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Introduccién

Resumen

Objetivo: Determinar la presencia de laminina, en el ligamento periodontal (LPD) en premo-
lares a los que se les aplic6 fuerzas ortodéncicas. Hip6tesis: La laminina presente en el
ligamento periodontal de dientes sujetos a presion ortodéncica presentard modificaciones en
su expresion. Disefio, material y métodos: Se coloct aparatologia en sujetos clinicamente
sanos en sus primeros premolares superiores, siendo el derecho experimental (sometido a
fuerza ortodéncica) y el izquierdo el control (sin aparatologia). Al término de tres semanas, se
obtuvieron los LPDs para determinar la presencia de laminina por medio de western blot.
Resultados: En comparacién de los premolares que no fueron sometidos a fuerzas ortodén-
cicas, los gue si tuvieron aparatologia presentaron una disminucién estadisticamente signifi-
cativa en la presencia de laminina. Conclusiones: Nuestros resultados indican que existen
cambios a nivel molecular en el LPD de dientes que fueron sometidos a fuerzas ortodéncicas.

Palabras clave: Fuerzas ortodéncicas, laminina, ligamento periodontal, moléculas de matriz
extracelular.

Abstract

Objective: The objective of this study was to determine presence of laminin, in the periodontal
ligament (PL) from premolars to those that were applied orthodontic forces. Hypothesis: Laminin
from the periodontal ligament of teeth subject to orthodontic pressure will present modifica-
tions in its expression. Design, material and methods: Orthodontic forces was placed clini-
cally in healthy subjects in its first superior premolars being the right experimental (with orth-
odontic force application) and the left one the control (without orthodontic force application).
After three weeks, the PL was obtained to determine the presence of laminin by means of
Western-blot technique. Results: The results showed that, in comparison of the premolars
that were not subjected to orthodontic forces, those that if they had orthodontic forces they
presented a decrease statistically significant in the laminin presence. Conclusions: Our re-
sults indicate that changes exist at molecular level in the PL of teeth that were subjected to
orthodontic forces.

Key words: Orthodontic forces, periodontal ligament, molecules of cellular adhesion, laminin.

combinaciones de proteinas de adhesion como son la cola-
gena, proteoglucanos, asi como glucoproteinas cuya repre-

Existe suficiente informacion y evidencia de que las fun- sentante mas importante es la laminina y la fibronectina.
ciones celulares de adhesién, motilidad y crecimiento en- En el diente, la matriz extracelular juega un papel muy
tre otras, son extensamente reguladas por la matriz extra- importante en los procesos de adhesién, el cual se lleva a

celular. Esta matriz estd compuesta de diferentes tipos y cabo principalmente por el ligamento periodontal >
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El ligamento periodontal en el humano esta hecho por
las células de la llamada unidad dentoalveolar, compuesta
principalmente de tres tipos celulares, que son los ce-
mentoblastos, fibroblastos y osteoblastos.! Todas estas
células producen entre otras cosas, los componentes pro-
teicos que forman al ligamento periodontal.

Es conocido el hecho de que las fibras proteicas que
componen al ligamento periodontal estan formadas de
varias proteinas de adhesién que se clasifican en colage-
nas, proteoglucanos y glucoproteinas; de este ltimo tipo
de proteinas, las principales componentes son la lamini-
nay la fibronectina.'?

La laminina es una glucoproteina con un peso mole-
cular de 900-kd y se presenta principalmente en la base
de las membranas basales de las células que constituyen
a la unidad dentoalveolar; el cual incluye al ligamento
periodontal.*®

La laminina est4 compuesta por tres cadenas: alfa-1
(400 kd); beta-1 (215 kd) y gamma-1 (215 kd); las cuales
se unen en su carboxilo terminal para formar una pro-
teina globular estabilizada por enlaces disulfuro.>®

En el ligamento periodontal, la laminina se cree que
funciona como un promotor de la adhesion de las células
endoteliales y epiteliales que lo conforman, ademaés de
servir como puente de enlace entre el esmalte y la den-
tina asi como unir a las moléculas de colagenay se sabe
que su presencia estimula la sintesis de matriz extrace-
lular.>7 Esta altima funcién es muy importante ya que
determina que el diente pueda estabilizarse dentro de
su alvéolo.

El tratamiento ortoddncico consistente en la aplica-
cién de fuerzas de tension a los dientes y tiene como
finalidad la correccién estética y funcional de los mis-
mos. Dicho tratamiento se realiza a través de diversas
técnicas cuya finalidad principal es someter al diente o
dientes a una fuerza tensional continua para la correc-
cién de la maloclusion.?

Se sabe que la aplicacion de una fuerza ortodéncica
controlada, produce modificaciones en los componentes
de la unidad dentoalveolar que dan como resultado la
interaccion de los componentes proteicos principales
tanto del diente, el alvéolo y el ligamento periodontal
que los une.*58 Puesto que, el principal componente de
adhesioén del diente en su alvéolo es el ligamento perio-
dontal, es de suponer que este ligamento sufra las con-
secuencias de las fuerzas aplicadas, sobre todo, en las
proteinas que lo componen.*®89 Al respecto es de sefia-
lar que al momento no se sabe qué o cuales proteinas
que componen al ligamento periodontal se modifican en
su cantidad o propiedades para permitir el movimiento
del diente dentro de la cavidad alveolar del hueso.

Por lo anterior, el objetivo de este estudio es determi-
nar la presenciay estimar la cantidad de laminina que se
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localiza en el ligamento periodontal de dientes someti-
dos a fuerzas ortoddncicas.

Disefio, material y métodos

Seleccion de pacientes y aplicacion de aparatologia. Para
realizar este estudio, se reclutaron ocho pacientes sanos
de ambos sexos, mayores de edad que acudian a la Clini-
ca de Ortodoncia de la Divisién de Estudios de Posgrado
e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la
UNAM. Su tratamiento de base contempl6 extracciones
de primeros premolares superiores y ellos fueron infor-
mados del estudio para su consentimiento. A los sujetos
se les colocé aparatologia fija prescripcion Roth, hendi-
dura 0.018, con un arco de niquel-titanio calibre 0.016
(marca GAC). La aparatologia se aplic6 en todos los dien-
tes de ambas arcadas con excepcion de los premolares
superiores izquierdos, los cuales actuaron como grupo
control. Los premolares superiores derechos fueron con-
siderados como el grupo que fue sometido a presion or-
todoncica (grupo experimental). A dicho premolar se le
coloco el bracket con una angulacién de 20° con respec-
to al eje longitudinal y al arco empleado. Dicho bracket
se lig6 al arco con un moédulo elastomérico (marca TP) y
el diente se sometié a una presion ortodéncica durante
tres semanas continuas. Al término de este tiempo en
que se dejaron actuar las fuerzas ortodoéncicas de la apa-
ratologia, fueron extraidos los premolares superiores tan-
to derecho (estudio) como izquierdo (control).

Ademas de lo anterior, a cada paciente se le tom6 una
radiografia periapical (con técnica de planos paralelos)
de los primeros premolares superiores izquierdo y dere-
cho después de la aplicacion de la aparatologia y a las
tres semanas posteriores al tratamiento, antes de la ex-
traccion.

Extraccién de premolares y obtencién del ligamento
periodontal. Una vez extraidos los premolares, se proce-
dié a retirar inmediatamente el ligamento periodontal
(LP) unido a las zonas cervical, mediay apical de los pre-
molares por medio del raspado con una hoja de bisturi.
El tejido asi obtenido fue pesado e inmediatamente co-
locado en una solucién amortiguadora fria (Tris, 0.01 M;
sacarosa 0.255 M; EGTA 0.3 mM, pH 7.4) para ser ho-
mogenizado con un Potter No. 5 de teflon. El homogena-
do asi obtenido fue alicuotado y se le determiné la con-
centracién de proteina por el método de Lowry utilizan-
do albumina de suero bovino con estandar.'®

Electorforesis de proteinas y Western blot. Para ana-
lizar la presencia de la laminina, esto se llevo6 a cabo por
medio de una electroforesis discontinua en geles de acri-
lamida por la técnica de Laemmli.!! Brevemente, se tomé
una muestra del homogenado de LP y se le agregd un
volumen de una solucién que contiene 2-mercaptoeta-
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nol (2 mM), SDS (10%), glicerol (1%), todo ello disuelto
en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS; pH 8). Las
muestras fueron calentadas por dos minutos y colocadas
(100 ug proteina total por muestra/carril) para ser corri-
das en un gel de acrilamida al 7.5% llevandose a cabo la
misma a 100 V por 120 minutos. Una vez terminada la
electroforesis, los geles fueron tefiidos con una solucién
de azul de coommassie y destefiidos con una solucién de
metanol/acido acético (50%/10% v/v).

En otra serie de geles, se procedié de la manera ante-
riormente descrita, sin embargo, al término de la corri-
da los geles fueron colocados en PBS para lavarse en
agitacion por tres veces por 10 minutos cada uno. Al
término de las lavadas, los geles fueron colocados junto
con un papel de nitrocelulosa (Bio-Rad, 0.45 micras) como
membrana receptora en una camara de transferencia
(Miniprotean-Gen-3). La trasferencia se realiz6 en una
solucién de electrolitos (Tris 0.25 M, Glicina 0.05M, SDS
1%, metanol 20%) por 90 minutos a 100 mA. Terminada
la transferencia, la membrana fue tefiida con rojo de Pon-
ceu para determinar la ubicacién de las proteinas. Pos-
teriormente, la membrana se lavo tres veces con PBS y
se incubd por 60 minutos a temperatura ambiente en
agitacion continua en una solucion de bloqueo (5% de
leche en polvo descremada y 0.5% de tween-20). Al tér-
mino de la incubacién, se lavé tres veces con PBS y fue
expuesta al anticuerpo primario dirigido en contra de la
laminina; incubandose por 60 minutos junto con solu-
cién de bloqueo en agitacion constante. Al término de
esta incubacion, se lavo tres veces con PBS y se expuso
al anticuerpo secundario unido a peroxidasa por 60 mi-
nutos. Posteriormente, se lavé en tres ocasiones y se re-
vel6 con una solucidn de peréxido de hidrogeno (0.5%) y
NBT al 0.01%, dejandose reaccionar hasta la aparicién
de manchas que denotaron la presencia de laminina.?4

Una vez localizada la laminina, la membrana fue es-
caneada en un equipo Alpha Imagen™ versién 3.3™ 1200
con sistema de documentacion y anélisis para determi-
nar por medio de colorimetria la cantidad aparente de
laminina por muestra. El escaner de las proteinas fue
analizado por el equipo anterior para expresar los resul-
tados en unidades digitales de imagen (pixeles).

Anélisis estadistico. El promedio de todos los resulta-
dos del escaner tanto para el grupo control como del
experimental fueron analizados para ver su diferencia
estadistica en el programa de cémputo SS-P2M4 dando
una diferencia estadisticamente significativa con una p
< 0.05.

Resultados

La figura 1 muestra un ejemplo representativo de una
serie de radiografias (A, B, Cy D) de los premolares tan-
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to el control como el experimental. Las letras Ay B co-
rresponden al diente control a tiempo cero y tres sema-
nas después. Las letras C y D muestran los premolares
experimentales a tiempo cero y tres semanas antes de
su extraccion, respectivamente. Las radiografias fueron
hechas con la intencion de valorar si se presentaba al-
gun tipo de cambio que pudiese presentarse en el espa-
cio que ocupa el ligamento periodontal. Como puede
observarse, haciendo la comparacién entre los grupos
control (A'y B) y experimentales (C y D), no se observa-
ron clinicamente cambios en dicho espacio.

Una vez obtenido el ligamento periodontal de los pre-
molares tanto controles como experimentales, se deter-
mino su cantidad por peso, siendo el promedio para am-
bos grupos de 100-200 mg; con un promedio de concen-
tracion de proteina total para el grupo control de 125.04
+ 15mgy parael grupo de estudio de 183.5 + 13.05 mg.

En la figura 2, se muestra un gel representativo de
acrilamida en donde fueron corridas las proteinas tota-
les del ligamento periodontal tanto del grupo control (C)
como del grupo experimental (E). A simple observacién
no se ven diferencias apreciables entre los grupos, sin
embargo, una vez que se ha realizado el Wester-blot a
estas proteinas para la deteccion especifica de la lamini-
na, se puede apreciar a simple vista una menor colora-
cién en las manchas correspondientes a los grupos de
dientes que fueron sometidos a fuerzas ortodoéncicas (Fi-
gura 3-A). En la figura 3 se muestra una imagen repre-
sentativa del wester-blot para laminina (Figura 3-A) y
su gréfica correspondiente obtenida del escaneo de di-
cha imagen (Figura 3-B) para cada carril. Tal como pue-
de apreciarse en esta figura, existe en general, una me-
nor cantidad de laminina (reportada como unidades ar-
bitrarias) en los carriles que contienen a la proteina pro-
veniente de los premolares que fueron sometidos al
movimiento ortodéncico, en comparacion con los con-
troles. Esta disminucion en la presencia de laminina se
aprecia mejor en la figura 4 en donde estan contenidos
los promedios obtenidos por escaneo de las imagenes de
Western-blot tanto del grupo control como del grupo ex-
perimental. Al respecto podemos mencionar que existe
una diferencia estadisticamente significativa en relacién
a la cantidad de laminina entre ambos grupos (p < 0.05),
siendo de un 85.83%, para el grupo que fue sometido a
presion ortoddncica, en relacién con el grupo control;
esto es, existe una disminucién promedio de 14.67% en
la cantidad de laminina en los grupos tratados en rela-
cién con el grupo control.

Conclusiones

Los resultados obtenidos en este estudio indican que al
aplicar presién a un diente por medio de una fuerza or-
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Figura 2. Fotografia de un gel de acrilamida al 7.5% tefiido con azul de
coommassie en donde se ilustra una serie representativa de las proteinas
totales del ligamento periodontal obtenido de dientes control (C) y los
que fueron sometidos a tensién ortodoncica (E). PM: estandares de pesos
moleculares (200 y 150 kilodaltones).

todontica dada por la aplicacion de aparotologia por un
periodo de tres semanas, se produce una disminucién
en la presencia de la laminina en el ligamento periodon-
tal de estos dientes.

Lo anterior puede ser un indicio de que el ligamento
periodontal es sensible en las primeras semanas poste-
riores a la aplicacion de fuerza tensional demostrado por
los cambios encontrados en la expresion de la laminina.

Estudios realizados en los ultimos afios han demos-
trado el efecto que los movimientos ortoddncicos y las
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Figura 1. Radiografias de los premolares
obtenidas a tiempo cero y tres semanas
posteriores a la aplicacion de tension or-
todéncica. En la figura se ilustran un juego
de radiografias representativas en un suje-
to seleccionado para este estudio. La ima-
gen A corresponde al premolar superior
izquierdo (flecha) inmediatamente des-
pués de colocar la aparatologia al resto de
los dientes. La imagen B fue obtenida tres
semanas después, previa a la extraccién
de dicho diente, siendo éste el tomado
como control. Las figuras Cy D correspon-
den a las imégenes radiogréficas del mis-
mo paciente tomadas a los premolares
superiores derechos (flechas) considerados
como el grupo de estudio a los cuales se
les aplicé presion ortoddncica por tres se-
manas (como puede verse por el bracket
gue contiene). En las radiografias aqui
mostradas, se observa que tanto para el
grupo control como para el grupo en estu-
dio, no se presentd ningdn tipo de cam-
bio clinicamente observado en el grosor
del espacio correspondiente al ligamento
periodontal durante las tres semanas en
que se le aplico la tension ortodéncica.

EC EC EC EC
N — ke
W) =
1 ~
; BOD
d
2
E = 0
= "E__‘ .
g T 40 F
k-
[ = a
= -

L)

Figura 3. Membrana de Western-blot (A) representativa de las muestras
en estudio y su correspondiente grafica de absorbancia (B) después de
ser colocada en el escaner Alpha Imagen TM versién 3.3TM 1200 con
sistema de documentacion y analisis para determinar por medio de colo-
rimetria la cantidad aparente de laminina por muestra, tanto en grupos
control (C) como en los experimentales (E).

fuerzas tensionales tienen sobre el ligamento periodon-
tal. Sin embargo, estos estudios estan realizados in vitro
y/o en especies distintas del ser humano.®*#

Estos estudios sugieren que existe una modificacion en
los componentes celulares del ligamento periodontal cuan-
do se le aplican fuerzas de tensién. Dichos cambios han
sido atribuidos a un proceso inflamatorio del ligamento
periodontal que puede abarcar al tejido gingival.®518

Los resultados obtenidos en nuestro estudio indican
que de acuerdo a las condiciones experimentales que
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Figura 4. Gréfica de los promedios de las densitometrias de todos los
grupos tanto controles (barra blanca) como los experimentales (barra
negra). El asterisco denota una p < 0.05.

fueron utilizadas, la aplicacion continua de presion orto-
déncica a un diente durante un periodo de tres sema-
nas, produce una disminucién en la concentracion de
laminina localizada en el ligamento periodontal, compa-
rado con un grupo control que no fue tratado.

En comparacién con los estudios que se han realiza-
do in vitro, no se observé aumento en la presencia de la
laminina, probablemente por el tiempo al cual fueron
sometidos los dientes a la presion ortodoncica. Sin em-
bargo, la tension y el tiempo al cual fue sometido el
diente, resulté ser suficiente para producir cambios en
la presencia de la laminina en el ligamento periodontal.
Lo anterior sugiere que la disminucién de la cantidad
de laminina en el ligamento periodontal de los dientes
sometidos a tension ortodoéncica, es una primera res-
puesta inflamatoria del ligamento a este tipo de fuer-
zas. Lo anterior estd basado en el hecho de que existen
los reportes que mencionan que hay dicha inflamacion
en el ligamento periodontal en los dientes que estan
siendo sometidos a presiones ortoddncicas y que dicha
inflamacién permanece mientras el estimulo de tensién
exista.>1518

Es probable que tres semanas de tratamiento no sean
el tiempo suficiente para observar cambios clinicos en la
posicion del diente sometido a tension, sin embargo,
puede ser tiempo suficiente para desarrollar un proceso
inflamatorio controlado, ya que, como todo tejido vivo,
el ligamento periodontal responde a los estimulos de ten-
sién, probablemente con un proceso inflamatorio, el cual
debe ser el minimo suficiente para activar a las especies
celulares que se encuentran en el alvéolo y generar los
cambios observados en la laminina.

Estas primeras etapas de respuesta del ligamento pe-
riodontal ante la presencia de una fuerza tensional debe
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ser investigada con mayor detalle, ya que puede aportar
conocimiento sobre las diversas fases por las que atravie-
sa la respuesta celular y molecular del ligamento perio-
dontal para abrir la puerta a las lineas de investigacion
que sefialen los procedimientos que hay que seguir para
controlar y regular la presencia y calidad de estas protei-
nas. Estas proteinas son mediadoras del proceso inflama-
torio dentro del alvéolo dental, sobre todo cuando se colo-
ca la aparatologia necesaria para llevar a cabo un procedi-
miento ortodéncico. El conocer los elementos iniciales que
participan en la respuesta inflamatoria del ligamento pe-
riodontal nos puede ayudar a controlarla, ya que es sabido
que de no presentarse dicha inflamacion, el proceso de
remodelacion de los dientes es mas rapido y por lo tanto
el tiempo de tratamiento se acortaria.
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