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RESUMEN

El propésito del presente estudio fue la deteccién de la serotonina en la sutura media palatina
durante el proceso inflamatorio causado por la expansion rapida maxilar (ERM). La serotonina
juega un papel importante como mediador quimico en el proceso inflamatorio agudo, el cual se
relaciona especialmente con la permeabilidad vascular y la produccién de dolor durante la
aplicacion de fuerzas ortopédicas que se generan como una respuesta inflamatoria en la sutu-
ra media palatina. Al realizarse la ERM se produce la separacion fisica del maxilar por medio
de la aplicacion de técnicas que pueden producir una respuesta ortopédica. Estas técnicas se
usan en pacientes que necesitan un aumento en el plano transversal del maxilar principalmen-
te durante la denticion primaria, mixta y en algunas ocasiones en la denticion permanente de
acuerdo con la edad del paciente; creando modificaciones en la sutura media palatina y en
otras estructuras craneofaciales que se encuentran relacionadas con el maxilar.

Veinticuatro conejos jovenes machos de la cepa Nueva Zelanda fueron incluidos en el pre-
sente estudio, a los animales se les coloc6 un expansor modificado para llevar acabo la
ERM. El maxilar se disec6 a los 7, 14 y 21 dias después de que el aparato se insert6 en la
boca del conejo. Se obtuvieron muestras del tejido del maxilar; se realizé la técnica de
inmunohistoquimica indirecta, utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén contra la
serotonina. La serotonina no se detecté en ninguno de los grupos experimentales.

Palabras clave: Expansion rapida maxilar, inflamacion, serotonina inmunohistoquimica.
Abstract

The detection of serotonin in the mid palatal suture during the inflammatory process caused
by rapid maxillary expansion (RME) was the purpose of the present study. Serotonin plays an
important role as an inflammatory mediator in the inflammatory process, especially related
with vascular permeability and pain production during the application of orthopedic forces,
which is generated as an inflammatory response in the mid palatal suture. RME induces the
physical maxillary separation with the application of techniques, which use forces that ex-
ceed the optimal limit to obtain orthodontic movements, producing an orthopedic response.
These techniques are used in patients who need an increase in the maxillary width during the
primary, mixed and permanent dentition; involving modifications in the middle palatal suture
and other skeletal craneofacial structures.

Twenty-four young male rabbits from the New Zealand stock were included in the present
study, and a modified expansor was applied to the animals. The maxillary was dissected at
inserted days 7,14 and 21 after the appliance was into the rabbit mouth. Slides were ob-
tained; an indirect immunohistochemical technique using a monoclonal mouse antibody di-
rected against serotonin. Serotonin was not detected in any of the experimental groups.

Key words: Rapid maxillary expansion, inflammation, serotonin, immunohistochemistry.
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Introduccién

La expansion rapida maxilar (ERM) fue primero utilizada
por Angell en 1860 para eliminar la constriccién del
maxilar. Posteriormente no se utilizé esta técnica hasta
los afios 50 donde nuevamente fue usada para estimular
el crecimiento transversal del maxilar. La ERM consiste
en la separacidn fisica del proceso maxilar, como resul-
tado de la aplicacién de fuerzas ortopédicas.'
Clinicamente, los primeros cambios que se observan
con la aplicacién de las fuerzas transversales son: la in-

clinacién de los dientes posteriores, divergiendo éstos
hacia el plano oclusal. Estas divergencias son resultado
de la condensacion y estiramiento de los tejidos.*” Es
esencial que las fuerzas aplicadas sean de suficiente
magnitud para producir una respuesta ortopédica.

En 1980 Haas® propuso cinco indicaciones para la uti-
lizacion de esta técnica, las cuales son: 1) En enfermos
que presentan deficiencia del maxilar con mordida cru-
zada posterior, 2) en mal oclusién clase 111 de Angle con
la constriccion del maxilar, 3) en estenosis nasal, 4) en
paladar hendido, y 5) en pacientes que presentan pro-

Cuadro I. Principales mediadores inflamatorios citado en Brostojj J, Male D, Roitt I. Inmunologia. 4% ed. Madrid Espafia:

Editorial Harcourt Brace, 1997: 14.8.

Mediador Procedencia

Histamina Mastocitos, basofilos

5HT-serotonina
5-hidroxitriptamina

Plaquetas, mastocitos (roedores)

Factor activador de
las plaquetas (PAF)

IL-8 Monocitos y linfocitos

C3a Componente C3 del complemento
C5a Componente C5 del complemento
Bradicinina Sistema de la cinina (cininégeno)

Fibrinopéptidos y
productos de degradacion
de la fibrina

Sistema de coagulacion

Prostaglandina E, (PGE,) Via de la ciclooxigenasa

Leucotrieno B, (LTB,) Via de la lipooxigenasa

Leucotrieno D, (LTD,) Via de la lipooxigenasa

Factor quimiotactico de Mastocitos

neutrdéfilos (NCF)

Basofilos, neutréfilos, macrofagos

Efecto

Aumento de la permeabilidad vascular, contraccién del
musculo liso, quimiocinesis

Aumento de la permeabilidad vascular, contraccion del
musculo liso

Liberacién de mediadores a partir de las plaquetas,
aumento de la permeabilidad vascular, contraccién del
musculo liso, activacion de neutrdfilos

Localizacion de polimorfonucleares y monocitos

Degranulacién de los mastocitos, contraccion del
musculo liso

Degranulacién de los mastocitos quimiotaxis de neutréfilos
y macréfagos, activacion de los neutrofilos, contraccién del
musculo liso, aumento de la permeabilidad capilar

Vasodilatacién, contraccion del muasculo liso, aumento de
la permeabilidad capilar, dolor

Aumento de la permeabilidad vascular, quimiotaxis de

neutrofilos y macréfagos

Vasodilatacion, potenciacion del aumento de la permeabi-
lidad vascular inducido por la histamina y la bradicinina

Quimiotaxis de neutrdfilos, sinergia con PGE, en el
aumento de la permeabilidad capilar

Contraccion del masculo liso, aumento de la permeabili-
dad vascular

Quimiotaxis de neutrofilos
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Cuadro II. Modificada. Tipos y localizacién de receptores serotonérgicos citada en Goodman and Gilman.

Sanders-Bush E. Mayer ES. The Pharmacological basis of therapeutics. 92 ed. New York: McGraw-Hill 1996; 11: 251.

Localizacion

Subiculum, sustancia nigra

Corteza, stratium

Plaquetas, musculo liso,

Mecanismo posreceptor

Nucleo del rafe, hipocampo

Inhibicién de la adenilciclasa

Vasos sanguineos craneales

Inhibicién de la adenilciclasa

Activacion fosfolipasa

corteza cerebral

Tipo Agonistas Antagonista

5-HT,, 8-OH-DPAT Way 100135

5-HT

5-HT , Sumatriptan

5-HT .

5-HT,, 2-Metil-5-HT, DOI Ketanserina

5-HT,, 2-Metil-5-HT, DOI LY53857

5-HT,. 2-Metil-5-HT, DOI LY53857

5-HT, 2-Metil-5HT Ondasetrona
tropisetron

5-HT, Renzapride GR1130808

5-HT,,

5-HT,,

5-HT,

5-HT

blemas longitudinales con clase | de Angle que no se
requiera hacer extracciones .81

En estudios previos, se han observado cambios
histol6gicos: como microfracturas, incremento vascular,
desorganizacién del tejido conjuntivo y osificacién del
tejido 6seo inmaduro en combinacién con la presencia
de tejido inflamatorio.67121¢

Simultaneamente a las fuerzas ejercidas, se lleva a
cabo el proceso inflamatorio como una respuesta contra
el estimulo generado por la aplicacién de las fuerzas
ortopédicas. La respuesta inflamatoria generada esta
mediada por una variedad de sefiales moleculares pro-
ducidas localmente, desencadenandose por medio de: 1)
el proceso bioldgico regulado por mediadores inflama-
torios como la histamina, serotonina, activador del fac-
tor plaquetario, el acido araquidénico, 2) el sistema
inmunitario y 3) la cascada del complemento.2%

Algunas de estas sefiales actian en los capilares cau-
sando una fuerte adhesion de las células endoteliales para

Fondo de estbmago
Plexo coroideo

Nervios periféricos
postrema

Hipocampo tracto
gastrointestinal

Hipocampo

Striatum

Hipotalamo e intestino

Activacion, fosfolipasa
Activacion, fosfolipasa

Canal para cationes

Activacion
adenilciclasa

Desconocida
Desconocida
Activacion de la AC

Activacion de la AC

lograr una superficie adhesiva, cuando pasan los leuco-
citos son atrapados por estas células endoteliales permi-
tiéndole escapar a través del vaso con la ayuda de enzimas
digestivas, asi mismo, modificando su forma para pasar
a través de la pared endotelial.

El inicio de union de estas células endoteliales se en-
cuentra mediado por unas moléculas denominadas
selectinas las cuales ayudan a los leucocitos a transpor-
tarse hacia la pared endotelial. Posteriormente se logra
una unién mas fuerte con la ayuda de otras moléculas
denominadas integrinas, las cuales ayudan a los
leucocitos a atravesar la pared endotelial, migrando ha-
cia el sitio de la inflamacion.?23

Las caracteristicas principales de la inflamacién son: au-
mento del suministro de sangre hacia la zona inflamada, con
aumento de la permeabilidad capilar producida por la retrac-
cion de las células endoteliales y migracion leucocitaria. En
la fase temprana hay aumento de neutrdfilos y en la cronica
se observan monocitos Y linfocitos (Cuadro 1).2
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Cuadro I1l. Animales de experimentacion y controles.

Grupo Tiempo de Animal
jévenes colocacion (dias) control

A ATE A7C
Jévenes Al4E Al4aC
A21E A21C

B B7E B7C
Adultos B14E B14C
B21E B21C

La serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) es un media-
dor bioguimico, se localiza principalmente en las células
enterocromafines del tracto gastrointestinal y en las
neuronas, las cuales la sintetizan. La serotonina también se
encuentra en las plaquetas, pero estas células no la sinteti-
zan, Unicamente la almacenan. Sin embargo, ellas pueden
activarlas durante el proceso inflamatorio (Cuadro 11).252

El objetivo de este estudio fue detectar la serotonina
como un mediador inflamatorio durante el proceso infla-
matorio agudo producido por la ERM.

Material y métodos

Los animales experimentales usados en el estudio fueron
18 conejos jovenes machos y seis conejos adultos machos
de la cepa Nueva Zelanda. Los conejos se dividieron en
dos grupos: el grupo joven al cual se le denominé como
ATE, A14E, A2IE y el grupo adulto como B7E, B14E y B21E
de acuerdo al periodo que se mantuvo el aparato en la
boca. Ademas se incluyd a los animales controles para cada

Figura 1. Bihelix previamente colocado en la boca del conejo.

Animal
experimental

4
4
4

S

Animal Edad Peso Total
control semanas kilos
2 5-7 1.0-1.5
2 5-7 1.0-1.5 18
2 5-7 1.0-1.5
1 20 3.1-4.1
1 20 3.14.1 6
1 20 3.1-4.1

Figura 2. Conejo con el aparato in situ.

Figura 3. Porcién anterior, media y posterior del paladar del conejo.

grupo respectivamente (Cuadro 111). A cada conejo se le
fij6 un aparato, fabricado con alambre redondo 0.018 pul-
gadas de TMA (OrmcoTM Glendora, Ca), tipo bihélix. La
composicién de este alambre permite tener una alta me-
moria y resistencia a la deformacién (Figura 1).%
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Figura 4. Sistema de deteccion.

El aparato fue previamente activado con cuatro on-
zas, por cada lado (Dontrix, Unitek Monrovia, Ca), te-
niendo una fuerza de alrededor de 120 g. El animal se
anestesio intravenosamente en la oreja con la solucién
de pentobarbital sodico (Sedalphorte 50 mg/kg), diluido
1:1, en suero fisiologico. El bihélix se introdujo a través
de los incisivos superiores, doblando las puntas del alam-
bre para evitar la salida de los dientes (Figura 2).

Todos los conejos fueron sacrificados en una camara
de éter, se diseco el maxilar de cada animal y se dividié
en tres fragmentos: anterior, medio y posterior a lo largo
del eje longitudinal palatino (Figura 3). Los fragmentos
del tejido fueron fijados en solucién de formaldehido al
10% amortiguado con fosfato de sodio (0.02M PBS, pH
7.6) durante 24 horas a temperatura medio ambiente y
se decalcificéd con una soluciéon de EDTA al 12.5% (pH
7.0) a 4° C, durante 10-12 semanas con agitacién cons-
tante. Los fragmentos fueron incluidos en parafina, pos-
teriormente cortados a 5 um de grosor, dos secciones se
usaron para la tinciéon de hematoxilina y eosina (H&E) y
tres para inmunohistoquimica.?®

Inmunohistoquimica

Se seleccionaron dos muestras de tejido de cada grupo
representativo para la inmunohistoquimica. Se llevd a
cabo la técnica de inmunohistoquimica utilizando un
anticuerpo monoclonal contra pan-serotonina, 5-HT-
H209 (Dakopatts, LA), diluido en una solucion
amortiguadora Tris-HCI a 0.05M (pH 7.6), con una con-
centracion 1:10. El método indirecto se realizé por me-
dio del complejo Estreptavidina-biotina conjugado con
peroxidasa, como sistema de inmunodeteccion (LSAB,
Dakopatts) (Figura 4).

Para poder eliminar los antigenos inespecificos, se in-
cubd el tejido en 98% de metanol/0.3% perodxido de hi-
drégeno. Posteriormente, se incubd el tejido en tripsina
al 0.1% en PBS, con el proposito de realizar la predigestion
enzimética. Se realiz6 bloqueo de los antigenos
inespecificos, con suero de bovino en PBS (1:50).

El tejido se incub6 con el anticuerpo anti-serotonina
(1:10). Se agreg6 al tejido el anticuerpo secundario y se
incub6, inmediatamente después se incubd con
estreptavidina-biotina conjugada con peroxidasa de raba-
no (1:400). Finalmente, se prepar6 el sustrato de
diaminobenzidina (DAB) 1 mg/mL diluido en PBS al 0.02%
con peréxido de hidrégeno y se realizé la contratincion del
nucleo con hematoxilina de Gill. Se montaron las laminillas
y se observaron por medio del microscopio de luz.

Se utiliz6 como control positivo para la técnica
inmunohistoquimica, el tejido del fondo de estémago de
conejo.2**3 No se realizé ninguna prueba estadistica para
su estudio.

Resultados

La ERM se confirmé por medio de radiografias que se
tomaron antes y después de colocado el aparato en la
boca A7E, A14E, A21E y respectivamente de los grupos
controles.

Los hallazgos histolégicos que se observaron con H/E
de las secciones se describen como sigue:

Grupo control

La sutura media palatina estaba constituida por los pro-
cesos maxilares, el tejido conjuntivo y el tejido dseo fue-
ron observadas bajo condiciones normales. El tejido
conjuntivo se observ6 bien organizado con ligera
vascularidad y la presencia caracteristica de forma de
serpiente de la sutura palatina (Figura 5).

Grupo 7 dias

El grupo 7 dias de conejos jévenes experimentales se
agrupé en A7E. En él se observo permeabilidad vascular,
moderado edema y ligero infiltrado inflamatorio agudo
en el tejido conjuntivo. El tejido conjuntivo de la sutura
media palatina se observd rasgado en el plano transver-
sal, ademés se encontrd separada en la parte anterior,
perdiendo la forma caracteristica de serpenteo, obser-
vandose en forma de delta griega. Su base de delta grie-
ga se encontraba orientada hacia ventral mientras que
su vértice hacia dorsal. Otro hallazgo histolégico fue la
presencia de dilatacién preexistente de los espacios
trabeculares de los maxilares. No se observé la presen-
cia de areas hemorragicas (Figura 6).
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Figura 5. Corte histolégico del grupo control.
Se observan caracteristicas normales en la su-
tura media palatina. H&E 100x.

Figura 7. Corte histologico del grupo A14E. Se
observa desorganizacion del tejido conectivo,
células de tipo inflamatorias y microfracturas en
el tejido 6seo (flecha). H&E 200x.

Figura 6. Corte histoldgico del grupo A7E. Se observa la separacién de
la sutura palatina, en forma de “delta griega” con la presencia de pocas
células inflamatorias agudas y edema. H&E 200x.

Los conejos adultos experimentales se agruparon en
B7E, en este grupo no se llevd a cabo la separacion de la
sutura media palatina. Se observo una ligera desorgani-
zacion del tejido conjuntivo, con ausencia de infiltrado
inflamatorio y edema (Figura 7).

Grupo 14 dias

Este grupo de conejos jévenes experimentales se agrupé
en A14E, aqui se pudo observar aumento en cantidad de
células inflamatorias, ligero infiltrado linfocitico. Se en-

Figura 8. Corte histologico del grupo B7E. Se observa ausencia de la
separacion de la sutura media palatina y desorganizacion del tejido. H&E
200x.

contré presente un aumento en la permeabilidad vascular
asociado con la presencia de edema tisular y desorgani-
zacion del tejido conjuntivo en la sutura media palatina.
La resorcién 6sea en los bordes de los procesos maxila-
res, se manifestd como una ligera pérdida del trabeculado
asociado con la desorganizacion de la forma del serpen-
teo caracteristico, ademas se observaron fragmentos de
hueso libres en él. No se observaron areas hemorréagicas.

Los conejos adultos experimentales se agruparon en
B14E, en este grupo no se observo la separacion de la
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Figura 9. Corte histoldgico del grupo A21E. Se observa un anillo osteo-
blastico alrededor de la linea aposicional. H&E 200x.

Figura 10. Corte histol6gico del grupo A21E. Se observa un osteoclasto
(flecha) cerca del reborde 6seo. H&E 200x.

sutura media palatina. Ademas tampoco se observo in-
filtrado inflamatorio y edema tisular. Unicamente se ob-
servo histolégicamente una moderada desorganizacion
del tejido conjuntivo (Figura 8).

Grupo 21 dias

Los conejos jovenes experimentales de este grupo se
agruparon en A21E, se encontré disminuido el infiltrado
inflamatorio comparado con los grupos A7E y AI4E . Se
observo un osteoblasto activo en contacto con los bordes
0seos, y una linea aposicional de tejido osteoide (Figura
9). Se encontraron presentes escasos osteoclastos cerca
del reborde trabecular dseo. No se observaron &reas
hemorréagicas (Figura 10).

11

Figura 11. Tincién de inmunohistoquimica del
grupo A14E. No se observan resultados positi-
vos en la deteccion de serotonina. 200x.

Figura 12. Tincién de inmunohistoquimica, fon-
do del estémago de conejo. Se observan granu-
los de serotonina, en localizacion intra-
citoplasmatica, en las células enterocromafines
1000x.

En el grupo B2l experimental, no se observé ningln
infiltrado inflamatorio ni edema tisular.

Resultados inmunohistoquimicos

La serotonina no se detectd en ninguno de los grupos
experimentales (Figura 11). Se observaron sélo resulta-
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dos positivos en el fondo de estomago del conejo, el cual
sirvid de tejido testigo. Se observaron granulos intraci-
toplasmaticos de color castafio fuerte en las células
enterocromafines de este tejido (Figura 12).

Discusidn

De acuerdo a los resultados que se obtuvieron de este
estudio, no fue posible detectar la presencia de la
serotonina en la sutura media palatina durante la ERM
en los conejos. Algunos factores que se relacionaron con
los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

El recambio metabolico de la serotonina tiene un perio-
do de tiempo muy corto de entre 1 a 72 horas, excretandose
como metabolito 5-HIAA a través de la orina,® esto signifi-
ca que la serotonina es una molécula de proteina muy ines-
table y labil, por lo que probablemente sea una de las razo-
nes por lo cual se dificulté el poder observarla bajo el méto-
do inmuno-enzimatico convencional.

El formaldehido es un agente de fijacion que se utiliza
muy comunmente en inmunohistoquimica. En la fijacion
del formaldehido existe una transformacion de las aminas
en los componentes insolubles del tejido, entonces esta
fijacion podria haber alterado la antigenicidad, ya que el
formaldehido pudo inducir la unién cruzada entre 5-HT
y proteinas acarreadoras.®® Por otro lado, el periodo de
descalcificacion prolongado que tuvieron los tejidos (en-
tre 10 a 12 semanas) usando una solucion de EDTA satu-
rada la cual también pudo haber alterado la antigenicidad.

En el presente estudio, la expansion rapida del maxi-
lar producida por la aplicacion de fuerzas ortopédicas se
realiz6 con éxito en el grupo de conejos jévenes experi-
mentales. Sin embargo, usando la misma magnitud de
fuerza ortopédica y el mismo periodo en ambos grupos
experimentales, solamente se produjo la expansién den-
toalveolar en el grupo de conejos adultos. Estos resulta-
dos sugirieron que al encontrarse hialinizada la sutura
maxilar en los conejos, se dificulta producir la separa-
cién en el plano transversal de los procesos palatinos.

Kanekawa y col., estudiaron los cambios de regenera-
cién del hueso relacionados con la edad del paciente du-
rante la ERM, utilizando un analisis histomorfométrico
para su estudio. Ellos encontraron que habia una res-
puesta de mayor resistencia para poder efectuarse la ERM
relacionada directamente con la edad del paciente.3*

En el presente estudio observamos aposicion de teji-
do osteoide, depositado en la superficie externa de la
sutura maxilar en el grupo de conejos jévenes experi-
mentales. También, se observo la presencia de escasos
osteoclastos en los espacios trabeculares de algunas areas
de los procesos maxilares, sugiriendo que las fuerzas
ortopédicas produjeron resorcion dsea. Por otro lado re-
cientemente, Jein-Wein L y col., utilizaron un expansor

maxilar ortoddntico, activandolo un milimetro todos los
dias, los resultados que obtuvieron fue la iniciacion de
tejido de neoformacion dsea.®

En el presente estudio se fabricd un aparato bihélix, cons-
truido con alambre TMA 0.018", el cual se colocé en los
incisivos superiores anteriores durante toda la fase experi-
mental. La activacion del aparato no fue corroborada debi-
do al disefio del aparato bihélix. Se planea utilizar un
expansor maxilar fijandolo al tejido 6seo para poder dirigir
y controlar las fuerzas durante la fase experimental.

Conclusiones

No fue detectada la serotonina en la sutura del maxilar duran-
te la ERM por medio de la técnica inmunoenzimatica. Sin
embargo, es de nuestro interés continuar el estudio acerca
de la activaciéon de otras moléculas que participan como
mediadores quimicos en la respuesta inflamatoria produci-
da por la ERM, dirigiendo la atencion a moléculas como la
histamina, la IL-33, IL-8, IL-12 y prostaglandina E2.
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