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Expresion dela osteocalcina en € ligamento periodontal
al inducir fuer zas ortodoncicas

Osteocalcin expression in periodontal ligament when inducing orthodontic forces
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RESUMEN

La osteocalcina es una proteina no colagena presente en hueso al-
veolar, cemento radicular y subpoblaciones del ligamento periodon-
tal. Esta proteina juega un papel importante en la biomineralizacién
y en la matriz extracelular regulando la maduracién de los cristales
de hidroxiapatita y en el reclutamiento de los osteoclastos partici-
pando en la remodelacion 6sea. La remodelacion y la nueva forma-
cion de tejido periodontal es parte esencial durante los movimientos
ortodoncicos, los cuales al aplicar fuerzas causan tensién en las cé-
lulas provocando una adaptacion que se traduce en respuestas ce-
lulares y moleculares que pueden afectar la matriz extracelular. Por
ello, el proposito de esta investigacion fue determinar la expresion
de la osteocalcina asociada a la remodelacion periodontal cuando
se aplican fuerzas ortoddncicas. En primeros premolares superiores
e inferiores se coloco aparatologia fija prescripcion Roth 0.022 con
un arco NiTi 0.016, la cual se aplic6 a todos los dientes de ambas
arcadas con excepcion de los premolares superiores e inferiores
izquierdos. Los premolares sin aparatologia (t = 0) y en presencia
de aparatologia para inducir movimientos ortodéncicos durante 1, 3,
5, 7 y 9 dias; fueron extraidos para analizar la expresion de la os-
teocalcina en la matriz extracelular del ligamento periodontal. Para
determinar la expresion temporal y espacial de los mensajeros de la
osteocalcina en el ligamento periodontal se llevé a cabo la técnica
RT-PCR. La expresion de la osteocalcina en el grupo experimental
estuvo presente en todos los dias de prueba, sugiriendo que los
movimientos ortodonticos generan cambios que son susceptibles
en las concentraciones del mensajero de la proteina osteocalcina.

ABSTRACT

Osteocalcin is a non-collagenous protein located in alveolar
bone, root cementum and subpopulations of periodontal ligament
cells. This protein plays an important role in the biomineralization
process and in the extra-cellular matrix, regulating maturation of
hydroxyapatite and osteoclast recruitment which participate in bone
remodeling. Periodontal tissue new formation and remodeling is
a vital part of the process during orthodontic movements. These
movements, when force is exerted, cause tension in the cells,
provoking adaptation which results in molecular and cellular
responses which, in turn, can affect the extracellular matrix. Due
to the aforementioned facts, the aim of the present research was
to determine osteocalcin expression associated to periodontal
remodeling when orthodontic forces are applied. Roth 0.022” fixed
brackets with a NiTi 0.016” archwire were applied to first upper and
lower bicuspids. They was applied to all teeth of both arches except
to left lower and upper bicuspids. Bicuspids without brackets (t = 0)
as well as with brackets to elicit orthodontic movements during 1,
3,5, 7 and 9 days were extracted to assess osteocalcin expression
in the extra-cellular matrix of the periodontal ligament. The RT-
PCR technique was followed to determine temporal and spatial
expression of osteocalcin messengers. Osteocalcin expression in
the experimental group was present in all test days, suggesting
thus the fact that orthodontic movements elicit changes that are
susceptible in osteocalcin protein messenger concentrations.
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INTRODUCCION

La osteocalcina o BGP (por sus siglas en inglés
Bone Gla Protein), es la proteina no colagena mas
abundante en el periodonto y constituye hasta el 3%
de la proteina 6sea total. Tiene 49 aminoacidos con
tres residuos de &cido gama-carboxiglutamico, los
que se asocian con sus propiedades de unién a cal-
cio. La producen los osteoblastos, cementoblastos y
subpoblaciones de fibroblastos del ligamento perio-
dontal completamente diferenciados, con una masa
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de aproximadamente de 6 kDa y es secretada en el
frente de mineralizacion.!® Los estudios de inmunohis-
toguimica la han localizado en hueso alveolar, dentina
y cemento radicular y su papel en la biomineralizacion
se ha determinado parcialmente. Se sabe que la pro-
duccion de la osteocalcina es estimulada por vitamina
K, ya que en modelos animales tratados con warfina
(antagonista de la vitamina K) inhibe la carboxilacion
de los residuos de acido glutamico; y por el factor de
crecimiento fibroblastico tipo 2 (FGF-2) debido a que
ratones knock-out del gen FGF-2 presentan una hi-
permineralizacion ésea. Esto sugiere que la BGP
desempefia un papel en la biomineralizacién y en la
matriz extracelular regulando la maduracién de los
cristales de hidroxiapatita y en el reclutamiento de los
osteoclastos participando en la remodelacion 6sea.*”

En tratamientos ortoddncicos, los 6érganos denta-
rios responden a las fuerzas mecéanicas aplicadas por
medio de remodelar la matriz extracelular del perio-
donto. Cuando las fuerzas son aplicadas al 6rgano
dentario; existen dos puntos principales que pueden
influenciar una respuesta: un lado de presion donde
suceden ciclos de reabsorcion y un lado de tension
donde predomina la formacién de matriz extracelular.
Durante los procesos de reabsorcion y formacion de
matriz extracelular del periodonto bajo influencia de
movimientos ortodoncicos, existen un gran numero de
moléculas que se expresan (desde factores de creci-
miento, moléculas colagenas, glicoproteinas, hormo-
nas, proteoglucanos, etc.) para regular las funciones
de adhesidn, motilidad, crecimiento y diferenciacién
celular. Dichas funciones son extremadamente regu-
ladas por la matriz extracelular, jugando un papel cla-
ve en los movimientos ortodoncicos.?

Las investigaciones con movimientos ortodoncicos
han reportado que la aplicacién local de osteocalcina
llevé a una aceleracion en el movimiento dental en ra-
tas durante los periodos iniciales del tratamiento. Esta
aceleracion fue debida principalmente por un incre-
mento en el reclutamiento de osteoclastos. Lo que ha
llevado a suponer que la aplicacion de la osteocalcina
en un periodo inicial puede ser suficiente para acele-
rar el movimiento dental, ya que podria actuar como
una molécula que promueve quimioatraccion para las
células precursoras de los osteoclastos participando
en la remodelacién de la matriz por un lado y por el
otro favoreciendo un microambiente apropiado para la
biomineralizacion.®®

Por lo anterior el objetivo de este estudio fue deter-
minar la expresion del gen que codifica para la osteo-
calcina que se encuentra en el ligamento periodontal
de dientes sometidos a fuerzas ortodoncicas durante
1, 3,5, 7y 9 dias de tratamiento.

METODOS

SELECCION DE PACIENTESY
APLICACION DE APARATOLOGIA

Para realizar este estudio, se reclutaron 50 pacien-
tes sanos de ambos sexos, mayores de edad que
acudian a la Clinica de Ortodoncia de la Division de
Estudios de Postgrado e Investigacion de la Facultad
de Odontologia de la UNAM. Su tratamiento de base
contemplé extracciones de primeros premolares supe-
riores e inferiores y ellos fueron informados del estudio
para su consentimiento. A los 50 pacientes, divididos
en grupos de 10 pacientes para cada tiempo experi-
mental (1, 3, 5, 7 y 9 dias), se les coloc6 aparatolo-
gia fija prescripcion Roth 0.022, con un arco Sentalloy
calibre 0.016 NiTi. La aparatologia se aplico en todos
los dientes de ambas arcadas con excepcion de los
premolares superiores izquierdos, los cuales actuaron
como grupo control (t = 0). Los premolares superio-
res derechos fueron considerados como el grupo que
fue sometido a presion ortoddncica (grupo experimen-
tal). A dichos premolares se les coloco el bracket con
una angulacion de 30° hacia distal respecto al plano
oclusal del paciente (Figura 1). Dicho bracket se ligd
al arco con un modulo elastomérico (marca GAC) y
el diente se sometié a una presién ortodéncica cons-
tante calibrada alrededor de los 80 gramos de fuerza
durante 1, 3, 5, 7 y 9 dias. Al término de cada tiempo
en que se dejaron actuar las fuerzas ortodéncicas de
la aparatologia, los premolares superiores e inferiores
fueron extraidos.

EXTRACCION DENTAL

La extraccion de los premolares de los pacientes
se llevo a cabo en la Clinica de Periodoncia de la mis-
ma instituciéon durante 1, 3, 5, 7 y 9 dias después de
haber colocado la aparatologia. La extraccion se reali-
z0 utilizando 1.8 mililitros de anestésico lidocaina con
epinefrina (36/0.025 mg, Uniseal) luxando el 6rgano
dentario con un elevador recto No. 301 m y manipu-
lando con forceps No. 150. Los premolares extraidos
se colocaron en nitrégeno liquido para su conserva-
cion y posterior utilizacion para el aislamiento del &ci-
do ribonucleico (ARN).

AISLAMIENTO DE ARN

Premolares bajo movimientos ortoddncicos (t = 1,
3, 5, 7y 9 dias) y sin movimientos ortodéncicos (t
= 0), fueron extraidos para analizar la expresion del
gen de la osteocalcina presente en la matriz extra-
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celular del periodonto. Una vez extraidos los pre-
molares, se procedio a retirar el tejido periodontal
unido a las zonas media y apical de los premolares
por medio del raspado con una hoja de bisturi. El
tejido fue homogeneizado en 1 mL de TRIZOL (Gib-
co BRL) para llevar a cabo la extraccion del ARN
total siguiendo las instrucciones del fabricante. El
ARN total se incub6 con DNAasa libre de RNAasas
(Boehringer Mannheim Biomedicals, IN) con el fin
de garantizar que no exista contaminacion de DNA
gendmico. El RNA fue cuantificado por densitome-
tria 6ptica a 260 nm y utilizado posteriormente para
la técnica de RT-PCR.

RT-PCR

Para determinar la expresion temporal y espa-
cial del mensajero de la osteocalcina aislada de la
matriz extracelular del periodonto bajo movimientos
ortodoncicos durante 1, 3, 5, 7 y 9 dias, llevamos
a cabo la técnica de RT-PCR. Se utilizé el kit Su-
perScript One-Step RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad,
CA) para la transcripcion de la cadena complemen-
taria a partir de 1 ug de RNA total de cada muestra
siguiendo las especificaciones del fabricante. Para
generar cada templado de cDNA el RT se llevo a
cabo usando los oligos especificos para la osteocal-
cina: oligo en direccion sentido 5° GATCCATGAGA-
ATGAGAAGCG 3’ y oligo en direccion antisentido
5" CTATGTTAGCACCTTATCCCC 3" a una tempe-
ratura de 45°C por 30 minutos y un ciclo de 94°C
por 2 minutos. EL cDNA se amplificaron bajo el si-
guiente programa de PCR: 94°C durante un minuto
(desnaturalizacion), temperatura de alineamiento
de los oligos para la osteocalcina a 55°C durante
un minuto y extension a 72°C por un minuto, hasta
completar 35 ciclos. Los productos de PCR fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa al
1.2%, tefiidos con bromuro de etidio y visualizados
bajo un transiluminador de luz ultravioleta. Las ima-
genes se fotodocumentaron con el sistema EDAS
290 (Kodak, USA).

RESULTADOS

La figura 1 muestra un ejemplo representativo de
los premolares que fueron sujetos a la colocacion de la
aparatologia (grupo experimental) para inducir la ten-
sion ortodoncica durante 1, 3, 5, 7 y 9 dias. La imagen
corresponde al premolar superior derecho donde se
puede apreciar el grado de angulacién con respecto al
plano oclusal que fue de 30°. Durante el estudio tanto
en el grupo de premolares control correspondientes al

tiempo cero, como en el grupo de premolares expe-
rimentales; no se presentaron cambios clinicamente
observados en el grosor del ligamento periodontal du-
rante el tiempo de estudio que se aplicaron las fuerzas
ortoddncicas.

En la figura 2 se puede apreciar la expresion del
gen que codifica para la osteocalcina, la cual presen-
ta un peso molecular de 310 pares de bases aproxi-
madamente. Los resultados durante los dias de apli-
cacion de las fuerzas ortoddncicas indican que la
osteocalcina se expresa durante todos los tiempos
experimentales con un aumento en la expresion du-
rante los dias cinco y nueve del tratamiento. Durante
los dias 1, 3y 7 la expresion es similar al tiempo cero
o control con una ligera disminucién en el dia siete.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio indican
que al aplicar fuerzas ortodéncicas en premolares por
la presencia de la aparatologia durante uno a nue-
ve dias, se produce un cambio en la expresion del

30°
de
incli-
nacion

|

Figura 1. Esquema (A) y foto (B) que ilustra la colocacion
del bracket con la angulacion de 30° hacia distal respecto al
plano oclusal del paciente.

Figura 2. Expresion de gen que codifica para la osteocal-
cina a diferentes dias de tratamiento ortodéncicos. Control
interno gen que codifica para la GAPDH.
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gen que codifica para la osteocalcina en el area del
ligamento periodontal. Debido a que la osteocalcina
tiene injerencia en la reabsorcion como en el depdsito
de matriz mineralizada, los resultados obtenidos de
este estudio confirman el papel regulador de la os-
teocalcina en los procesos de formacion de la ma-
triz extracelular del periodonto. La expresion del gen
de la osteocalcina durante los tiempos experimenta-
les puede interpretarse debido a la induccion de la
reabsorcion inicial del hueso y de la matriz de fibras
colagénicas del ligamento periodontal necesaria para
el movimiento del 6rgano dentario y para el recluta-
miento especifico de los osteoclastos en el sitio de
la reabsorcion. Confirmando los estudios en la cual
reportan que la aplicacion local de la proteina aumen-
ta la velocidad de los movimientos ortodéncicos en
modelos animales.®

La expresion del gen que codifica para la osteo-
calcina se mantiene con una expresion creciente al
tiempo de induccion de los movimientos ortodoncicos
hasta observarse un aumento en el 5 dia sugiriendo
gue esta llegando al pico maximo de la reabsorcion
para tener una fase recesiva en el dia siete, para te-
ner una expresion significativa en el 9" dia; lo cual
indicaria que se inicia el proceso de mineralizacion
debido a que es una proteina involucrada en regular
las concentraciones de calcio e hidroxiapatita. La ex-
presioén de la osteocalcina como se muestra en la fi-
gura 2, nos da indicios de que la matriz del ligamento
periodontal puede ser remodelada desde las prime-
ras horas de colocada la aparatologia. En la literatura
existen reportes que han demostrado el efecto de las
fuerzas ortoddncicas sobre el ligamento periodontal.
Sin embargo, estos estudios estan realizados in vitro
y/o en especies distintas del ser humano.'° Estas pri-
meras etapas de respuesta por parte del ligamento
periodontal pueden relacionarse al proceso de infla-
macién que se genera al inducir movimientos denta-
les por los procesos de ortodoncia. Por lo tanto, la
osteocalcina podria facilitar los movimientos ortodén-
cicos al funcionar como una molécula que induce qui-
mioatraccion para reclutar a los osteoclastos en los
sitios de mayor presion y funcionar como un factor
importante que ayuda en los frentes de biomineraliza-
cion en el lado de tension.

CONCLUSION

Nuestros estudios indican que existen cambios a
nivel molecular en la matriz del ligamento periodontal
sensible al tiempo de induccion del movimiento del or-
gano dentario cuando se utiliza aparatologia fija.

Los cambios a nivel molecular fueron determina-
dos por la técnica de RT-PCR para el gen que co-
difica a la osteocalcina, la cual refleja que la matriz
del ligamento periodontal es sensible en el tiempo a
las fuerzas ortoddncicas a la que fueron sujetas los
organos dentarios en el estudio.

La expresion de la osteocalcina sugiere una doble
participacion en los procesos ortodonticos participan-
do en los procesos de reabsorcién y remodelacion de
la matriz del periodonto.
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