en zona de presion y tension el
dia 7 (ver Tabla 6). Al dia 3 de MDO es mayor el porcentaje de fibras de
colageno finas en el LPD en zona de presion en ambos grupos de ratas.
Después de 7 dias de movimiento es mayor la cantidad de fibras gruesas tanto en
el lado de presion como de tensidon en jovenes y adultas. En cuanto a la densidad,
predominan el conjunto de fibras densas en ambos grupos tanto al dia 3 como al
dia 7, disminuyendo en porcentaje en el lado de presion y aumentando en el de
tension en el tiempo (ver Grafico 7). La mala insercién en el hueso y cemento
desde el dia 3 al 7 aumenta considerablemente en ratas jovenes en zona de
presion y tension. En ratas adultas la mala insercién disminuye en el tiempo (ver
Tabla 7).

Gréfico 7

Aspectos de lesion tisular : Caracteristicas de las fibras colagenas del LPD de M1 de ratas
jévenes y adultas con y sin MDO durante fase de latencia
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: Diferencia significativa respecto al control, test del signo de Wilcoxon p<0,05

: Diferencia significativa entre dia 3 y 7, test del signo de Wilcoxon p<0,05

: Diferencia significativa entre grupos, test del signo de Wilcoxon p<0,05

: Diferencia significativa entre grupos, test de diferencia de proporciones p<0,05
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Los vasos sanguineos (VS) cumplen un rol importante en la respuesta
inflamatoria en el ligamento periodontal, en el lado de presion se observo un
numero de vasos sanguineos significativamente reducido en ratas adultas
respecto a las ratas jévenes control, ademas en la misma zona de presion al dia 7
se observo en el grupo de jovenes una disminucion significativa del numero total
de VS respecto al control y al dia 3 ademas, en el mismo grupo, la tendencia
mostro una leve reduccion en el numero de VS de la zona de tension. En las ratas
adultas en cambio, se observé un aumento significativo del numero de VS grandes
para la zona de tension del dia 7, respecto al dia 3 en la fase de latencia (ver
Graficos 8 y 9y Tabla 8).

La dilatacion vascular disminuye en la zona de presion en ambos grupos
con el paso del tiempo, pero en la zona de tension, esta caracteristica aumenta.
La congestion se reduce en ambas zonas desde el dia 3 al 7 en ratas jovenes.
En ratas adultas, ocurre lo mismo en la zona de presion, pero en la zona de
tension la congestion vascular aumenta. La presencia de edema disminuye desde
el dia 3 al 7 en ambos grupos y zonas (ver Tabla 9). Se observaron ademas
células inflamatorias, tales como los macréfagos, los que fueron
significativamente mas numerosos en ratas jovenes, en zonas de presion al dia 7
(ver Figura 6). En la zona de tension también aumentan significativamente, pero
desde el dia 3 al 7 en ratas jovenes, siendo ademas mas numerosos que en las
ratas adultas en ambos dias. Otras células inflamatorias como linfocitos fueron
observados en jovenes en ambos dias del estudio en la zona de tension; en ratas
adultas se observaron al dia 7 en la zona de presion siendo significativamente

mayor que el grupo control (ver Tabla 6).
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Grafico 8

Aspectos inflamatorios del LPD en Zona de Presion de M1 de ratas jovenes y
adultas con y sin MDO: Media y DS del numero de Vasos Sanguineos (VS)
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N2 VS Totales VS Pequefios VS Grandes N°VSTotales VS Pequefios VS Grandes N2VS totales VS Pequefios VS Grandes
Control Control Control Dia3 Dia 3 Dia3 Dia7 Dia7 Dia7

a: Diferencia significativa respecto al control, test del signo de Wilcoxon p<0,05
b: Diferencia significativa entre dia 3y 7, test del signo de Wilcoxon p<0,05
c: Diferencia significativa entre grupos, test del signo de Wilcoxon p<0,05

Grafico 9

Aspectos inflamatorios del LPD en Zona de Tensiéon de M1 de ratas jovenes y
adultas con y sin MDO: Media y DS del numero de Vasos Sanguineos (VS)
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N2 VS Totales VS Pequenos VS Grandes N2 VS Totales VS Pequefios VS Grandes N2VS totales VS Pequefios VS Grandes
Control Control Control Dia3 Dia 3 Dia3 Dia 7 Dia 7 Dia 7

a: Diferencia significativa respecto al control, test del signo de Wilcoxon p<0,05
b: Diferencia significativa entre dia 3y 7, test del signo de Wilcoxon p<0,05
c: Diferencia significativa entre grupos, test del signo de Wilcoxon p<0,05
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SUPERFICIES DENTARIAS

Las caracteristicas presentadas a nivel de las superficies dentarias se
presentan en aspectos de lesion tisular (lagunas de resorcion, odontoclastos y
lagunas vacias) y de reparacion tisular (cementoblastos, cementocitos y numero
de lineas de crecimiento).

Entre el dia 3 y el dia 7 el cemento dentario tanto en ratas jévenes como en
adultas no presentd grandes cambios. Se observd escasa resorcidén de las
superficies. En cuanto a los odontoclastos se observé un numero limitado en los
jovenes en la zona de tensidn durante la fase de latencia. Hubo un aumento en el
numero de lagunas vacias en las zonas de presion en ambos grupos desde los 3
a los 7 dias pero no fue estadisticamente significativo; en la zona de tensién al dia
3 se observdo una marcada diferencia entre las jovenes y adultas siendo
significativamente mayores en las adultas, hacia el dia 7 hay una disminucién
significativa de las lagunas vacias en el grupo adulto con respecto al control y al
dia 3. Acerca de la reparacion tisular, el numero de cementoblastos durante la
fase de latencia aumentdo en la zona de tensibn en ambos grupos siendo
significativamente mayor en los adultos (p<0,05). En ratas jovenes en la zona de
presidn los cementoblastos disminuyeron en numero durante el experimento,
mientras que en adultos aumentaron siendo estadisticamente significativo el dia 7
en comparacion a los jovenes. Las lineas de crecimiento se observaron en ratas
adultas durante toda la fase de latencia en ambas zonas; en ratas jovenes solo
aparecieron en la zona de tension al dia 7. En ratas jovenes, en ambas zonas, se
observé un aumento de los cementocitos en el tiempo; en ratas adultas se
observdé una disminucion de cementocitos tanto en zonas de presion como
tension, el dia 7 en la zona de tensidn se observo una diferencia significativa en
numero entre jovenes y adultas, encontrandose mayormente en jovenes (ver
Tabla 10).
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HUESO ALVEOLAR

Las caracteristicas observadas en las superficies 0seas se presentan en la
Tabla 11, los datos fueron analizados de acuerdo a lesion tisular (ver Grafico 10),
y reparacion tisular (ver Grafico 11).

La resorcidén en ratas jovenes aumenta significativamente al dia 7 en la
zona de presion respecto al dia 3 y disminuye en la de tensidén, en cambio en las
ratas adultas al dia 7 disminuye en la zona de presion y aumenta en la de tension
de forma significativa en relacion al control. EI mayor numero alcanzado de
osteoclastos es al dia 7 en ratas jovenes en la zona de presion aumentando en
comparacion al dia 3; en la zona de tensién los osteoclastos también aumentan en
el tiempo siendo significativamente mayor en numero al dia 3 con respecto a las
adultas (ver Figura 6 y 7). En las ratas adultas el numero disminuye en la zona de
presion y aumenta en la zona de considerablemente en relacion al control y dia 3.
Al observar el numero de osteoblastos en las ratas jovenes, este se reduce al dia
7 respecto del dia 3 en la zona de presidon, mientras que en la zona de tension el
numero se mantuvo estable. En las ratas adultas aumentaron en ambas zonas
siendo significativamente mayor durante la fase de latencia en relacioén al control.
El niumero de lineas de crecimiento en las ratas jovenes al dia 3 disminuye de
forma importante en el lado de presion respecto al control, mientras que en el lado
de tension se observa un leve aumento al dia 3. En las ratas adultas disminuyen
tanto en el lado de presion como en el de tension en el tiempo, en la zona de
tension esta disminucion es estadisticamente significativa respecto al control.

Los osteocitos en las ratas jovenes aumentaron en la zona de presion al
final de la fase de latencia a diferencia de la zona de tensién, en donde el numero
se mantuvo. En las ratas adultas, en la zona de presién, el numero de osteocitos
aumenta, mientras que en la de tension disminuye, al dia 7 se puede observar una
diferencia significativa en el lado de tension entre joven y adulta donde en adultas
el numero es mayor. Los osteoplastos en las ratas adultas disminuyen en la zona
de presion asi como en la de tension al término de la fase de latencia. En el grupo
de jovenes aumentan en el tiempo en el lado de presion y disminuyen en el de
tension. Se puede observar al dia 3 una diferencia significativa entre jovenes y

adultos en la zona de presidén, siendo mayor en las ratas adultas.
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DISCUSION

La aplicacion de fuerzas ortodéncicas generan cambios tisulares
importantes a nivel dentario y periodontal, involucrando respuestas inflamatorias,
resorcidon O0sea controlada y una deposicidon de hueso en sitios especificos del
hueso alveolar para acompanar el movimiento dentario. Estas tensiones provocan
la activacion de células, tales como fibroblastos, macréfagos, osteocitos,
osteoblastos y osteoclastos (Sprogar y cols., 2010; Brooks y cols., 2011),
generando cambios y modelaje de la matriz extracelular del ligamento periodontal,
del tejido 6seo, de los tejidos vascular y nervioso a lo largo de todos los tejidos
relacionados con las superficies radiculares dentarias.

Multiples factores que pueden modificar el éxito y las expectativas de la
terapia ortoddncica, entre ellos la edad, la presencia de enfermedades Oseas, el
consumo de farmacos que puedan afectar el metabolismo 6seo, son factores que
pueden alterar la efectividad del tratamiento (Vargas y cols., 2010). Al respecto
algunos estudios en animales de experimentacion han mostrado que animales
mas anosos responden de manera diferente a un protocolo ortodoncico
estandarizado que los mas jovenes y aunque hasta ahora no se han podido
identificar los eventos moleculares y biolégicos subyacentes, la edad en si misma
representa un factor a tener en cuenta y a estudiar (Reny cols., 2007).

La dinamica del proceso de MDO con fuerzas continuas describe una serie
de etapas: una fase inicial, una fase de latencia, y una fase de aceleracion (Zainal
y cols., 2011; Niklas y cols., 2013), y existen pocas investigaciones que exploren
los cambios en la magnitud del movimiento dentario, morfologia del periodonto de
insercion y de la pulpa dentaria, en cada una de estas fases y en individuos de
distintas edades sometidos a terapia ortodoncica (Ren y cols., 2008b). De acuerdo
a la literatura, no hay evidencia suficiente de la existencia de diferencias
histomorfologicas frente al MDO entre jévenes y adultos; tampoco hay evidencia
suficiente para demostrar que las fuerzas de ortodoncia ponen en peligro a la
pulpa dental humana en términos de reduccion del flujo sanguineo y alteraciones
irreversibles pulpares. Sin embargo, una historia de trauma dental puede ser
considerado como un factor de riesgo para la pérdida de la vitalidad pulpar durante
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el tratamiento de ortodoncia (Javed y cols., 2015). Estudios realizados en seres
humanos adolescentes o en animales adultos jovenes sugieren que las reacciones
pulpares, evocadas por las intervenciones de ortodoncia son reversibles y tienen
un efecto sin larga duracion sobre la fisiologia de la pulpa. Sin embargo, un
numero cada vez mayor de adultos y adultos mayores, buscan tratamiento de
ortodoncia y surge la pregunta de si las reacciones pulpares en el tratamiento
ortodoncico cambian con la edad (von Bohl y cols., 2016).

Es la razén por la cual el objetivo del presente estudio fue presentar datos
cuantitativos y cualitativos sobre los cambios histomorfolégicos de la pulpa
dentaria y del periodonto de insercidn en la fase de latencia del MDO de primeros

molares maxilares de ratas jovenes y adultas.

CAMBIOS PULPARES

Al observar los resultados reportados en este estudio para la pulpa dentaria,
se mostré que la pulpa radicular presentd mayor desorganizacion tisular y mas
alteraciones inflamatorias que la pulpa coronal, tanto en ratas jévenes como en
adultas con MDO. Sin embargo, se observo una respuesta celular/vascular muy
diferente para la pulpa coronal y la pulpa radicular entre ratas jovenes y adultas.

Las ratas adultas presentaron mas lesiones celulares y desorganizacion
odontoblastica en la pulpa coronal que las ratas jovenes, sin embargo, en la pulpa
radicular mostraron mas alteraciones vasculares, mayor numero de vasos de gran
calibre y congestion, que las ratas jovenes. Las ratas jovenes mostraron sélo a
nivel de la pulpa radicular desorganizacion celular de la capa Odontoblastica,
dilatacion y congestion vascular. En general estas alteraciones se redujeron
principalmente para adultos desde el dia 3 al dia 7 demostrando que se trata de
lesiones reversibles.

La mayor alteracion de la pulpa radicular puede deberse a la cercania de la
pulpa radicular con la zona efectiva de aplicacion de fuerza, y en algunos casos se
ha reportado estrangulamiento de los vasos sanguineos en la region del foramen
apical debido a fuerzas iniciales de MDO reduciendo el flujo sanguineo, alterando
el metabolismo celular y causando lesion celular, especialmente en los
compartimientos apicales y medios de la pulpa (Grunheid y cols., 2007). También

pueden explicarse por la dificultad para establecer las condiciones de aplicacion
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de fuerza ideal para los molares de ratas, aplicando una fuerza que puede resultar
pesada. Un molar humano es aproximadamente 50 veces mas grande que el de
una rata (Ren y cols., 2004), lo que significa que el efecto de una fuerza de 25 cN
en un molar de rata es comparable con una fuerza de 1250 cN (1,25 kg) en un
molar humano, fuerza que supera el limite fisiologico de respuesta del organismo y
por tanto, podria generar reacciones exageradas y no representativas de la
verdadera respuesta del organismo ante la aplicacion de fuerzas ortodoncicas
controladas. Aun asi, no existe evidencia acerca de la fuerza éptima de aplicacion
y la mayoria de los estudios utilizan fuerzas mayores a 20cN (Ren y cols., 2004;
Von Bohl y cols., 2012). Por otra parte, la aplicacion de la fuerza en los diferentes
estudios usando la rata como modelo experimental, ha sido generada por
separaciones elastoméricas o por resortes que liberan fuerzas de 40 cN, 60 cN, o
incluso 120 cN (Ren y cols., 2003), las cuales no se mantienen constantes en el
tiempo. En este estudio se utilizé un coil de cierre de Nitinol Sentalloy 25 cN Ultra
Light, de 5 mm de longitud, GAC NY, el cual entrega una fuerza constante de 25
cN, en 3-15 mm de activacion. Entre los coils disponibles en el mercado, este es el
que libera la menor cantidad de fuerza.

Es concebible que procesos similares puedan ocurrir en los seres humanos
durante el movimiento dentario ortodoncico cuando se utilizan fuerzas pesadas
(Grunheid y cols., 2007).

Se observo también lesion celular de Odontoblastos en el grupo de ratas
control, lo que podria explicarse por variaciones en el proceso de fijacion de las
muestras o por el excesivo desgaste que presentan en general los molares de los
roedores, lo que ya ha sido reportado por otros estudios, demostrando evidentes
cambios dimensionales de la camara pulpar causados por el desgaste oclusal y la
formacion de dentina secundaria, y no por el MDO propiamente tal (von Bohl y
cols., 2016).

A pesar de la escasa invasion de células inflamatorias, durante la fase de
latencia se mantuvo una dilatacibn y congestion constante en los vasos
sanguineos, con una leve reduccion entre el dia 3 y 7, particularmente en pulpa
coronal de ratas jovenes, manteniéndose en el tiempo en ratas adultas. Estos
cambios que ocurren después de la aplicacion de la fuerza se han atribuido a la
vasodilatacion durante las etapas iniciales de los procesos inflamatorios y la
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reparacion de los tejidos. Se cree que los cambios posteriores son causados por el
uso de la red de capilares presentes en la pulpa que no funcionan hasta que la
pulpa es estimulada de alguna manera (Grunheid y cols., 2007). El impacto del
movimiento en la pulpa se centra principalmente en el sistema neurovascular el
cual libera neurotransmisores que pueden influir en el flujo sanguineo,
metabolismo celular y en la manifestacion de dolor en los pacientes. El tipo de
respuesta observada depende de la cantidad y vector de fuerza aplicada sobre el
eje axial del diente, condiciones previas de vitalidad del diente, antecedentes de
trauma dentoalveolar, estadio de maduracion apical, entre otras variables
(Rodriguez y Vanin, 2006).

La mayoria de los vasos observados en la pulpa de ratas jévenes y adultas
sin MDO correspondieron a vasos de pequeio calibre (<500pm2), lo que coincide
con las observaciones de von Bohl y cols., 2016, quienes describen la presencia
de pequefos vasos sanguineos en pulpa de dientes jovenes y adultos sin MDO
(von Bohl y cols., 2016). En los dientes con MDO el numero total de vasos
pulpares se reduce, tanto en jovenes como en adultos, pero en la pulpa coronal
siguen siendo mas abundantes los vasos pequefios. En pulpa radicular en cambio,
fueron los vasos de gran calibre (>500pum?) los mas abundantes tanto en jévenes
como en adultos. Estos trastornos circulatorios estarian en directa relacion con el
aumento en la permeabilidad de los vasos sanguineos mayor en la pulpa radicular
(Robbins y cols., 2008). Se observé ademas la presencia de edema durante todo
el periodo de latencia tanto en la pulpa coronal como radicular de ratas jévenes y
adultas, signo indicador de que existe una inflamacion en la zona.

En general, tanto en ratas adultas como jévenes se observo una reduccion
de fibroblastos durante la fase de latencia de MDO, siendo mayor en las ratas
adultas. Se ha planteado que los fibroblastos tienen un papel inmunomodulador en
el MDO y que mediarian la respuesta inflamatoria (Romer y cols., 2013), de este
modo la menor reduccion observada en ratas jovenes se explicaria por el mayor
potencial de respuesta que presenta este grupo ante la injuria. El aumento en el
tiempo del numero de células pulpares tipo fibroblastos puede estar asociado a su
potencial como reparador de tejidos, e incluso a su capacidad de dar origen a
otros tipos celulares, permitiendo a los tejidos recuperar su integridad funcional
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tras haber sido alterados lo que es ejemplo de que en esta fase la capacidad de
reparacion esta disminuida (Grunheid y cols., 2007).

Algunos cambios relacionados con la edad de la pulpa son la circulacion e
inervacion, la deposicion de gotitas de grasa, vacuolizacién odontoblastica, atrofia
reticular, fibrosis pulpar, degeneracion hialina, la degeneracion mucoide, y la
calcificacion difusa (von Bohl y cols., 2016). Como muchos de los cambios
relacionados con la edad de la pulpa dental describen también ser inducidos por
las intervenciones de ortodoncia, la discriminacién entre los dos es dificil. En un
estudio de von Bohl y cols. se afirma que la aplicacién de una fuerza liviana para
el MDO en ratas jévenes y adultas no da lugar a cambios de larga duracion o
irreversibles en los tejidos pulpares, a excepcion de una tendencia hacia una
mayor vascularizacién (von Bohl y cols., 2016) que es lo que ocurre en este
trabajo. Sin embargo, los cambios pulpares por fuerzas ortodoncicas siguen
siendo controversiales en la literatura y dependerian mucho de la salud
periodontal, algunos estudios muestran que luego de un tratamiento ortodoncico
en humanos con diferentes magnitudes de fuerza intrusivas, la pulpa dental sigue
con vitalidad y no se observa necrosis (Han y cols., 2013), pero otros reportes
indican que movimientos ortodoncicos extrusivos de dientes con dafios severos en
los tejidos periodontales aumentan el riesgo de necrosis pulpar en comparacion

con movimientos extrusivos en dientes no traumatizados (Bauss y cols., 2010).

CAMBIOS PERIODONTALES

Algunos cambios con la edad, descritos en el ligamento periodontal
corresponden a una reduccion general de la produccion de matriz organica, una
disminucién de la actividad mitotica de las células y también una disminucién de la
cantidad de colageno soluble (Ren y cols., 2003). Una comprensién de los efectos
del envejecimiento sobre la actividad de remodelacion Osea alveolar es
particularmente importante con respecto al MDO que se produce en respuesta a
fuerzas mecanicas (Misawa y cols., 2007). La actividad remodeladora del hueso
afecta la cantidad de movimiento dentario. Experimentalmente, se ha comparado
la tasa de MDO en individuos con alta y baja tasa de remodelacion osea,
resultando un movimiento dentario mayor en aquellos casos con altos valores de

remodelacion osea (Verna y Melsen, 2003), es por esto que se analizaron
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también, los cambios en los tejidos periodontales durante la fase de latencia del
MDO, en donde se observaron cambios cualitativos y cuantitativos.

La densidad de fibroblastos en el ligamento periodontal humano disminuye
fisiologicamente al aumentar la edad, retardando el inicio de las respuestas
fisiolégicas o patolégicas a procesos inducidos externamente y que requieren
remodelacion del ligamento periodontal, como una oclusion traumatica o el MDO
(Krieger y cols., 2013). Al observar los resultados de este estudio se aprecia que
en la zona de presién se produce una reduccion de células tipo fibroblasto en
ambos grupos, mientras que en el lado de tension, el numero de células tipo
fibroblasto se mantiene estable, tanto en jovenes como en adultas. En promedio,
fue el grupo de ratas jovenes quienes presentaron la mayor cantidad de células
tipo fibroblasto, respecto a esto, se puede suponer que un MDO en pacientes
ancianos requiere mas tiempo y debe realizarse con fuerzas mas ligeras que en
pacientes jovenes, ya que se ha descubierto que los fibroblastos del ligamento
periodontal pueden contribuir a la diferenciacion in vitro de los osteoclastos
(Krieger y cols., 2013). Los fibroblastos del ligamento periodontal tienen la
capacidad de seleccionar, atraer a los precursores de los osteoclastos, inducir su
diferenciacion a osteoclastos y su adhesion a la superficie ésea. El complejo de
citoquinas RANKL-RANK:-osteoprotegerina (OPG) resulta crucial en este proceso.
Los fibroblastos del LPD producen principalmente OPG, una molécula inhibidora
de osteoclastogénesis. Sin embargo, pueden estar influenciados in vivo por
interacciones directas o indirectas con bacterias o por carga mecanica. Gracias a
estas cualidades, al tener mayor numero de células tipo fibroblasto, las ratas
jovenes tendrian una resorcidn mas rapida (Sokos y cols., 2015), lo que se
condice con los resultados obtenidos con respecto al numero de osteoclastos. El
mayor numero alcanzado es en el dia 7 en las ratas jovenes en la zona de presion
aumentando en comparacion al dia 3. En la zona de tensién, los osteoclastos
también aumentan en el tiempo. En las ratas adultas, el numero disminuye en la
zona de presion y aumenta en la zona de tension, esto se ve extrapolado en la
resorcion del hueso alveolar, ya que en ratas jévenes aumenta significativamente
al dia 7 en la zona de presion, en cambio en las ratas adultas al dia 7 disminuye
en la zona de presién y aumenta en la de tensién con respecto al control. El

osteoclasto proviene de la linea hematopoyética del linaje monocito/macréfago,
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estas células progenitoras se diferencian en un osteoclasto precursor y estas
células precursoras se unen fuertemente por la interaccién de la proteina DC-
STAMP lo que conduce a la fusidn de estas células y diferenciacion hacia una
célula multinucleada, la cual se puede diferenciar hacia un osteoclasto activado,
que presenta la morfologia antes descrita (Moreno y Contreras, 2013). Las fibras
de colageno denaturadas y los restos celulares producto de una lesién inicial
deben ser resorbidos es por esto que, otra célula importante observada en el
estudio, fueron los macréfagos, que al dia 7 en la zona de presion resultaron
significativamente mayores en numero en las ratas jovenes, indicando entonces
una mayor actividad de resorcidn en esta zona.

A nivel del hueso alveolar se observd un menor numero de osteocitos
durante toda la fase de latencia en ambas zonas (presion y tension) en ratas
jovenes versus adultas siendo incluso significativo en el lado de tensién al dia 7,
también los osteoplastos o lagunas vacias del hueso alveolar en las ratas adultas
disminuyeron en la zona de presidn asi como en la de tension al término de la fase
de latencia. En el grupo de jovenes aumentaron en el tiempo en el lado de presion
y disminuyeron en el de tension. Todos estos resultados son congruentes con los
recientes reportes respecto al rol de los osteocitos en los procesos de remodelado
0seo que incluyen la deformacion de la matriz ésea inducida por el
estrés/formacién de micro-grietas y estrés por cizallamiento del flujo de fluido. El
osteocito no es soélo el mecanosensor del hueso, sino que también es una célula
hormonalmente sensible que traduce estimulos mecanicos en sehales que
modulan la actividad de los osteoblastos que forman hueso y los osteoclastos que
resorben hueso, orquestando asi la adaptacién 6sea a la carga mecanica durante
el MDO (Murshid, 2017). La comprension de estas importantes funciones de los
osteocitos puede tener profundas implicaciones en el futuro tratamiento
ortodoncico y en su innovacion. Resultados obtenidos en un experimento realizado
por Matsumoto y cols. muestran que la ablacién de osteocitos resulta en un
numero reducido de osteoclastos durante el movimiento dentario ortodéncico. La
apoptosis osteocitaria puede desencadenar la remodelacion 6sea estimulando la
osteoclastogénesis, porque los cuerpos apoptoéticos derivados de los osteocitos
estan asociados con potentes factores osteoclastogénicos, lo que indicaria que los
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osteocitos regulan el reclutamiento de osteoclastos (Matsumoto y cols., 2013).
Esto explicaria por qué la osteoclastogénesis en MDO es mayor en ratas jovenes.
El numero de osteoblastos, células especializadas responsables de la
aposicion 6sea (Jiang y cols., 2016), se reduce en las ratas jovenes al dia 7
respecto del dia 3 en la zona de presion, estos resultados coinciden con reportes
donde fuerzas compresivas causaron una ligera disminucion en la viabilidad

celular reduciéndose significativamente después de la fuerza compresiva de alta
resistencia (Nettelhoff y cols., 2016); mientras que en la zona de tension el

numero se mantuvo estable. En las ratas adultas aumentaron en ambas zonas lo
que podria indicar que hay una mayor aposicion 6sea respecto al control.

Aunque en muchos aspectos el cemento es similar al hueso, difiere de este
por tener una capacidad limitada de remodelacion. En el contexto del MDO, la
necrosis y la hialinizacion en el LPD y el hueso alveolar ocurren en respuesta a la
carga ortodoncica localizada inducida por la compresidon vascular, isquemia y
necrosis localizada con degradacién celular y de elementos fibrilares y amorfos de
la MEC del LPD. Posteriormente, la eliminacidon de los tejidos necréticos vy
hialinizados en la zona de compresién es realizada por macréfagos y células
multinucleadas y la diferenciacion de osteoclastos para resorcion oOsea, sin
embargo, una respuesta mayor podria inducir ademas la diferenciacion de
cementoclastos/odontoclastos generando un efecto colateral dafino de resorcion
radicular. También es posible que el dafio directo a la capa superficial del cemento
sea causado por la resorcion del cemento mediada por
cementoclastos/odontoclastos, sin necrosis ni hialinizacion en los tejidos
periodontales (Feller y cols., 2016), aun asi, la resorcion radicular es una
consecuencia iatrogénica frecuente en el tratamiento de ortodoncia (Ren y cols.,
2007). Roscoe y cols. consideran que existe un alto nivel de evidencia disponible
para apoyar la asociacidon de la resorcién radicular con el tratamiento de
ortodoncia y al parecer existen correlaciones positivas entre el aumento de los
niveles de fuerza y el aumento de la resorcion radicular, asi como entre el
aumento de los tiempos de tratamiento y de la resorcion radicular. Sin embargo, la
edad del paciente no es considerada en la revision (Roscoe y cols, 2015). Aunque

se han llevado a cabo varios estudios para encontrar factores de riesgo, pocos
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han sido identificados. En un estudio, se demuestra que ratas de mayor edad
responden de manera diferente a un protocolo estandarizado de ortodoncia que
las ratas mas jovenes, concluyendo que existen correlaciones significativas entre
la resorcion radicular y la velocidad, cantidad y duracién del movimiento de los
dientes en ratas adultas, pero no en las mas jovenes. Esto indica que en variados
grupos de edad, pueden ser de importancia diferentes factores de riesgo de
resorcion radicular (Ren y cols., 2007). Entre el dia 3 y el dia 7, el cemento
dentario tanto en ratas jovenes como adultas no presentd grandes cambios. Se
observd escasa resorcion de las superficies. Hubo un aumento en el numero de
lagunas vacias en las zonas de presion en ambos grupos desde los 3 a los 7 dias
pero no fue estadisticamente significativo; en la zona de tension al dia 3 se
observd una marcada diferencia entre jévenes y adultas siendo significativamente
mayores en las adultas, hacia el dia 7 hay una disminucion importante de las
lagunas vacias en el grupo adulto con respecto al control y al dia 3, lo que podria
probar que existen lesiones tisulares debido quizas al MDO, pero al no haber gran
resorcion se podria decir que la fuerza aplicada no es excesiva.

Durante el proceso de reparacién del cemento, las proteinas de la matriz
extracelular procedentes del cemento resorbido, incluyendo fibronectina,
osteopontina y osteocalcina, contribuyen al reclutamiento de precursores de
cementoblastos a la superficie de la raiz y a su posterior adhesion, proliferacién y
diferenciacion (Feller y cols., 2016). El numero de cementoblastos durante la fase
de latencia aumentd en la zona de tension en ambos grupos siendo
significativamente mayor en los adultos. En ratas jovenes en la zona de presion
los cementoblastos disminuyeron en numero durante el experimento, mientras que
en adultos aumentaron siendo estadisticamente significativo al dia 7 en
comparacion a los jovenes. Las lineas de crecimiento se observaron en ratas
adultas durante toda la fase de latencia en ambas zonas siendo significativamente
mas que en jovenes, lo que se condice con la cantidad de cementoblastos
encontrados; en ratas jévenes s6lo aparecieron en la zona de tensién al dia 7. En
un estudio se encontré osteopontina en lineas de cemento y cementocitos de
cemento celular, en cemento acelular y a lo largo de la union dentina-cemento
(Jager y cols., 2008), por lo que los cementocitos contribuyen al reclutamiento de

cementoblastos y como consecuencia a la cementogénesis. Al ver los resultados
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de este estudio se puede notar que al dia 7 en la zona de tensidén se observé una
diferencia significativa en numero entre jovenes y adultas, encontrandose
mayormente en jovenes, lo que es indicativo de que estaria ocurriendo el
reclutamiento de cementoblastos para la produccion de cemento.

Aunque se considera que la hialinizacion es un efecto secundario
indeseable del movimiento ortoddncico del diente, se ha prestado poca atencion al
propio fendmeno y a su posible relacion con los niveles de tension/deformacion en
el LPD y el hueso alveolar. La hialinizacion durante las ultimas etapas del
movimiento de los dientes podria, en parte, explicar las diferencias observadas
clinicamente en la tasa de movimiento dentario entre diferentes pacientes (von
Bohl y Kuijpers-dagtman, 2009). Se observo en el grupo de ratas jovenes con
MDO, zonas hialinas en el lado de presion, aumentando significativamente al dia 7
de la fase de latencia. En las ratas adultas se apreciaron zonas hialinas en el lado
de presion y tension también al final de esta fase, siendo estadisticamente
significativas en la zona de presion respecto al control. Se sugiere que el
desarrollo y la eliminacién de la hialinizacion es un proceso en lugar de un solo
evento durante el desplazamiento del diente. Esto explicaria la aparicion del tejido
necroético no solo durante la fase de latencia, sino también en la fase lineal (von
Bohl y Kuijpers-Jagtman, 2009).

Las fibras periodontales se muestran en una disposicion de malla con
fasciculos gruesos y cada fibra del LPD muestra una configuracion ondulada,
especialmente en el tercio medio del LPD en ratas control (Tsuge y cols., 2016).
La mala insercion de estas fibras en el hueso y cemento va aumentando desde el
dia 3 al 7 considerablemente en ratas jovenes en zona de presion y tension, en
cambio en las ratas adultas la mala insercion disminuye en el tiempo. Se ha
descrito en animales adultos que la morfologia del LPD cambia a medida que
aumenta la edad, el ancho del LPD es a menudo pequeio e irregular. En adultos,
las fibras de colageno, que son los principales responsables para las propiedades
mecanicas del LPD en molares de rata, son menos organizados; la produccion de
fiboras de colageno muestra un descenso relacionado con la edad; y las
caracteristicas funcionales de las células de los tejidos periodontales han sido
alterados por la edad. La actividad proliferativa de envejecimiento de las células

del LPD es significativamente mayor en humanos jévenes y en ratas jovenes. En
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el estudio realizado por Ren y cols. se observd que durante la aplicacion de fuerza
de ortodoncia en ratas, el LPD en las regiones de presion se desorganiza y
posteriormente se reorganiza. Este proceso se produce tempranamente y es mas
prominente en ratas jovenes y se produce mas tarde y de forma prolongada en
ratas adultas (Ren y cols., 2008b).

Los vasos sanguineos en el LPD estan implicados en la regulacion de la
remodelacion tisular durante la intervencion de ortodoncia (Ren y cols., 2008a), se
pudo observar en el grupo de ratas jévenes en la zona de presidn al dia 7 una
disminucién significativa de VS respecto al control y al dia 3, disminuyendo
ademas la dilatacion y congestion de estos vasos en la zona de presion en ambos
grupos con el paso del tiempo, lo que se relaciona a lo encontrado en otros
estudios en donde en las zonas de compresion, el LPD muestra la fuga de
componentes de la sangre en el espacio extravascular, la obliteracion progresiva
de los vasos sanguineos, y la ruptura de las paredes de las venas (Ren y cols.,
2008a), ademas en jovenes, la tendencia mostré una leve reduccion en el numero
de VS de la zona de tensién. En las ratas adultas en cambio, se observo un
aumento del numero de VS en el tiempo para la zona de tension siendo
significativo en el dia 7 en relacion al inicio de la fase de latencia. En la literatura
se describe que en las zonas de tension, la vascularizacion en el LPD aumenta
para que posteriormente, los precursores de osteoclastos migren desde los
capilares del LPD y produzcan diversas moléculas de sefalizacion implicadas en
la remodelacion tisular inducida por la fuerza (Ren y cols., 2008a).

Dado los resultados obtenidos de este estudio experimental en ratas, se
acepta la hipétesis donde los cambios histomorfologicos pulpares y periodontales
son significativamente diferentes entre ratas jovenes y adultas durante la fase de
latencia del MDO.



80

CONCLUSIONES

En el modelo de rata presentado en este trabajo se determin6 que:

Con el MDO, en la fase de latencia, la pulpa radicular presenta mayor
desorganizacion y alteraciones inflamatorias que la pulpa coronal, tanto en ratas
jovenes como en adultas. La capa odontoblastica se ve severamente afectada
en ambos grupos, pero estos cambios parecen ser reversibles. Existe una
reduccion del numero de células tipo fibroblastos principalmente en ratas
adultas. El numero de VS se ve esencialmente afectado en ratas jovenes,

disminuyendo en la fase de latencia.

En el periodonto de insercion desde el dia 3 al 7 la zona mas afectada es la de
presion en ratas jovenes, en donde ocurre una disminucién de células tipo
fibroblasto, aumenta el numero de zonas hialinas, disminuye el numero de VS,
aumenta el numero de células tipo macrofago y se reduce el numero de
osteocitos aumentando el de osteoplastos, lo que se relaciona con el aumento
del numero de osteoclastos y de zonas de resorcion 0sea. La reaccion tisular
observada en las ratas adultas es menos importante que la indicada en ratas

jovenes.

La edad si es un factor a considerar en el MDO durante la fase de latencia,
debido a que afecta principalmente al periodonto de insercion, de manera
diferente en jovenes y en adultos; la respuesta en jovenes es mucho mas rapida
encontrandose mayor numero de células para la remodelacion 6sea y del

ligamento periodontal.
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ANEXO 1: CERTIFICADO DE APROBACION ETICA

Universidad de Chile
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas
Comisién de Bioética

CASILLA 233
SANTIAGO 1 - CHILE
FONOS: 56 (2) 978 1697 / 2922

Santiago, 4 de octubre de 2013

Dr. Hernan Palomino Montenegro
Facultad de Odontologia
Universidad de Chile

Presente:

Estimado Dr. Palomino:

La Comisién de Bioética de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile,
ha analizado desde el punto de vista bioético, el Proyecto titulado: “INFLUENCIA DE LA EDAD EN LOS
CAMBIOS HISTOMORFOLOGICOS PULPOPERIODONTALES DESPUES DE MOVIMIENTO DENTARIO
ORTODONCICO EN RATAS.

El principal objetivo del proyecto es determinar si existen variaciones en las caracteristicas histologicas
(morfolégicas y morfométricas) en el tejido pulpar y periodontal incluyendo el hueso alveolar y la superficie
radicular de molares maxilares en la fase inicial, mediata y tardia del movimiento dentario ortodéncico entre ratas
jovenes y adultas.

El informe de la Comisién es el siguiente:

De acuerdo al dio prop » y anilisis del proyecto y protocolo de manejo y cuidado de animales de
Laboratorio, se justifica el estudio con animales. Se informa adecuad el calcul distico para la
determinacion del nimero de animales a utilizar en cada objetivos del proyecto, el que se desarrollara en 2 afios. En
total se utilizaran 60 ratas de la cepa Sprague Dawley. El Investigador responsable hace una descripcion detallada de
las condiciones en las que se realizard el estudio (lugar, manejo de los animales, dosis de anestesia, equipo,
técnicos), ademas describe el procedimi de ia y disposicion de los cadaveres al término del
procedimiento. Se indica que la persona encargada de la atencion de los animales serd la Médico Veterinaria
Fernanda Schaufler con vasta experiencia en el manejo y cuidado de los animales.

El Dr. Palomino modificé el protocolo p do de do a las sug ias del Comité de Bioética y
certifica que la investigacion propuesta no constituye una duplicacién innecesaria de investigaciones previas: que
todas las personas trabajardn de acuerdo con las normas y regla.s éticas vigentes nacionales ¢ internacionales; que ha
revisado la literatura cientifica y base de datos pertinentes sin encontrar procedimientos vahdos alternativos; que los
antecedentes presentados en este Protocolo incluyen la totalidad de los procedimi con 1 p s en
el Proyecto y que se compromete a solicitar y obtener la aprobacién del Comité de Bioética sobre lnvesugacnon en
antes de iniciar cualquier cambio al Protocolo aprobado, sea de procedimientos como de personal.

Analizados el Proyecto y Protocolo de Manejo y Cuidado de Animales de Lgboratorio, la Comision aprobo
el Proyecto y protocolo, cédigo CBE2013-12.

Comisién de Bioética BAciss 'Comus-én de Bioética
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ANEXO 2: CERTIFICADO DE INSCRIPCION DE PROYECTO PRI-ODO 13/005 v
AUTORIZACION DE EXTENSION

FACULTAD

ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD DE CHILE

CARTA CERTIFICADO DE INSCRIPCION DE PROYECTO PRI-ODO

Santiago, octubre 18 de 2013

DIFO N° 0138/2013
Mat. Asignacion Cédigo PRI-ODO

Sefior

Dr. Hernan Palomino Montenegro
Departamento del Nifio y ODM
PRESENTE

Estimado doctor Palomino:

Me permito informar a usted que con fecha de registro de inscripcién, 18 de octubre de 2013, se ha
recepcionado el documento Proyecto de Investigacion titulado: “Influencia de la Edad en los Cambios
Histomorfolégicos Pulpoperiodontales después de Movimiento Dentario Ortodéncico en Ratas”, del
Investigador Responsable: Hernan Palomino Montenegro del Departamento del Nifio y ODM y de los co-

investigadores:

1. Dra. Maria Angélica Torres Valenzuela Investigador Alterno
2. Dra. Montserrat Reyes Co Investigador

3. Dra. Paula Rojas Co Investigador

Dicho proyecto ha recibido el siguiente cédigo de inscripcién en la Direccion de Investigacion:
PRI-ODO 2013 PRI-ODO 13/005

Este proyecto cuenta con:

1. Carta del Director de Departamento (Inv. Responsable) Si No | N/A
2. Certificado de aprobacion del Comité de Etica de la Facultad Si No [ N/A
3. Certificado de aprobacion del Comité de Bioseguridad Si No | N/A

A partir de la fecha de registro de este proyecto, se debera considerar el periodo de duracion del mismo, por lo
tanto el dia:

[ Fecha entrega Informe Final: [ 18 de octubre de 2015 |

Usted debera hacer llegar a la Direccion de Investigacion el Informe final del proyecto en el formulario ad-hoc.

Para obtener el formulario de informe final de proyecto, visite la pagina Web de la Facultad y el enlace de
investigacion: http://.odontologia.uchile.cl/investigacion/formularios .

Saluda atentamente a usted,

Pr. GONZALO RODRIGUEZ MARTINEZ
4 Director de Investigacion

Distribucién:

Original: Dr. Hernan Palomino Montenegro Investigador Responsable
Copia: Dra. Maria Angélica Torres Valenzuela Investigador Alterno
Dra. Montserrat Reyes Co Investigador
Dra. Paula Vargas Co Investigador
Prof. Dra. Gisela Zillmann Geerdts Directora Departamento del Nifio y ODM
Dr. Gonzalo Rojas Alcayaga Director Departamento de Patologia y Medicina Oral
GRM/cmg

FACULTAD DE ODONTOLOGIA-DIRECCION DE INVESTIGACION
SERGIO LIVINGSTONE P. N® 943 - PISO 3, INDEPENDENCIA
Teléfono: 2978 1845  e-mail: investigacion@odontologia.uchile.cl
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Sl UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD

@ Santiago, agosto 4 de 2016

DIFO N° 006/2016
Mat.: Autoriza extension proyecto PRI-ODO

Sefiora

Dra. Maria Angélica Torres S.
Investigador Responsable
Proyecto PRI-ODO 13/005
Presente

Estimada Dra. Torres:
En respuesta a su carta de fecha 13 de julio de 2016 donde solicita prérroga
del Proyecto PRI-ODO 13/005 hasta diciembre del presente afio, informo a

usted que su solicitud se encuentra autorizada, por lo que el plazo de término
del proyecto es el 30 de diciembre de 2016.

Sin otro particular, saluda atentamente a usted,

= r5
Dra. Andrea Paula-lima
Directora de Investigacion (s)

ACP-cfc

Santiago, Chile / www.odontologia.uchile.cl / Contacto Facultad: (56-

978 1715 / Contacto Clinica: (56-
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