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Resumen

Diferentes estudios han demostrado la participacion activa de las

prostaglandinas E (PGE; y PGE;) en la remodelacion del hueso alveolar
durante movimientos ortodoncicos. Sin embargo se desconoce cual es el
mecanismo exacto en el que participan; asi como el papel especifico que
desempefian en la remodelacion de los tejidos periodontales. En ésta
investigacion se determinaron cualitativamente los niveles de PGEs en el
ligamento periodontal y papilas gingivales de los primeros molares superiores
derechos de ratas, para conocer el sitio de mayor influencia de las PGEs, es
decir, si se presenta con mayor concentracion en las zonas de presiéon o de
tension y como pueden ser afectados los niveles de PGEs al administrar
antiinflamatorios no esteroidales. Se emplearon 63 ratas adultas machos de
la cepa Long-Evans de 300 mg de peso aproximado, divididas en 3 grupos de
21 cada uno; subdividiéndose cada grupo en tres subgrupos de siete ratas
cada uno. Dos de los subgrupos se medicaron, a uno se le administro
ketorolaco trometamina y a otro clonixinato de lisina en dosis oral (ambos
fadrmacos). Se colocé un resorte de acero inoxidable fijado con resina del
primer molar superior derecho al incisivo del mismo lado, aplicando una
fuerza de 30g. para provocar movimiento de mesializacién del primer molar.
Se utilizo el primer molar superior izquierdo como control. Los grupos se
sacrificaron a los 3, 5 y 7 dias. Se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica
con Avidina-Biotina anticuerpos monoclonales especificos para PGE; y PGE,
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de rata, para determinar los valores cualitativos de PGEs. Se determinaron
valores de intenso (+++), moderado (++), leve (+) y negativo (-). Los
resultados mostraron una expresion intensa en el grupo de sacrificio de 7
dias, la expresion fue moderada en el grupo de 5 dias y una expresion leve
se presentd en el grupo-de 3 dias. No hubo diferencias estadisticamente
significativas de expresion de PGEs en las zonas de presion con respecto a las
de tension y tampoco hubo diferencias significativas de niveles de PGEs al
comparar ios subgrupos medicados con los no medicados; pero si se
presentaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las zonas
control con las zonas de trabajo. Estos hallazgos sugieren que las PGEs
tienen igual importancia en los procesos de formacion y reabsorcién de los
tejidos periodontales. El ketorolaco trometamina y el clonixinato de lisina
quizd por ser fundamentalmente analgésicos y tener poco efecto

antiinflamatorio no alteran significativamente a las PGEs. Estudios de Biologia
Molecular deben realizarse para comprender mejor los fendmenos bioldgicos
presentes en la remodelacion de tejidos periodontales al efectuar

movimientos ortodoncicos.

PALABRAS CLAVE:
Prostaglandinas E, fuerzas  ortodoncicas, tejidos periodontales,

antiinflamatorios no esteroidales.
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Abstract

Different studies have demonstrated the active participation of the

prostaglandins E, and E; (PGE; and PGE;) in the alveolar bone remodeling
during orthodontic tooth movement. Nevertheless do not it know the exact
mechanism in which in take effect, also the studies of PGEs in periodontal
tissue have not been enough aborded. The objective of this study was to
determine the cualitative levels of PGE; and PGE; in the periodontal ligament
and gingival papillas in maxillary right first molar of rat, to know the mayor
influence place of the PGEs on the presure and tension zones and know the
role of nonsteroidal antiinflammatory drugs in this fact. In 63 male Long-
Evans rats, three months old, aproximately 300 mg. weight, divided in three
experimental groups of 21 each one. Each group was divided in three
subgroups of seven rats, of wich two subgroups were medicated, one with
ketorolac and other with lisine clonixinate by oral dosis. A closed coil spring
was positioned form the rat’s maxillary right first molar to the same side
incisive, fixed with resin applyin a 30g. force to induce mesial movement at
the first molar. The maxilary left first molar was used as control in all groups.
The groups were sacrified in 3, 5 and 7 days since the beginning of the
experiment. Using the immunohistochemistry technique with Avidin-Biotin
specific monoclonal PGE; and PGE, antibodies, determining the intense
(+++), moderate (++), light (+) and negative (-) values in each sample.
The results show intense levels of PGE; and PGE; in the seventh day sacrified
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group, the expression was moderate in the fifth day group and in the third
day group was light. No was significative difference in comparation presure
and tension zones and in the medicated and non medicated groups. But
statistically was difference in the comparation of control and experimental
zones. This findings suggest that the PGEs can play an important role in the
formation and resorption process on the remodelin of periodontal tissues.The
ketorolac and lisine clonixinate no affect with significance at PGEs maybe
because they are principally potents analgesics and low antiinflammatory
drugs. The expression was more hight in the experimental zones than in the
control zones. Further research should be done to increase knowledge in this

area.

KEY WORDS:
Prostaglandins E, orthodontic forces, periodontal tissues, Nonsteroidal

antiinflammatory drugs.
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Introduccion

Un concepto bien conocido, que se ha vuelto tradicional, menciona que
cuando se efectian movimientos dentales, del lado de tension se presenta
aposicion 6sea, mientras que del lado de presién se observa absorciéon. Sobre

esta idea se han realizado numerosas investigaciones con la finalidad de
esclarecer completamente todos los sucesos que se presentan en el
fendmeno del movimiento dental. Por otra parte se estudian los posibles
factores que de alguna forma pudiesen alterar o modificar el movimiento de
los dientes.

Se ha dado gran importancia a los mediadores quimicos que participan en
el metabolismo de los tejidos periodontales, lo cual ha resultado un tema
demasiado extenso debido a la complejidad y variedad de las interacciones
entre los diversos mediadores.

Las prostaglandinas sen consideradas como substancias muy importantes
involucradas en los fendmenos vitales del organismo incluyendo los
movimientos dentales. Sin embargo, todavia se desconocen varios aspectos
especificos de los mecanismos de accion de dichas substancias; por lo que
esta investigacion tratd de encontrar alguna posible relaciéon en cuanto a los
niveles de PGEs en las zonas de aposicidon con respecto a las zonas de
absorcion en los tejidos 'periodontales. El objetivo del trabajo es encontrar
resultados que ayuden a comprender un poco mas el papel especifico de las

PGEs en los movimientos dentales ortoddncicos.
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Antecede ‘es

PROSTAGLANDINAS

En la década de los afios 30’s, se observé que el Utero humano se
contraia cuando era expuesto a semen humano, después, Goldblatt en
Inglaterra y Von Euler en Suecia de manera independiente, reportaron
contraccion de musculo liso con actividad vasoconstrictora en fluido seminal y
glandulas reproductoras accesorias. Von Euler identifico el material activo
como un &cido lipidico soluble, al cual llamé prostaglandina.*

Las prostaglandinas (PGs) son acidos carboxilicos insaturados de 20
carbonos, con un anillo ciclopentano. Al paso del tiempo, mayor nimero de
tipos de PGs se han descubierto. Ademas se encontraron otros compuestos
fisioldgicamente activos derivados del metabolismo del araquidonato; como
son el tromboxano A, (TXA,),? Prostaciclinas(PGI,),? y los Leucotrienos.*

Las familias de Prostaglandinas, Leucotrienos, Tramboxanos vy
Prostaciclinas son llamadas eicosanoides, porque derivan de acidos grasos
esenciales de 20-carbonos y contienen tres, cuatro o cinco dobles ligaduras:
5, 8, 11, 14 acido eicosatetraenoico (acido araquidonico). En seres humanos,
el araquidonato es el mas abundante precursor y este se obtiene tanto como
derivacion del acido linoleico (9, 12 acido octadecadienoico) o de la ingestidn
diaria. El araquidonato es esterificado a partir de los fosfolipidos de las
membranas celulares o de otros lipidos complejos.

Cuando la concentracion de araquidonato en la célula es muy baja, la
biosintesis de eicosanoides, dependera de la disponibilidad de enzimas
sintetizadoras de eicosanoides; las cuales promueven su liberacion de
almacenes celulares de lipidos, (principalmente la Fosfolipasa A, y la
diacilglicerol lipasa que actua en plaquetas). El aumento de la biosintesis de
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eicosanoides esta altamente regulado por estimulos hormonales, quimicos y
fisicos.®

BIOSINTESIS DE LAS PROSTAGLANDINAS

Hormonas, autacoides y mediadores quimicos, aumentan la sintesis de
eicosanoides presumiblemente por su interaccion con receptores de
membrana que activan proteinas G. Esto resulta tanto en una activacién
directa de fosfolipasa (C y/o A;) como en una elevacion de Ca?*
intracitoplasmatico.® Estimulos fisicos (como la presién en un movimiento
ortododncico) se cree que causan aumento del Ca®* por perturbacion de la
membrana, por lo tanto se activa la fosfolipasa A,.

La fosfolipasa A, hidrcliza el enlace éster sn-2 de los fosfolipidos de
mernbrana, (particularmente fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) con la
liberacion del araquidonato.

En contraste la fosfolipasa C rompe el enlace fosfodiéster, que resulta en
la formacion del 1, 2 diglicérido. El araquidonato es entonces liberado del
diglicérido por acciones secuenciales de la diglicérido lipasa y la monoglicérido
lipasa.’

Una vez liberado el araquidonato, una porcion es rapidamente
metabolizada a productos oxigenados a través de distintas enzimas, como las
cicloxigenasas y lipoxigenasas o citocromo P450s.

Las cicloxigenasas producen a las prostaglandinas y tromboxanos, que
pueden ser considerados anadlogos de compuestos no naturales como el acido
prostanoico y el dcido trombanoico respectivamente.

Las PGs de las series E y D son hidroxicetonas, mientras que las Fo son
1, 3 diol; Dichas PGs son productos del metabolismo de las prostaglandinas G
(PGG) y H (PGH), endoperoéxidos ciclicos. Las PGA, PGB y PGC son cetonas
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insaturadas que no se producen enzimaticamente de la PGE, en
procedimientos de extraccion, y no pueden originarse de manera bioldgica.

La sintesis de PGs es efectuada de manera gradual a través de complejos
enzimaticos microsomales. La primer enzima en la via de sintesis, es la
endoperoxido prostaglandina sintetasa, también llamada cicloxigenasa de
acidos grasos. Existen dos isoformas de esta enzima: cicloxigenasa -1 y -2,
nombradas como COX-1 y COX-2.° COX-1 es expresada comunmente en casi
todas las células; en contraste COX-2, no es normalmente expresada, pero
puede ser inducida por ciertos factores del suero, citocinas y factores del
crecimiento, y puede ser inhibida con la accién de glucocorticoides.

Las cicloxigenasas tienen dos distintas actividades: Actividad de
endoperodxido sintetasa que oxigena y hace ciclico a los acidos grasos
precursores no esterificados hacia una forma de endoperéxido ciclico (PGG);
y otra actividad que convierte la PGG A PGH.® PGG y PGH son quimicamente
inestables, pudiendo ser transformadas enzimaticamente a una variedad de
productos que incluyen: PGI, TXA, PGE, PGF o PGD.%°

Isomerasas de la sintesis de PGE, y PGD;, han sido identificadas. Una 9-
ceto reductasa cataliza la interconversion de PGE, y PGF.a en algunos tejidos.

El Endoperdxido PGH, también es metabolizado en dos compuestos
inestables y altamente activos por la enzima tromboxano sintetasa. Ei
tromboxano A, (TXA;) que se convierte a tromboxano B, (TXB.), el cual es
estable e inactivo. La prostaciclina (PGI;) se forma también de PGH;, y pasa
a ser rapidamente por accion de la prostaciclina sintetasa a ser un compuesto
inactivo 6-ceto-PGF;.

Muchos tejidos son capaces de sintetizar PGG y PGH a través del
precursor araquidonato, su destino dependera de las enzimas especificas
para formar el compuesto estable, de tal manera que se sintetizan PGI,,
TXA;, PGE.'!

Los productos de las lipoxigenasas corresponden a hidroperéxidos
lipidicos.*1%!' El araquidonato actia como sustrato con varias dobles
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ligaduras en su configuracion, y éste es metabolizado por lipoxigenasa a
distintos productos con el grupo hidroperéxido en diferentes posiciones,
dichos metabolitos son llamados 4dcidos hidroperdxieicosatetraenoicos
(HPETES).

Los HPETEs son intermediarios inestables, analogos a las PGG o PGH, vy
son posteriormente metabolizados por una variedad de enzimas. Todos los
HPETEs pueden ser convertidos a su acido graso hidroxidado, ya sea por una
peroxidasa o bien no enzimaticamente. La 5- Lipoxigenasa es la mas
importante de estas enzimas, y conlleva a la sintesis de Leucotrienos (Lts).!?

Enzimas que contienen citocromo P450 metabolizan el araquidonato a
varios metabolitos.*> Estos metabolitos incluyen 19- & 20-hidroxi-
araquidonato y acidos epoxieicosatrienoicos.

Recientemente una via no enzimatica de conversion del araquidonato ha
sido descubierta, proporcionando una nueva serie de agentes Ilamados
isoprostanos.!* Estos compuestos tienen una estructura similar a los
derivados de la cicloxigenasa-PGs. Surgen in vivo de radicales libres que
catalizan la peroxidacién del araquidonato independientemente de la
cicloxigenasa.

Los isoprostanos identificados, son formados completamente in situ en
los fosfolipidos y subsecuentemente liberados vya preformados.
Consecuentemente la produccidon no es bloqueada por agentes que suprimen
el metabolismo del araquidonato libre como agentes antiinflamatorios no
esteroidales, o agentes antiinflamatorios esteroidales. Se ha postulado que
los isoprostanos pueden contribuir a la fisiopatologia de la respuesta
inflamatoria insensitiva a los agentes antiinflamatorios esteroidales y no
esteroidales. La importancia es que esta via de formacion de eicosanoides es
la vinculacion con la mediacién de radicales libres de tejidos dafiados con un

lipido bioactivo derivado de generacién autacoide.
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INHIBICION DE LA BIOSINTESIS DE PROSTAGLANDINAS

Varios de los pasos que han sido descritos en la biosintesis de
eicosanoides pueden ser inhibidos por diferentes farmacos. La inhibicién de la
fosfolipasa A, disminuye la liberacion de precursores de acidos grasos, por lo
tanto la disminucidon de todos los metabolitos que derivan.’® A partir de que
la fosfolipasa A, es activada por Ca’* y calmodulina, ésta puede ser inhibida
por drogas que reducen la disponibilidad de calcio.

Los Glucocorticoides también inhiben la fosfolipasa A,, pero lo hacen

indirectamente induciendo la sintesis de la proteina lipocortina;'®

recientemente se ha postulado que la expresion de la COX-2 es regulada por

aunqgue

glucocorticoides endégenos.'”

Los antiinflamatorios no esteroidales como la aspirina originalmente se
encontr6 que impedian la sintesis de prostaglandinas a partir del
araquidonato.'® Se sabe que estos farmacos inhiben la cicloxigenasa y por
consecuencia inhiben la sintesis de PGG,, PGH, y sus derivados. Sin embargo,
estos farmacos no inhiben el metabolismo del araquidonato a través de la
enzima lipoxigenasa. De hecho, la inhibicidn de la cicloxigenasa puede
conducir a un incremento en la formacion de Leucotrienos, debido a que
queda mayor cantidad de araquidonato disponible para ser metabolizado por
la lipoxigenasa.*®

COX-1 y COX-2 difieren en su sensibilidad a la inhibicién por ciertos
farmacos antiinflamatorios.® La inhibicion selectiva de COX-2 puede
considerarse una ventaja terapéutica, ya que esta isozima esta
probablemente involucrada en la produccion de PGs en los sitios de
inflamacion, pero no en otros sitios como el tracto gastrointestinal y rifiones;
por lo que un inhibidor de COX-2 puede ser un antiinflamatorio sin efectos

colaterales que alteren la funcidn renal o produzcan ulceraciones gastricas.
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CATABOLISMO DE LAS PROSTAGLANDINAS

Aproximadamente el 95% de las PGs son inactivadas durante su paso a
través de la circulacidon pulmonar. Existen dos reacciones enzimaéticas
catabdlicas: Un paso inicial relativamente rapido catalizado por una amplia
distribucidon de enzimas especificas para las PGs, en el cual éstas pierden casi
en su totalidad su actividad biolégica; y un segundo paso relativamente
lento, donde dichos metabolitos son oxidados por mecanismos enzimaticos.
Inicialmente es la oxidacion del grupo 15-OH a su correspondiente cetona a
través de la enzima prostaglandina 15-OH dehidrogenasa (PGDH).

Posteriormente el compuesto 15-ceto es reducido a 13, 14 dihidro
derivado, ésta reaccidn es catalizada por la enzima prostaglandina reductasa;
un paso subsecuente consiste en la oxidacion B 6 o de las cadenas de PGs,
dando lugar a un acido dicarboxilico, el cual es excretado en la orina como el
mayor metabolito de la PGE; y PGE,.%°

PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DE LAS PROSTAGLANDINAS

Las PGs presentan una gran diversidad de efectos farmacoldgicos, los
mas importantes se presentan a continuacion:

En el sistema cardiovascular las PGEs son potentes vasodilatadores, la
dilatacion involucra arteriolas, precapilares, poscapilares; las venas largas no
son afectadas por las PGEs. Sin embargo las PGEs pueden presentar efectos
vasoconstrictores en sitios selectos.?!

Las PGD; causan de manera igual tanto vasodilatacion como
vasoconstriccion. En la mayoria de las redes vasculares incluyendo
mesenterio, coronarias y renal, se presenta vasodilatacion en

concentraciones bajas al igual que puede ocurrir vasoconstriccion. Una
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excepcion es la circulacion pulmonar, en la cual la PGD, causa solamente
vasoconstriccion. La PGF,a es un potente vasoconstrictor tanto en arterias
pulmonares como venas.?%23

La presion arterial generalmente disminuye en respuesta a las PGEs, y la
corriente sanguinea a algunos 6rganos como el corazdén y el rifidbn es
incrementada. La salida de! corazon generalmente es incrementada por la
presencia de prostaglandinas de las series Ey F.

La PGI, causa hipotension con una potencia de aproximadamente cinco
veces mas que la PGE,. La reduccion de la presion sanguinea es acompafiada
por un reflejo que incrementa el gasto cardiaco, el reflejo compuesto provoca
relajacion del musculo liso. La PGI; précticamente no es metabolizado en los
pulmones, del tal manera que funciona como modulador fisiolégico vascular
antagonista de los vasoconstrictores.

En sangre, las PGs modulan la funcién plaquetaria. La PGI, inhibe la
agregacion plaquetaria y contribuye a las propiedades antitrombogénicas de
las paredes vasculares intactas.?

Las PGs provocan contraccion o relajacion de musculos, con relacion a la
vascularizacion de ios mismos. En general las PGFs y PGD, contraen el
musculo bronquial y traqueal, mientras que las PGEs provocan su relajacion.
Los padecimientos asmaticos son particularmente sensibles a PGF,a, la cual
puede causar broncoespasmos intensos. Sin embargo las PGE; y PGE;
pueden producir broncodilatacion y algunas veces se ha observado
broncoconstriccidn.?** Endoperoxidos de PGs y TXA, provocan constriccion
de musculo bronquial liso. La PGI, causa broncodilatacion.

En Gtero no prefado, las PGFs y TXA, provocan contraccién, mientras que
las PGEs provocan relajacion. En uGtero prefiado se produce contraccion
uniforme por accion de PGFs y por bajas concentraciones de PGE, y PGI,.
Altas concentraciones de PGE, producen relajacion. La infusion intravenosa
de PGE, o PGF,a a mujeres embarazadas producen incremento en el tono

uterino asi como también aumento en la frecuencia e intensidad de las
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contracciones uterinas. Las PGs aceleran la evolucion del embarazo, aunque
lo hacen con menor intensidad que la oxitocina.?!

El principal musculo longitudinal que recorre de estdmago a colon sufre
contraccion al estimularse con PGEs asi como con PGF,. Mientras que
musculos circulares gastrointestinales se relajan en respuesta a PGEs y se

%627 pGEs y PGI, inhiben la secrecion &cida gastrica

contraen ante PGFs.
estimulada por el alimento, histamina o gastrina; el volumen de secrecién, la
acidez y el contenido de pepsina son reducidos por accion sobre células
secretoras. Ademas las prostaglandinas son vasodilatadoras de las mucosas
gastricas, y las PGEs incrementan la secrecion de moco en el estomago e
intestino delgado. Todos estos efectos ayudan a manterer la integridad de la
mucosa gastrica, ya que también se inhiben dafios gastricos que pueden ser
ocasionados por agentes causantes de Ulceras duodenales o gastricas.
Finaimente las PGEs y PGFs estimulan el movimiento de agua y electrolitos
dentro de la luz intestinai, de tal manera que la administracion oral de PGs
puede ocasionar diarrea, ademas de vémitos, nauseas.?’

En rifidn las PGs promueven la excrecion de agua efectuando alteraciones
en la corriente sanguinea renal asi como también a nivel tubular. PGE; y PGI,
incrementan la corriente sanguinea renal provocando diurésis. Las PGEs
inhiben la reabsorcién de agua inducida por la hormona antidiurética;*® y
también inhiben la reabsorcion de cloruro que se presenta en la porcién
ascendente del asa de Henle.”

Las PGE,, PGI, y PGD, causan secrecién de renina de la corteza rena

En el Sistema Nervioso Central, se ha manejado la teoria de que la

liberacién de PGE, en el Hipotalamo explica los mecanismos de induccién de

'30

fiebre, pero esta explicacién se encuentra en discusion.3!

Las PGEs son causantes de producir dolor, al estimular nociceptores de
fibras nerviosas aferentes.3!*
Una gran variedad de tejidos endocrinos responden ante la estimulacion

de PGs. La PGE, incrementa los valores de concentracién plasmaticos de
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hormona adrenocorticotropica (ACTH), hormona del crecimiento (GH),
prolactina y gonadotropinas.®® Ademas estimula la produccién de esteroides,
la liberacion de insulina, hormonas tiroideas y progesterona.3

Los metabolitos via lipoxigenasa del araquidonato también son
considerados efectos endocrinos; 12 HETE estimula la liberacion de
aldosterona, y ésta a su vez la liberacion de angiotensina II, pero no de
ACTH.® E! 12 HETE también regula la glucosa a través de liberaciéon de
insulina.3®

Las PGEs inhiben la tasa basal de lipdlisis en los adipocitos, también
ejercen efectos parecidos a los de la insulina para regular el metabolismo de
los carbohidratos, y tienen efectos parecidos a los de la hormona paratiroidea
en la movilizaciéon de Ca?* en el tejido 6seo;*® lo cual puede repercutir en el
movimiento dental, al realizarse la remodelacion de hueso alveolar, que
resulte en la aceleracion de dicho proceso de remodelacidén, ya que las PGEs
se encuentran presentes en los tejidos periodontales que son sujetos a
fuerzas de tipo ortoddncico. Ademas de la correlacién que existe entre todos
los fenbmenos en que participan las PGEs descritas anteriormente y los

fendmenos biolbgicos observados en los movimientos dentales.

RECEPTORES ESPECIFICOS DE LAS PROSTAGLANDINAS

La diversidad de efectos de las PGs, se da por la presencia de una gran
variedad de receptores que median sus acciones. Coleman en 19943
clasificé a los receptores de acuerdo: a su sitio de acciéon principal (musculo
liso y plaquetas), a su mecanismo de accion especifico (segundos
mensajeros) y a sus agonistas naturales y sintéticos. Los receptores
recibieron su nomenclatura de acuerdo a la prostaglandina natural a la cual
presentan gran afinidad, por lo que se clasificaron en cinco tipos principales:
DP (PGD); FP (PGF); IP (PGI); TP (TXA;) y EP (PGE).

14
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Los receptores EP se subdividen en EP; (contraccion de musculo liso), EP;
(relajacién de musculo liso), EP; y EP, basados en informacion fisiologica y de
clonacién molecular.?®

La informacion de este tema no es completa sus funciones especificas
todavia se desconocen por lo que se requieren mayores investigaciones al
respecto.>®

Cuadro que muestra los receptores especificos para las prostaglandinas (Tomado de: Toh H, Ichikawa A
and Naruyima S. 1995).38

Reétb( Prstaglandi.n _ ‘Agonista _N:amr'éfl».__' S ‘Seqgundo MensajerO
o P PGD; AMPc?
EP1 PGE, PGE;u IP,, DAG, Ca**
EP2 PGE AMPcl
EP3 PGE AMPc!
FP PGF,0 AMPcT
1P PGI,, PGE IP;, DAG, Ca**
TP no plaquetario TXAz, gg::& PGD,, AMPct
TP plaquetario TXA;, PGH; IP;, DAG, Ca**

1 Incremento de segundos mensajeros.
{: Disminucion de seguncos mensajeros.

Todos los receptores identificados para las prostaglandinas, se activan a
través de proteinas G.*” Dos segundos mensajeros han sido asociados con la
accion de PGs en plaquetas y musculo liso llamados: Estimulacion de
adenilciclasa (aumenta el AMPc), Inhibiciéon de adenilciclasa (reduce el AMPc)
y Estimulacion de fosfolipasa C (aumenta la formacion de diacilglicerol y de
1,4,5 trifosfato de inositol, tendiendo a incrementar el Ca?*
intracitoplasmatico).

Actualmente no existe un antagonista selectivo y potente para los
receptores de las prostaglandinas antes mencionados, que pueda utilizarse
clinicamente. En el caso especifico de los receptores EP, se estdn
desarrollando compuestos antagonistas, dentro de los cuales se encuentran
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proteinas las cuales son SC 19220,* para el receptor EP4 se desarrolla AH
23848 B.*!

LAS PROSTAGLANDINAS EN LA RESPUESTA INFLAMATORIA E
INMUNE

Las prostaglandinas y leucotrienos son liberados por el huésped ante
estimulos mecanicos (fuerzas ortoddncicas), térmicos, quimicos, bacterianos;
que contribuyen de manera muy importante en la génesis de los signos y
sintomas de la inflamacién.*?'3? Los leucotrienos tienen un poder elevado
para afectar la permeabilidad vascular. Las prostaglandinas aparentemente
no afectan de manera directa la permeabilidad vascular, pero la PGE; y PGI,
aumentan marcadamente la formacidon del edema y la infiltracion de
leucocitos a través de la promocion de corriente sanguinea al sitio de la
inflamacion.

Ademas potencializan el dolor que se produce en conjunto con otros
autacoides como la bradicinina. Sin embargo, las PGEs inhiben la
participacion de linfocitos en reacciones de hipersensibilidad tardia, inhiben
también la liberacion de hidrolasas y enzimas lisosomales provenientes de

neutrofilos, Las PGEs poseen una potente actividad osteolitica, pudiendo

provocar hipercalcemia.

INFLAMACION

El proceso inflamatorio involucra even.os que pueden ser estimulados por
diversos factores. Cada tipo de estimulo en particular, provoca patrones de

respuesta caracteristicos, pero que en lo general son muy parecidos.
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Macroscopicamente, la respuesta se caracteriza por sigros clinicos, como:
eritema, edema, hiperalgesia, dolor y pérdida de la funcion.

La respuesta inflamatoria ocurre en tres fases, cada una mediada
aparentemente por diferentes mecanismos: una primera fase, transitoria,
caracterizada por vasodilatacion local y aumento de la permeabilidad capilar.
Una segunda fase tardia, caracterizada por infiltracién de leucocitos y células
fagociticas. Y una tercera fase cronica, en la cual la degeneracion y fibrosis
de los tejidos se puede presentar.*%*3

Numerosos tipos de leucocitos juegan un papel importante en la
inflamacion. Sin embargo se han planteado ideas que enfatizan la promocion
de migracién celular fuera de la microvasculatura; al respecto, estudios
recientes han examinado el papel de células endoteliales y otras moléculas de
adhesion celular que inciuyen selectinas E, P y L; molécula de adhesion de
células vasculares 1 (VCAM-1), molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM1)
e integrinas leucocitarias en la adhesion de leucocitos, plaquetas y endotelio
en los sitios de inflamacién.43

Las células endoteliales activadas juegan un papel clave en el envio de
sefales especificas a células blanco circulantes, para ser atraidas al sitio de la
inflamacion. La expresion de diferentes moléculas de adhesiori, varia de
acuerdo a los diferentes tipos de células involucradas en la respuesta
inflamatoria; asi, la expresion de la selectina E esta restringida en primera
instancia a las células endoteliales y ésta aumenta en los sitios de
inflamacién.*

La selectina P se expresa predominantemente en plaquetas y células
endoteliales y es aumentada por las citocinas. La L-selectina es expresada
por leucocitos, se aumenta con la activacion de éstos.*®

La adhesion celular parece ocurrir por el reconocimiento de carbohidratos
y glucoproteinas de la superficie celular sobre células circulantes por medio
de adhesién de moléculas cuya expresion ha sido aumentada en células

residentes. De esta manera, la activacion endotelial resulta en la adhesion de



Tesis Doctoral C.D.M.O. Francisco Javier Marichi Rodriguez
Antecedentes

leucocitos por sus interacciones con las expresadas L-, P- selectinas;
mientras que las células endoteliales expresan E- selectina que interactla con
glucoproteinas de la superficie leucocitaria. El ICAM-1 endotelial interactda
con integrinas de leucocitos. Los antiinflamatorios no esteroidales (NSAIDs,
nonsteroidal antiinflammatory drugs) pueden inhibir la expresién o actividad
de aigunas de estas moléculas de adhesion, lo cual todavia no se conoce,
actualmente se encuentra bajo investigacion. ¢

Las células inflamatorias en los sitios de dafio, involucran interacciones
con numerosos tipos de mediadores solubles, ademas de las moléculas de
adhesion ya descritas. Dichos mediadores incluyen el factor del complemento
C5a, factor activador de plaquetas, leucotrienos; que pueden actuar como
quimiotacticos agonistas.

Varias citocinas diferentes también aparecen y juegan un papel esencial en la
orquestacion de los procesos inflamatorios, especialmente la interleucina 1
(IL-1) y el factor de necrosis tumoral (TNF).*?

La IL-1 y el TNF son derivados de células mononucleares y macréfagos
fundamentalmente, aunque los pueden sintetizar otras células; dichos
mediadores inducen la expresiéon de numerosos genes que promueven la
sintesis de una variedad amplia de proteinas que participan de los eventos
inflamatorios. La IL-1 y el TNF son considerados como los principales
mediadores de las respuestas biologicas a endotoxinas (Lipopolisacaridos
bacterianos), y otras infecciones. IL-1 y el TNF parecen trabajar en conjunto
con factores del crecimiento, otras citocinas como IL-8 producen respuestas
proinflamatorias que incluyen induccién de fiebre, suefio, anorexia,
movilizacion y activacion de leucocitos polimorfonucleares; inducciéon de
enzimas cicloxigenasa y lipoxigenasa; incremento en la expresion de
moléculas de adhesion, activacion de zélulas B, de células T y células
“asesinas” naturales; estimulacién de la produccién de otras citocinas. Otras

acciones incluyen fibrosis y degeneracion tisular de la fase crénica
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proliferativa de la inflamacién, estimulacion de proliferacidén de fibroblastos,
induccién de colagenasa y activacion de osteoblastos y osteoclastos.*?

Otras citocinas (IL-2, IL-6 e IL-8) y factores del crecimiento participan en
las manifestaciones de la respuesta inflamatoria; asi como péptidos, en los
que se distingue la substancia P, la cual promueve el dolor en las fibras
nerviosas.

También existen mediadores que inhiben la respuesta inflamatoria, con
actividad antiinflamatoria, éstos incluyen:

E! factor de crecimiento transformante B, (TGF-B;) incrementa la
formacion de matriz extracelular, también actia como inmunosupresor. La
interleucina 10 (IL-10) la cual tiene efecto inhibitorio sobre los monocitos y
provoca decremento de formacion de prostaglandina E;, El interferon Gamma
(IFy), que provoca actividad mielosupresiva e inhibe la sintesis de colagena y
la produccién de colagenasa por macréfagos.*?

La histamina fue uno de los mediadores de la inflamacién en ser
identificados primero. La histamina se almacena en los mastocitos y se libera
como resuitado del contacto con anticuerpos (IgE) en respuestas de
hipersensibilidad inmediata y respuestas alérgicas.®® La bradicinina vy
serotonina también participan en la mediacién de la inflamacion, produciendo
estimulacion de terminaciones nerviosas libres, vasodilatacion, incremento de
la permeabilidad vascular y sintesis de PGs.*

Las prostaglandinas son importantes mediadores de la respuesta
inflamatoria en sus actividades biologicas como ya ha sido descrito en detalle,
sus acciones se enfocan a promover la migracion de leucocitos e incrementar
la corriente sanguinea a la zona dafiada.

Las PGEs también producen dolor, ya que sensibilizan a los receptores a
estimulacion mecanica o quimica, como resultado de disminuir el umbral de
los receptores polimodales de las fibras C.>°

Las interleucinas Ip, IL-6; interferén alfa (IFy) y beta (IFg); TNFa

provocan en la respuesta inflamatoria un incremento de PGE; en los 6rganos
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circunventriculares en proximidad al area hipotalamica. La PGE, incrementa el
AMPc, el cual estimula al hipotalamo para producir un aumento de la

temperatura corporal.*

INHIBICION DE LA BIOSINTESIS DE PROSTAGLANDINAS POR
ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDALES.

El principal efecto de los antiinflamatorios no esteroidales (NSAIDs), es la
inhibicidén de la produccién de PGs.

llos productos de la cicloxigenasa de PGG; y PGH, difieren dependiendo
del tejido, o de las actividades metabdlicas enzimaticas para PGG; y PGH;
que se presenten. El acido araquidonico también puede ser convertido via 12-
lipoxigenasa a 12-HPETE y 12-HETE; o via lipoxigenasa 5-lipoxigenasa a una
variedad de leucotrienocs.

Los NSAIDs inhiben la enzima cicloxigenasa y la produccion de
prostaglandinas, pero no inhiben la lipoxigenasa por lo que no suprimen la
formacion de leucotrienos.”

Los NSAIDs en su mayoria son acidos organicos y funcionan como
inhibidores competitivos de la actividad de la cicloxigenasa. Los NSAIDs
pueden ser divididos en dos grupos: de vida media corta (<6 horas) y de vida

media larga (>10 horas).*?

Los NSAIDs mas cominmente utilizados inhiben de manera no selectiva
fa COX-1 y COX-2 o bien tienen una selectividad pobre sobre la isoforma
COX-1. Una excepcion es la nabumetona, la cual preferentemente inhibe
COX-2, por lo que este farmaco presenta excelentes efectos antiinflamatorios
y una baja incidencia de efectos uicerogénicos caracteristicos de farmacos

como la aspirina y homdlogos. Se hacen actualmente investigaciones para



Tesis woctoral C.D.M.O. Francisco Javier Marichi Rodriguez
Antecedentes

desarrollar NSAIDs con alta selectividad hacia COX-2 y baja selectividad a
COX'1.53'54'55

Sin embargo existen evidencias de que dosis terapéuticas de aspirina y
otros NSAIDs reducen la biosintesis de PGs en seres humanos a través de la
cicloxigenasa reflejandose en su actividad antiinflamatoria,>®

EFECTOS Y ACTIVIDADES TERAPEUTICAS DE LOS NSAIDs

Todos los NSAIDs poseen propiedades antipiréticas, analgésicas vy
antiinflamatorias.

Cuando se emplean como analgésicos, estos farmacos comunmente son
efectivos contra dolores leves a moderados, ya que no tienen la misma
potencia que los analgésicos opiaceos.

Los NSAIDs corno antipiréticos, reducen la temperatura del cuerpo en
estados febriles, pero en dosificacion prolongada causan toxicidad, por
ejemplo la fenilbutazona.

Como antiinflamatorios los NSAIDs son utilizados en tratamientos de
desordenes musculoesqueletales como artritis reumatoide, osteoartritis u
otro tipo de lesiones o agresiones al sujeto; los NSAIDs proporcionan
solamente alivio sintomatico cuanto el dolor y la inflamacién estan asociadas
a enfermedad, pero esto no significa que contrarresten la progresion de
ésta.”’

Dentro de los efectos no deseados de los NSAIDs, el mas comun es la
propension a inducir Ulcera gastrica o intestinal, la cual puede ir acompafiada
de anemia resultante de la pérdida de sangre.>®

Dichos dafios gastricos pueden ser causados por dos mecanismos
distintos: una irritacion local por administracién oral de la droga que permite
una difusion regresiva del acido dentro de ia mucosa gastrica y produce

dafio. Una administracion parenteral también puede causar dafo y sangrado,
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ya que la inhibicion de la biosintesis de prostaglandinas gastricas,
especialmente PGI; y PGE,, las cuales son agentes protectores de la mucosa
gastrica (inhiben la secrecidon &cida del estomago, aumentan el flujo
sanguineo de las mucosas y promueven la secrecién de moco protector en el
intestino) pueden hacer al estdbmago mas susceptible a dafarse. La
administracion de PGE; (misoprostol) en conjunto con NSAIDs puede
prevenir la ulceracion gastrica y duodenal.>®

La funcion plaquetaria es alterada por los NSAIDs, ya que evitan la
formacién de plaquetas, inhibiendo el tromboxano A;, el cual es un potente
agregador plaquetario; por lo que los NSAIDs presentan una tendencia a
incrementar el tiempo de sangrado.®®

Los NSAIDs prolongan el periodo de gestacion. Las prostagiandinas de las
series E y F son potentes agentes uterotropicos, y su sintesis por el Gtero se
incrementa dramaticamente unas horas antes del parto, por lo que se ha
postulado que las PGs tienen una participacion importante en la iniciacidon y
progresion del trabajo de parto. Algunos NSAIDs han sido utilizados como
agentes tocoliticos para inhibir la labor del parto.®!

Los NSAIDs tienen un efecto leve sobre las funciones renales causan una
disminucién del fluido sanguinco y de la tasa de filtracién glomerular.

También los NSAIDs presentan efectos hemodinamicos en el rifidn,
promueven la retencion de sal y agua reduciendo la inhibicién inducida por
PGs tanto de reabsorcién de cloruro y la accién de la hormona antidiurética.
Esto puede causar edema en pacientes tratados con NSAIDs.5%¢3

Los NSAIDs promueven la hipercalcemia a través de varios mecanismos
incluyendo un aumento de reabsorcion de K' como resultado de una
disminucién de disponibilidad de Na* en el tibulo distal y la supresién de PGs
que inducen la secrecién de renina.®*

Ciertos individuos pueden desarrollar intolerancia a la aspirina y demas
NSAIDs; esto se manifiesta por sintomas como rinitis vasomotora, edema

angioneurdtico, urticaria generalizada, asma bronquial, edema laringeal,
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broncoconstriccion, hipotensién y choque. Sin embargo esta intolerancia es

rara en nifios, puede ocurrir en pacientes adultos de edad media.®®

KETOROLACO TROMETAMINA

El ketorolaco es un analgésico potente con moderado efecto
antiinflamatorio. Inhibe la biosintesis de prostaglandinas, inhibe la agregacion
plaquetaria y promueve ulceraciones gastricas. Cuando se administra
tépicamente en el ojo presenta buena actividad antiinflamatoria.®

El ketorolaco es absorbido rapidamente via oral o bien intramuscular,
alcanzando su pico de concentracion plasmatica en 30 a 50 minutos.

La biodisponibilidad es aproximadamente del 80%, es excretado con una
velocidad cuya vida media es de 4 a 6 horas. Su excrecion es por via urinaria
en un 90%; el 60% es excretado sin cambio, mientras que el restante es
conjugado a acido glucordnico.

MRy, es utilizado

El ketorolaco administrado con la sal trometamina (Dolac
en dolor posoperatorio via intramuscular a dosis de 30 a 90 mg. En via oral a
dosis de 5 a 30 mg es utilizado para el tratamiento de dolor crénico y dolores
en general en los cuales la aspirina no presenta efectos aceptables.
Toépicamente puede usarse como antiinflamatorio en tratamientos oculares.

Los efectos toxicos del ketorolaco incluyen somnolencia, disnea, dolor de

cabeza, dolor gastrointestinal, dispepsia y nauseas.®’

CLONIXINATO DE LISINA

Es un analgésico derivado del acido nntranilico. Inhibe la sintesis de las
prostaglandinas de la serie E y F, las cuales estimulan neurorreceptores del

dolor.
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El clonixinato de lisina se absorbe completamente en el estdomago,
iniciando su actividad dentro de 15 a 30 minutos después de su
administracion, alcanzando su pico de concentracion sérica después de una
hora de su administracion. No se deposita en mucosa gastrica por lo que
tiene un indice minimo ulcerogénico. No interviene en la coagulaciéon por lo
gue no afecta el tiempo de sangrado. Es metabolizado parcialmente a nivel
hepatico y se elimina via renal. El clonixinato de lisina se administra en dolor
cronico o agudo, dolor posquirlrgico, traumatismos, artritis y odontalgias. No
se indica en pacientes embarazadas, hipersensibles o con ulceras pépticas
activas. Sus efectos toxicos incluyen nauseas, mareos y somnolencia.

Se administra en dosis via intramuscular de 100 a 200 mg y dosis de 125

a 250 mg por via oral.®®

MOVIMIENTOS ORTODONCICOS

Como se ha mencionado, las prostaglandinas ejercen una accién
importante en les mecanismos inflamatorios y otras funciones vitales del
organismo. La participacion de las PGEs en los movimientos dentales
ortoddncicos ha sido demostrada, asi como la interrelacion de éstas con
algunas hormonas, mediadores quimicos y células.

En los movimientos dentales ortodoncicos se genera un proceso de
remodelacién que involucra reabsorcion de hueso asociado al lado de presion
y formacién de hueso asociado al lado de tensién.®® En dicha remodelacién
del hueso se presenta también una remodelacién de asociados a una reaccion
inflamatoria donde participan numerosos factores como hormonas,
neurotransmisores, mediadores quimicos, matrices extracelulares, vitaminas,

ritmos biolégicos, segundos mensajeros.”’”’
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Se ha reportado la presencia de PGEs en el ligamento periodontal durante
la realizacibn de movimientos dentales ortodéncicos como un factor
importante gue interactia con los factores antes mencionados.

Yamasaki y cols. aplicaron PGE; localmente (10 pg por sitio) a changos
Macaca fuscata y posteriormente a humanos con aparatologia ortodéncica,
observando un aumento de casi ei doble de movimi2nto dental con respecto
a sus controles, concluyendo que la administracion local de PGE; es un
método efectivo para acelerar los movimientos dentales ortodéncicos.”®7°

Lee en un estudio donde compara la aplicacion de PGE; via local y via
sistémica; reporta mayor reabsorcion 6sea en los grupos donde administro
PGs via sistémica con respecto a la administracion local.%

Boekenoogen y cols. reportan incremento de la absorciéon radicular al
inyectar PGE; localmente durante un periodo de 2 semanas en el lado de
presion en movimientos dentales ortodéncicos.®!

Se ha reportando que ante la presencia de fuerzas ortodoncicas que
ejercen un estimulo mecanico, se produce aumento de AMPc y éste a su vez
promueve el aumento de sintesis de PGEs en el ligamento periodontal. Asi
como que el AMPc y Ca?* intracelular funcionan como segundos mensajeros
induciendo actividad osteoclastica.8%83

Se ha demostrado que durante la reabsorcion Osea de tejidos
periodontales durante las primeras fases de movimientos dentales

ortodéncicos, se detecta en el fluido crevicular gingival mayor cantidad de
PGEs e IL-1p las cuales disminuyen sus niveles paulatinamente en los dias
subsiguientes (7 dias) al inicio de la activacion con aparatologia
ortodéncica.?

También se ha investigado la influencia de los antiinflamatorios no
estercidales en la realizacién de movimientos dentales ortodéncicos, ya que
dichos antiinflamatorios son utilizados frecuentemente para aliviar las
molestias provocadas por los movimientos ortoddncicos, inhibiendo la sintesis

de prostaglandinas lo cual pudiese repercutir en la realizacion de dichos
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movimientos; reportandose que el ibuprofén es un excelente analgésico que
actla de manera muy eficiente ain mejor que al acido acetilsalicilico en los
casos de dolor generado por tratamiento de ortodoncia.®

Se ha reportado que el analgésico indometacina (antiinflamatorio no
esteroidal) suprime la aparicion de osteoclastos e inhibe la reabsorcion de
hueso alveolar al ser administrado localmente.®®

Se ha estudiado la influencia de los antiinflamatorios no esteroidales
sobre los procesos de remodelacion dsea en movimientos dentales segun su
via de administracion concluyendo que la administracién local afecta
directamente dichos procesos.®’

No se ha determinado si las prostaglandinas E;, E; se encuentren en la
misma concentracion del lado de aposicion, con respecto al lado de resorcion
ya que en ambos lados se realiza aparentemente distinta actividad, por lo
tanto tal vez varien las concentraciones, y sera interesante el conocer que
lado es mas afectado al administrar sistematicamente los farmacos ya
mencionados.

En el presente trabajo se retoma el concepto ya clasico del lado de
tensidon-aposicion y lado de presion-absorcién durante el movimiento dental,
y se pretende analizar los eventos que se presentan en la zona de presion y
tension tomando en consideracion exclusivamente a las prostaglandinas
(PGE; y PGE,), con la intencion de hacer una determinacion cualitativa y
encontrar posibles diferencias que se puedan presentar en ambos lados, que
ayuden a esclarecer su participacion especifica en el movimiento dental,

Por otro lado se pretende determinar {a influencia que pueden tener el
ketorolaco trometamina y el clonixinato de lisina en la concentracion de PGE,
y PGE; en el ligamento periodontal y papilas gingivales. Dichos farmacos
administrados sistémicamente, al modificar la respuesta inflamatoria segun
los antecedentes antes expuestos, y por lo tanto puedan alterar el
metabolismo del movimiento dental, asi como la influencia que pudiesen

tener la administracion de ketorolaco trometamina y clonixinato de lisina.
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* PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No se conoce si existen diferencias en los niveles de concentracién de
PGE; y PGE; en los lados de presion y tensidon del ligamento periodontal y de
las papilas gingivales, al inducir fuerzas ortodoncicas, ya que pudiesen
presentarse diferencias dependiendo de cada funcion especifica es decir para
la formacion y para la destruccion de hueso principalmente, asi como conocer
la asociacion que se pudiese presentar al administrarse ketorolaco
trometamina y clonixinato de lisina en dichas funciones.

Debido a lo expuesto en los antecedentes, las PGEs por sus acciones
promueven de manera importante la absorcion dsea, pero debido a la
diversidad de las funciones de las PGEs, quizd también puedan promover la
formacion 6sea por mecanismos indirectos.
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E! concepto de la participacion de la PGEs en el movimiento dental parece
estar completamente demostrado, sin embargo se desconoce si tienen la
misma importancia, participaciéon y concentracion en los diferentes lados del
movimiento, es decir, tanto en el lado de presion como en el lado de tension.
Asi como también la relacion que puede tener la administracion sistémica de
Ketorolaco trometamina vy clonixinato de lisina en los niveles de
concentracion de las PGEs en el ligamento periodontal y papilas gingivales.

Durante el tiempo en que se efecthian los tratamientos de ortodoncia, los
pacientes hacen uso de analgésicos para contrarrestar el dolor provocado por
las activaciones de los aditamentos ortoddncicos, los cuales pudiesen
bloquear la formacion o reabsorcion dsea, ocasionando con ello prolongar el
tratamiento. Estos analgésicos comiunmente empleados son de tipo
esteroidal, y actualmente la comercializacion de analgésicos no esteroidales y
su uso obliga a realizar estudios para establecer y determinar el efecto que
tienen sobre los niveles de PGEs en tejidos periodontales, lo que puede

afectar el curso del tratamiento.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Existe diferencia estadisticamente significativa en la concentraciéon de
PGE; y PGE; en el ligamento periodontal y las papilas gingivales del lado de
presidn con respecto al lado de tension, durante movimientos ortodoéncicos.

HIPOTESIS ALTERNA

La administracién de ketorolaco trometamina y clonixinato de lisina no
modifican de manera estadisticamente significativa las concentraciones de
PGE; y PGE, en el ligamento periodontal y las papilas gingivales.

HIPOTESIS NULA

No existe diferencia estadisticamente significativa en la concentracion de
PGE; y PGE; en el ligamento periodontal y las papilas gingivales del lado de
presion con respecto al lado de tension, durante movimientos ortodoncicos.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables independientes Variables dependientes
Lado de presion (P) PGE;,
Lado de tensidén (T) PGE;

Ketorolaco trometamina (K)
Clonixinato de lisina (C)
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OBJETIVO GENERAL

Determinar cualitativamente las concentraciones de PGE; y PGE, en el

ligamento periodontal y las papilas gingivales del primer molar superior de

ratas, y la influencia de la administracion de NSAIDs, al inducir movimientos

ortoddncicos, por medio de técnicas inmunohistoquimicas diferenciando el

lado de presién y el lado de tension.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la concentracién cualitativa de PGE, y PGE, en el lado de
presion y el lado de tensién en el ligamento periodontal y papilas
gingivales de! primer molar superior derecho, mediante técnica de
inmunohistoquimica en ratas no medicadas.

Determinar cualitativamente con técnica de inmunohistoquimica Ila
concentracion de PGE; y PGE; en el lado de presién y el lado de tension
del ligamento periodontal y papilas gingivales del primer moiar superior
derecho en ratas medicadas con ketorolaco trometamina.

Determinar cualitativamente con técnica de inmunohistoquimica la
concentracién de PGE; y PGE; en el lado de presion y el lado de tensién
del ligamento periodontal y papilas gingivales del primer molar superior

derecho en ratas medicadas con clonixinato de lisina.
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MATERIALES

EQUIPO

e Histokinette.

e Microtomo y cuchillas.

e Afilador de cuchillas.

e Centrifuga.

o Microcentrifuga.

e Mezcladora para microtubos.

¢ Plancha.

e Microscopio.

e Fotomicroscopio (Axiophot-Cari Zeiss).
¢ Escarchador de hielo.

e Refrigerador.

e Congelador.

e Bateria para tincion con hematoxilina y eosina.
e Bateria para tincién con técnica de inmunoperoxidasa.
e Canastillas para tincién.

e Micropipeta de 200-1000 microlitros.

e Micropipeta de 200 microlitros.

¢ Pipeta de bomba GR 10.

» Cronémetro.

e Lapiz de diamante.

e Pinzas.

e Tijeras.
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CRISTALERIA

e Portaobjetos con pantalila y cubreobjetos.
e Pipetas de 10 ml.

e Frascos con tapa de rosca de 5 ml.

o Frascos con tapa de rosca de 1000 ml.
e Frascos de Coplin.

* Vaso de precipitado de 2000 ml.

e Vaso de precipitado de 1000 ml.

¢ Vaso de precipitado de 500 ml.

e Vaso de precipitado de 250 ml.

¢ Vaso de precipitado de 100 mi.

e Vaso de precipitado de 25 ml.

¢ Probeta de 1000 mi.

e Probeta de 500 ml.

e Probeta de 100 ml.

e Probeta de 50 ml.

e Cajas de Petri.

ORTODONCICOS

e Resorte cerrado de .006 x .022 de pulgada (3M Unitek, Monrovia CA).

¢ Pinzas How.
e Kit de resina de autopolimerizacion de un paso para ortodoncia

(Medental).
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OTROS ACCESORIOS

¢ Botes de pldstico de 400 ml.

e Botes de plastico de 200 ml.

e Botes de plastico de 50 ml.

¢ Botes de plastico de 15 ml.

e Tubos de polipropileno para microcentrifuga de 1.5 ml.
e Colgadero redondo de flotacion para tubos de 1.5 ml.
e Puntas para micropipeta de 0-200 mi.

REACTIVOS

e Hematoxilina de Harris.

o FEosina.

e Cloruro de sodio (NaCl).

e Cloruro de potasio (KCl).

e Fosfato de potasio (KH.PO,).
o Fosfato de sodio (Na;HPO,).

e Etanol.
e Metanol.
o Xilol.

e Acido Clorhidrico.

e Hidroxido de amonio (NH4OH).

e Perdxido de Hidrogeno (H,0,).

s Tris base (pH=8.0).

¢ Tetraclorhidrato de diaminobenzidina (DAB).
e LSAB.

e Suero de caballo concentrado.

e Agua desionizada.
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¢ Agua destilada.

ANTICUERPOS

e PGE, y PGE; kit (Sigma Chemical)
e ABC Kit 4002 (Laboratorios Vector)

PREPARACION DE SOLUCIONES

e Solucion salina amortiguada (PBS).
e Preparacion de 2 litros.

s Reactivos:

NaCl 20g.
KCl 0.5Cg.
NaPO4 2.89g.
K2PO, 0.50g.

Los reactivos se colocaron en un matraz y se disolvieron lentamente en
1800 ml de agua desionizada utilizando el agitador magnético. Se midié pH lo
cual debia ser de 7.2 y se agregd agua hasta tener exactamente dos litros
(usando probeta). Cuando el pH era menor de 7.2 se utilizd el i6n NaOH
(hidréoxido de sodio). Cuando el pH era mayor de 7.2 se agregé HCL (&cido
clorhidrico). Se va vaciaron en tubos de 400 ml, y puso 200 mi en cada uno.
Se esterilizé a 15 libras de presién durante 20 minutos.

Suero normal al 10% (Blocking Buffer BB).

Para preparar un litro de suero se utilizo:

900 ml. de PBS
100 ml. de suero de caballo conceiitrado
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Todo esto se mezcld perfectamente y se vacio en tubos de plastico de 15
ml. Se congeld a -20°C, conservandose por largo tiempo y se va utilizando lo
que se requiera.

Las soluciones se prepararon de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

MUESTRA

El estudio se realizd con una muestra de 63 ratas adultas machos de
cepa Long evans, con un peso promedio aproximado de 300g y de 90 dias de
edad promedio, las cuales se dividieron al azar para formar tres grupos de la
siguiente manera:

Grupo experimental 1 (GE1) de 21 ratas, al cual se le sacrificd al tercer
dia de iniciado el experimento. Este grupo se subdividié en tres subgrupos de
siete ratas cada uno, denominados GE1S, GE1K y GE1C. Al subgrupo GE1S
no se le administré ningin farmaco. Al subgrupo GE1K se le administré
ketorolaco trometamina (Dolac™®, Sintex) en tres dosis diarias de 0.15 mg/kg
de peso corporal via sistémica (oral). Al subgrupo GE1C se le administrd
clonixinato de lisina (Dorixina "®, Siegfried-Rhein) en tres dosis diarias de 37
mg/kg via sistémica (oral).

Grupo experimental 2 (GE2) de 21 ratas, el cual se subdividié de la
misma manera que el grupo anterior, en tres subgrupos GE2S, GE2K y GE2C.
Administrandoles en los subgrupos correspondientes los  mismos
medicamentos que al grupo anterior y en las mismas indicaciones. Este grupo
se sacrifico el dia quinto de iniciado el experimento.

Grupo experimental 3 (GE3) de 21 ratas, el cual se subdividid de la
misma manera que los dos grupos anteriores; en tres subgrupos GE3S, GE3K
y GE3C. Administrandoles en los subgrupos correspondientes los mismos
medicamentos que los dos grupos anteriores, con las mismas indicaciones.
Este grupo se sacrifico el dia séptimo de iniciado el experimento.
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CRITERIOS DE INCLUSION

Ratas adultas de 90 dias, machos de cepa Long evans, de peso promedio
de 300 g. obtenidas del bioterio de la Unidad de Investigacién de la Division
de Estudios de Posgrado de la Facultad de Odontologia, Universidad Nacional
Auténoma de México. Los ejemplares de la muestra se encontraban en
estado de salud.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Ratas que no cumplian cabalmente alguno de los requisitos mencionados

en los criterios de inclusion.

CRITERIOS DE ELIMINACION

Ratas que dafiaron la aparatologia ortoddncica o que al colocarseles dicha
aparatologia no soportaron el anestésico y murieron por lo que fueron

sustituidas.

METODO

Antes de iniciar el experimento las ratas se sometieron a un periodo de
adaptacion que duro siete dias. Se colocaron en sus jaulas correspondientes
al grupo experimental y se les alimentn durante todo el experimento con

alimento especial para ratas, el cual se les proporcion6 dos veces al dia.
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A todas las ratas se les colocé aparatologia ortoddncica para inducirles
movimiento al primer molar superior derecho, dejando el lado izquierdo sin
utilizacion de aparatos, para ser considerado como control. Dicha
aparatologia consistio en la colocacion de resorte cerrado .006 x .022 de
pulgada (Unitek, 3M), con una fuerza de 30 gramos, del primer molar
superior derecho al incisivo superior derecho, fijado a dichos dientes con
resina autopolimerizable para ortodoncia de un paso (Medental). Para la
colocacién de los aditamentos ortoddncicos se anestesiaron los animales con

0.5 mg/kg. (Figura 1)

La fuerza del resorte a 30 g. se caiculd en cada caso, utilizando un
aditamento construido para tal efecto, el cual contenia una carga constante
de 30g. Toméandose como base dicha carga y teniendo en cuenta la distancia
del primer molar derecho al incisivo del mismo lado se procedié a la
determinacién de la longitud del resorte (Figura 2).

Figura 1. Muestra el aditamento con el cual se calculd el tamafio del resorte, el cual deberia desarrollar de 30 g.
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A todas las ratas se les colocd aparatologia ortodéncica para inducirles
movimiento al primer molar superior derecho, dejando el lado izquierdo sin
utilizacion de aparatos, para ser considerado como control. Dicha
aparatologia consistid en la colocacion de resorte cerrado .006 x .022 de
pulgada (Unitek, 3M), con una fuerza de 30 gramos, de! primer molar
superior derecho al incisivo superior derecho, fijado a dichos dientes con
resina autopolimerizable para ortodoncia de un paso (Medental). Para la
colocacidn de los aditamentos ortodoncicos se anestesiaron los animales con
hidrocloruro de xilazina (Rompun, Bayer), por via intravenosa a una dosis de
0.5 mg/kg. (Figura 1)

La fuerza del resorte a 30 g. se calculd en cada caso, utilizando un
aditamento construido para tal efecto, el cual contenia una carga constante
de 30g. Tomandose como base dicha carga y teniendo en cuenta la distancia
del primer molar derecho al incisivo del mismo lado se procedid a la
determinacion de la longitud del resorte (Figura 2).

Figura 1. Muestra el aditamento con el cual se calculé el tamafio del resorte, el cual deberia desarrollar de 30 g.
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Figura 2. Se aprecia la forma como se coloco la aparatologia ortodéncica en el maxilar de fa rata. Se observa el resorte colocado
del incisivo derecho al primer molar del mismo lado.

Una vez colocada la aparatologia en los animales de la muestra, en los
subgrupos experimentales se procedié a la administracion sistémica de
ketorolaco trometamina y clonixinato de lisina respectivamente, tres veces al
dia en los siguientes horarios: 7, 15 y 23 horas. Las dosis respectivas se
diluyeron en agua bidestilada y se colocaron en una jeringa hipodérmica para
que de esta forma se administrara por via oral. La dosis de ketorolaco
trometamina fue de 0.15mg/kg, y para el clonixinato de lisina de 37mg/kg.

La colocacién de la aparatologia ortoddncica asi como el sacrificio de las
ratas se realizé para todos los grupos y subgrupos de la misma hora la cual
fue a las 9 horas.

Para el sacrificio de las ratas, fueron perfundidas con paraformaldehido al
0.04%, se disecaron los maxilares y fueron colocados en formalina al 10%
durante 48 horas. Posteriormente se descalcificaron las muestras con acido
nitrico al 5% durante 48 horas.

Los maxilares fueron hemiseccionados en dos bloques que contenian a
los primeros molares superiores izquierdo y derecho. Las muestras fueron
incluidas en parafina con los procedimientos de rutina y posteriormente los
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bloques de parafina fueron seccionados en serie a intervalos de 5
micrometros sobre el plano sagital, tomados aproximadamente de la porcién
media de la raiz. De cada muestra tres cortes fueron tefiidos con
hematoxilina eosina.

Se tomd como tejido control para evaluar la reacciéon del anticuerpo
calvaria y musculos de la iengua.

El grupo GE1 con sus respectivos subgrupos fue sacrificado el dia tercero
de iniciado el experimento; el grupo GE2 con sus respectivos subgrupos fue
sacrificado el dia quinto de iniciado el experimento; el grupo GE3 con sus
respectivos subgrupos fue sacrificado el dia séptimo de iniciado el

experimento.

INMUNOHISTOQUIMICA

El procedimiento utilizado fue la técnica de: “Biotin-Avidin”
inmunoperoxidasa (Biotina-Avidina). Una vez obtenidos los cortes, se limit6
el contorno del tejido con un lapiz de diamante, se procedié a desparafinar
(Xilol, tres cambios) y rehidratar con agua desionizada durante 30 segundos,
y se sumergieron en metanol (300 ml. de 0.6 % de H;0, en 50 ml de
metanol) durante una hora a temperatura ambiente (para reprimir la
actividad de la peroxidasa enddgena). Los cortes se lavaron con PBS
(solucién salina amortiguadora).

Se colocaron los cortes dentro de las cajas de Petri, las cuales tienen en
el fondo papel filtro humedecido con agua desionizada, lo cual permite
mantener un ambiente himedo, evitando asi la desecacion de! tejido,
posteriormente se aplicé suero por una hora para bloquear la actividad no
especifica (“Blocking Buffer” suero de caballo al 10% en la PBS, centrifugado

por un minuto para remover los restos). Posteriormente los cortes se
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drenaron y colocaron nuevamente dentro de las cajas de Petri y se aplicé
sobre el tejido los anticuerpos, y se incuban durante la noche a 4°C.

Al dia siguiente los cortes se lavaron con PBS, se colocaron dentro de
cajas de Petri (evitando que el tejido se deshidratard) y se aplicaron los
segundos anticuerpos que corresponden al anticuerpo monoclonal Antirata
(PGE;, PGE,). El Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories Inc.), y se incubaron
durante una hora a temperatura ambiente. Después los cortes se lavaron con
PBS y se incubaron con los reactivos intermediarios ABC (1:100) (los cuales
son moléculas de peroxidasa biotinilada, enlazadas en una formacion
tridimensional a través de “Avidina”) por una hora a 4°C.

Nuevamente se lavaron con PBS, se les afiadio el sustrato de
tetraclorhidrato de diaminobenzidina [“diaminobenzidine tetrahydrochloride”
(DAB) (compuesto con agua desionizada, 1M tris base con un pH=8, DAB y
H,0.]. La preparacion y el proceso se realizé en cuarto obscuro, se incubaron
exactamente por diez minutos a temperatura ambiente. El producto de esta
reaccion enzimatica es un precipitado de color café obscuro. Este precipitado
localiza la posicion de los complejos de antigeno.

Los cortes se lavaron con agua desionizada y se contrastaron con
hematoxilina de Harris.

Se utilizaron cortes en parafina de 5 um de espesor, los cuales se
desparafinaron por 15 minutos en la estufa a 60°C y posteriormente en xilol,
xilol-alcohol abs., alcohol abs., alcohol al 96%, alcohol al 70% vy agua
destilada. Después se colocaron en amortiguador de fosfatos, 0.1 M, pH 7.4,
tritén al 0.5% por 5 minutos. Se inhibid peroxidasa enddgena con H,0, al
0.3% por 5 minutos, se enjuagé abundartemente con amortiguador de
fosfato salino-tritén al 0.1%. Se incubd por 1 hora en suero normal de bovino
(dilucién 1:200), se escurrié el exceso y se incubo en el anticuerpo primario
contra prostaglandinas E (PGEs) (dilucion 1:50) por 3 horas. Se lavd
abundantemente con amortiguador de fosfato-tritbn 0.1%, se incubd en el

anticuerpo secundario-biotinilado contra conejo (Vector, Labs.) (dilucién
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1:200) por 2 horas, se enjuagd con el amortiguador de fosfato y se incubo
por una hora en el complejo Avidina-Biotina-Px (dilucién 1:200) se enjuagé
abundantemente con amortiguador de fosfato-tritén 0.1% y se revelo con
DAB (5 mg+33 pl de H,0, concentrado + 10 ml de amortiguador de fosfato)
por 5 minutos. Se enjuagd con agua desionizada y se contratifieron los cortes
con hematoxilina de Harris, se deshidrataron y se montaron en resina
sintética.

Los cortes fueron observados en un fotomicroscopio en campo claro con
un aumento de 10X y 40X, realizando fotografias y registro de la expresion
del anticuerpo en los parametros de intenso (+++), moderado (++), leve
(+) y negativo (-) para la expresion de los anticuerpos especificos a PGE, y
PGE; en el andlisis de las laminillas. La revision de las muestras fue realizada
a doble ciego, una revisién en el Instituto Mexicano del Seguro Social,
Hospital Siglo XXI, Departamento de Patologia Experimental. Posteriormente
se realizd una segunda revision en el Laboratorio de Patologia Experimental
de la Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de

Odontologia.
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Los valores cualitativos de la expresion de anticuerpos a Prostaglandinas
E observados en las zonas de tensidon y presion de ligamento periodontal y
papilas gingivales fueron designados con los siguientes parametros: negativo
(-), leve (+), moderado (++) e intenso (+++), los cuales para la realizacion
de calculos estadisticos fueron sustituidos por valores numéricos.

En cada muestra se observaron cuatro zonas (anexos 1-3), tomando en
todos lo especimenes el lado izquierdo como zonas control.

Las variables (zonas observadas) en los tres grupos experimentales
(GE1, GE2 y GE3) fueron las siguientes:

Tensién (T)
Ligamento periodental (L)
Presion (P)

Tensién (T)
Papilas gingivales (G)
Presion (P)

Ketorolaco trometamina (K)

Clonixinato de lisina (C)

Lado de trabajo o zona experimental (D)

Lado control o zona control (I)
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Obteniéndose por tanto las siguientes variables:

DTL1 DTL2 DLT3
DLP1 DLP2 DLP3
DGT1 DGT2 DGT3
DGP1 DGP2 DGP3
ILT1 ILT2 ILT3
ILP1 ILP2 ILP3
IGT1 IGT2 IGT3
IGP1 IGP2 IGP3
KDLT1 KDLT2 KDLT3
KDLP1 KDLP2 KDLP3
KDGT1 KDGT2 KDGT3
KDGP1 KDGP2 KDGP3
KILT1 KILT2 KILT3
KILP1 KILP2 KILP3
KIGT1 KIGT2 KIGT3
KIPR1 KIPR2 KiPR3
CDLT1 CDLT2 CDLT3
CDLP1 CDLP2 CDLP3
CDGT1 CDGT2 CDGT3
CDGP1 CDGP2 CDGP3
CILT1 CILT2 CILT3
CILP1 CILP2 CILP3
CIGT1 CIGT2 CIGT3
CIGP1 CIGP2 CIGP3

Para conocer si existian diferencias estadisticamente significativas en los

tres grupos para cada variable, se aplico una analisis de varianza con prueba

de analisis por rangos muitiples en cada una de las variables de los tres
grupos. Obteniéndose los siguientes resultados: (Para la realizaciéon de las

pruebas estadisticas asi como la elaboracion de graficos, se sustituyeron los

valores cualitativos de la expresidon de los anticuerpos especificos a PGEs por

valores numéricos; asi tenemos que: negativo=0, leve=1, moderado=2 e

intenso=3)
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La variable DLT no presentd diferencias estadisticamente significativas en
los grupos GE1, GE2 y GE3, con una confiabilidad de P>0.0723. F=3.080.
Pero debido a las diferencias observadas, el nivel de significancia podria
aumentarse si el tamano de la muestra fuera mas grande. (Grafica 1).

La variable DLP no presenté diferencias estadisticamente significativas en
los grupos GE1, GE2 y GE3, con una confiabilidad de P>0.0624. F=3.250.
Pero debido a las diferencias observadas, el nivel de significancia podria
aumentarse si el tamafio de la muestra fuera mayor. (Grafica 2).

La variable KDLT presenté diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos GE1 y GE3, GE2 y GE3, con una confiabilidad de P<0.0018.
F=9.176 (Grafica 3).

La variable KDLP presentd diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos GE1 y GE3, GE2 y GE3, con una confiabilidad de P<0.0065.
F=6.750 (Grafica 4).

La variable CDLT present6 diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos GE1 y GE2, GE1 y GE3, con una confiabilidad de P<0.0075.
F=6.500 (Grafica 5).

La variable CDLP presentd diferencias estadisticamente significativas en
los grupos GE1 y GE3, con una confiabilidad de P<0.0086. F=6.261 (Grafica
6).

Las variables DPT, DGP, ILT, ILP, IGT, IGP, KDGT, KDGP, KILT, KILP,
KIGT, KIGP CDGT, CDGP, CILT, CILP, CIGT y CIGP no presentaron diferencias

estadisticamente significativa. Se observaron grupos homogéneos.
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Grafica 1. Comparacion de variable DLT en los tres
grupos experimentales
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Grafica 1. En la variable DLT no se observan diferencias de concentracion de PGEs estadisticamente significativas en los grupos
(GE1, GE2 y GE3 &l aplicar un andlisis de varianza con prueba de analisis por rangos mdltiples.
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Grafica 2. Comparacion de variable DLP en los tres
grupos experimentales
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Gréfica 2, Se obseiva en la variable DLP que no hay diferencias de concentracion de PGEs estadisticamente significativas en los
grupos GE1, GE2 y GE3 al aplicar un analisis de varianza ¢ on prueba de analisis por rangos mdltiples.
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Grafica 3. Comparacion de variable KDLT en los tres
grupos experimentales
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Graéfica 3. Se aprecian en la variable KDLT diferencias de concentracion de PGEs estadisticamente significativas en los grupos
GE1y GE3, GE2 y GE3 al apiicar un andlisis de varianza con prueba de andlisis por rangos milltiples.
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Grafica 4. Comparacion de variable KDLP en los tres
grupos experimentales

2 L
1.6
1.2 i
Nivel i 1 |
de g8/
PGEs [ |
04 =+ —
0
1 2 3
GRUPO
ANOVA
P <0.0065
F=6.750

Gréfica 4. Se muestran en la variable KDLP diferencias de concentracion de PCEs estadisticamente significativas en los grupos
GE1y GE2, GE2 y GE3 al aplicar un andlisis de varianza con prueba de analisis por rangos multiples.
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Grafica 5. Comparacion de variable CDLT en los tres
grupos experimentales
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Grafica 5. En la variable CDL1 se observan diferencias de concentra.ion de PGEs estadisticamente significativas en los grupos
GE1y GE2, GE1y GE3 al aplicar un analisis de varianza con prueba de analisis por rangos miltiples.
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Grafica 6. Comparacion de variable CDLP en los tres
grupos experimentales
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Grafica 6. En este grafico se observan en la variable CDLP diferencias de concentracion de PGEs estadisticamente significativas
en los grupos GE1 y GE3 al aplicar un analisis de varianza con prueba de anélisis por rangos muitiples.
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Los riveles de PGEs en el ligamento periodontal, tanto en las zonas de
presion como de tension tuvieron diferencias estadisticamente significativas
en relacion al dia de sacrificio, observandose una tendencia de los niveles a
ser menores en el grupo del tercer dia de sacrificio, y aumentado los niveles
en el grupo de sacrificio del dia quinto, y correspondiendo los valores mas
altos al grupo del dia séptimo de sacrifico. Las zonas de las papilas gingivales
y todas las zonas control no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto al dia de sacrificio (Figuras 3 a 5).

Figura 3. Especimen que corresponde al grupo no medicado sacrificado al tercer dia de iniciado ef experimento. Se observan al
microscopio Optico zonas de tension y presion del igamento periodontal con una expresion del anticuerpo especifico a PGEs de
leve (+), en un aumento de 10X.
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Figura 4. Espécimen que corresponde al grupo no medicado sacrificado al quinto dia de iniciado el experimento Se aprecian al
microscopio optico zonas de tension y presion del ligamento periodontal con una expresion del anticuerpo especifico a PGEs de
moderado (++), en un aumento de 10X..

N
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Figura 5. Se observan al microscopio optico zonas de tension y presion del ligamento periodontal con una expresion del
anticuerpo especifico a PGEs de intenso (+++), en un aumento de 10X, Este espécimen corresponde al grupo no medicado
sacrificado al séptimo dia de iniciado el experimento.

Se practicdé un andlisis de varianza multifactorial comparando a las
variables de los sitios de tensién y presion con sus respectivos homodlogos
medicados en cada grupo; encontrandose como resultado grupos
homogéneos, es decir no presentan diferencia estadisticamente significativa
con un rango de confiabilidad del 95%. Estos resultados nos muestran que
los niveles de PGEs no son afectados por la administracion de ketorolaco
trometamina y clonixinato de lisina (Figuras 6 a 8). A continuacion se
enlistan los cruces de las variables de esta prueba:
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LISTA DE VARIABLES DE LOS SITIOS DE TENSION Y PRESION CON
SUS RESPECTIVOS HOMOLOGOS MEDICADOS EN CADA GRUPO.

Grupo Experimental 1

DLT1 KDLT1 CDLT1

DLP1 KDLP1 CDLP1

DGT1 KDGT1 CDGT1

DGP1 KDGP1 CDGP1

ILTL KILT1 CILT1

ILP1 KILP1 CILP1

IGT} KIGT1 CIGT1

IGP1 KIGP1 CIGP1

Grupo Experimental 2

. DLT2 KDLT2 CDLT2
DLP2 KDLP2 CDLP2

DGT2 KDGT2 CDGT2

DGP2 KDGP2 cDGP2

ILT2 KILT2 CILT2

ILP2 KILP2 CiLpP2

IGT2 KIGT2 CIGT2

IGP2 KIGP2 CiGP2

Grupo Experimental 3

’ DLT3 KDLT3 CDLT3
DLP3 KDLP3 CDLP3

DGT3 KDGT3 CDGT3

DGP3 KDGP3 CDGP3

ILT3 KILT3 CILT3

ILP3 KILP3 CILP3

IGT3 KIGT3 CIGT3

I1GP3 KIGP3 CIGP3
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Figura 8. Se aprecian al microscopio 6ptico zonas de presion del ligamento periodontal donde se observa una expresion de!
anticuerpo especifico a PGEs intenso (+++). Este espécimen corresponde al grupo no medicado sacrificado al séptimo dia de
iniciado el experimento. Aumento 20X.
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Figura 7. Se observan al microscopio 6ptico zonas de presion del ligamento periodontal donde se observa una expresion del
anticuerpo especifico PGEs intenso (+++). Este espécimen corresponde al grupo medicado con ketorolaco trometamina sacrificado
al séptimo dia de iniciado el experimento. Aumento 20X.
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Figura 8. Se observan al microscopio Optico zonas de presion def ligamento periodontal donde se muestra una expresion del
anticuerpo especifico PGEs intenso (+++). Este espécimen corresponde al grupo GE3C. Aumento 20X.

Se aplico una prueba t de Student para muestras pareadas,
comparandose las zonas de tension con las zonas de presion. Los resultados
de esta prueba con un rango de error alfa de 0.05, mostraron que no hay
diferencia estadisticamente significativa entre las comparaciones, por lo que
no se rechaza la hipotesis nula. Por tanto los niveles de PGEs fueron similares
en las zonas de presion con respecto a las zonas de tension (Figuras 9 y 10).
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Figura 9. Se observa al microscopio optico de luz una zona de tension del ligamento periodontal donde se presenta una expresion
del anticuerpo especifico a PGEs de tipo moderado (++). Este espécimen corresponde al grupo no medicado sacrificado al dia
quinto de iniciado el experimento. Aumento 20X.
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Figura 10. Esta fotomicrografia nos p2rmite observar que en 1a zona de presion de! ligamento periodontal muestra una expresion
del anticuerpo especifico a PGEs de tipo moderado (++). Este espécimen corresponde al grupo no medicado sacrificado al dia
quinto de iniciado el experimento. Aumento 20X.
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Se aplico ia prueba t de Student para muestras pareadas a cada variable,
comparandola con su homédlogo en las variables control. Los resultados
mostraron diferencias estadisticamente significativas con un margen de error
alfa de 0.5 (p<0.05) en las siguientes variables: (Graficas 7-14)

DLT1 Vs ILT1
DLP1 Vs ILP1
CDLP1 Vs CILP1
DLT2 Vs ILT2
DLP2 Vs ILP2
DLT3 Vs ILT3
DLP3 Vs ILP3
DGP3 Vs 1GP3
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Grafica 7. Comparacion de variables DLT1 e ILT1
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Grafica 7. Se observan las diferencias de concentracion de PGE's estadisticamente al comparar la variable DLT1 con su
homéloga control ILT1, al aplicar ia prueba de t de Student para muestras pareadas.
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Grafica 8. Comparacion de variables DLP1 e ILP1
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Grafica 8. Se aprecian las diferencias de concentracion de PGE's estadisticamente al comparar la variable DLP1 con su homéloga
control ILT1, al aplicar la prueba de t de Student para muestras pareadas.
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Grafica 9. Comparacion de variables CDLP1 y CILP1
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Grafica 9. Se muestran las diferencias de concentracion de PGE’s estadisticamente al comparar la variable CDLP1 con su
homéloga control CILP1, al aplicar la prueba de t de Student para muestras pareadas.
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Grafica 10. Comparacién de variables DLT2 e ILT2
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Grafica 10. Se observan las diferencias de concentracion de PGE's estadisticamente al comparar la variable DLT2 con su
homéloga control ILT2, al aplicar la prueba de t de Student para muestras pareadas.
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Grafica 11. Comparacion de variables DLP2 e ILP2
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Graéfica 11. Se aprecian las diferencias de concentracion de PGE's estadisticamente al comparar la variable DLP2 con su
homéloga control ILP2, al aplicar la prueba de t de Student para muestras pareadas.
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Grafica 12. Comparacién de variables DLT3 e ILT3
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Gréfica 12. Se observan las diferencias de concentracion de PGE's estadisticamente al comparar la variable DLT3 con su
homoéloga control ILT3, al aplicar ta prueba de t de Student para muestras pareadas.
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Grafica 13. Comparacion de variables DLP3 e ILP3
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Grafica 13. Se muestran las diferencias de concentracion de PGE's estadisticamente al comparar la variable DLP3 con su
homologa control ILP3, al aplicar la prueba de t de Student para muestras pareadas.
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Grafica 14. Comparacion de variables DGP3 e IGP3
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Gréfica 14. Se aprecian las diferencias de concentracion de PGE's estadisticamente al comparar la variable DGP3 con su
homéloga control IGP3, al aplicar la prueba de t de Student para muestras pareadas.
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El resto de las variables no presentaron diferencias estadisticamente
significativas.

Estos resultados corroboran que la induccion de fuerzas ortoddncicas
producen un aumento de niveles de PGEs en relacion a los sitios donde no se
generan fuerzas de tipo ortodoncico fundamentalmente en las zonas de
ligamento periodontal (Figuras 11 y 12). Las zonas de las papilas gingivales
no presentaron diferencias estadisticamente significativas, salvo la variable
DGP3-IGP3. No se presentaron diferencias estadisticamente significativas en
los subgrupos medicados, a excepcion de la variable CDLP1-CILP1 (Figuras
13y 14).

Figura 11. Se aprecia al microscopio optico de luz zona del ligamento periodontal donde no se aplicaron fuerzas ortodéncicas
(muestras control). Se observa una expresion del anticuerpo especifico a PGEs de leve (+). Este espécimen corresponde al grupo
no medicado sacrificado al séptimo dia de iniciado el experimento. Aumento 10X.
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Figura 12, Microscopicamente se observo en la zona del figamento periodontal dondg se aplicaron fuerzas ortodoncicas (muestras
experimentales). Se observa una expresion del anticuerpo especifico a PGEs de tipo intenso (+++). Este espécimen corresponde
al grupo no medicado sacrificado al séptimo dia de iniciado el experimento. Aumento 10X.

Figura 13. La fotomicrografia nos permite observar la zona de presion de las papilas gingivales, donde se presentd una expresion
del anticuerpo especifico a PGEs de tipo intenso (+++). Este espécime:. corresponde al grupo no medicado sacrificado al séptimo
dia de iniciado el experimento. Aumento 10X,
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Figura 14. Se muestra al microscopio dptico de uz la 20na que corresponde a las papilas gingivales control, que mostrd una
expresion del anticuerpo especifico a PGEs en forma moderada (++). Este espécimen comesponde al grupo control no medicado
sacrificado al séptimo dia de iniciado el experimento. Aumento 10X
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Los resultados obtenidos de este estudio nos refieren aspectos

importantes a analizar.

Al no observarse diferencias estadisticamente significativas en los sitios
de presion con respecto a los sitios de tensiéon, se presume que
probablemente las PGEs tengan igual participacion en los procesos de
reabsorcién asi como aposiciéon osea. Se reporta con mayor énfasis el papel

8485 se ha demostrado que

que desempefian las PGEs en la reabsorcion dsea
la presencia de fuerzas mecdnicas aplicadas al diente, provocan una
respuesta inflamatoria, la cual promueve que los fibroblastos aumenten sus
niveles de AMPc e incrementen la movilizacion de Ca®*, lo cual se traduce en
aumento de sintesis de prostaglandinas de la serie E y diferenciaciéon celular
de fibroblastos a osteoclastos; presentandose también una interaccion de ias
PGEs con citocinas (interleucinas), factores de crecimiento, hormonas, ritmos
biolégicos y otros factores como sefiales de matrices extracelulares,
moléculas de adhesién, etc.818%83

Las PGEs ejercen efectos parecidos a los de la hormona paratiroidea, al
promover la movilizacion de Ca** del tejido 6seo.%

Se ha demostrado que la administracion exdégena de PGEs causa
reabsorcién radicular y ésea®!, aunque se sabe que la administracion local de
PGE, aumenta los movimientos dentales ortoddncicos.”® 78

Como puede apreciarse existen numerosas investigaciones que
demuestran el papel que desempefian las PGEs en la remodelacién de tejidos
periodontales, especificamente en los procesos de reabsorcién, pero también
participan en los procesos de formacion, y como se observa en los resultados
de este estudio, quiza tengan la misma importancia en ambos procesos.

Los mecanismos a través de los cuales las PGEs promueven la formacion

pueden comprender el incremento de hormonas anabélicas como la hormona
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adrenocorticotrépica, hormona del crecimiento®®, estimula también la
produccién de esteroides y liberacién de insulina y hormonas tiroideas.*

Por otro lado, al generarse una respuesta inflamatoria, las PGEs
promueven la migracidon de leucocitos e incrementan la corriente sanguinea a
la zona dafiada®, y como se observé en este estudio, las PGEs se asociaron a
endotelios capilares, donde quiza interactuen de manera importante con las
moléculas de adhesion ceiuiar (selectinas) y células endoteliales, moléculas
de adhesion de células vasculares, moléculas de adhesién intracelular e

4445 en los procesos de formacién y reabsorcién y en general en la

86,88

integrinas
remodelacion de los tejidos periodontales.

Los resultados del estudio mostraron mayores niveles de PGEs en los
sitios experimentales con respecto a las zonas control, esto corrobora los
estudios antes mencionados, ya que los valores de PGEs aumentan al
presentarse una reaccion inflamatoria en los tejidos periodontales inducida
por fuerzas ortodéncicas.?>%

La administracion sistémica de antiinflamatorios no esteroidales
(NSAIDs), que en este estudio se utilizaron ketorolaco trometamina y
clonixinato de lisina no presentaron variaciones estadisticamente
significativas con los grupos que no fueron medicados en los niveles de PGEs,
tanto en fas zonas de control como en las zonas experimentales. Se ha
reportado que el clonixinato de lisina y el ketorolaco trometamina son
excelentes analgésicos, aunque su actividad antiinflamatoria es baja%”%,
quiza esa sea la razon por la cual al presentarse una reaccion inflamatoria
moderada en los tejidos periodontales, no se afecten de manera significativa
los niveles de PGEs. Los estudios realizados por Yamasaki al administrar
indometacina muestran disminucidon de actividad osteoclastica y disminucién
de reabsorcion 6sea en los tejidos periodontales al efectuarse movimientos
ortodéncicos.®

Se observd en los resultados que los niveles de PGEs tendian a ser

menores en el grupo de sacrificio del cercer dia, aumentando en el del grupo
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de sacrificio del quinto dia, y siendo mayores en el grupo de sacrificio del
séptimo dia. Estos resultados coinciden con estudios nrevios donde se
menciona que al aplicar una fuerza de tipo ortodéncico se estimula la
produccion de moléculas involucradas en los procesos de inflamacién y
remodelacion, iniciando su actividad especifica dichas moléculas en un
periodo retardado a lo cual posteriormente se presentaran los movimientos
dentales, causando una disminucion de la concentracién de las moléculas y
mediadores quimicos involucrados en los procesos de remodelacién,”!:8%:90

Como es evidente, hay numerosos factores involucrados en los procesos
de remodelacion de los tejidos periodontales cuando experimentan fuerzas de
tipo ortoddncico; presentandose una interaccion entre los mismos, los cuales
se reduce a que se presente movimiento ortoddncico en mayor o menor
cantidad.?’

El esquema entonces es demasiado complejo y dificil de descifrar, cada
investigacion al respecto analiza pequefias partes del fendémeno, perc la
globalizacion de todos los elementos que participan en la remodelaciéon de
tejidos periodontales durante movimientos ortodéncicos aun no es
completamente conocido.

Se requieren investigaciones sobre biologia molecular y celular que
continlen aportando informacién, para que en el futuro pueda esclarecerse

cabalmente el fenémeno del movimiento dental.
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1. Los niveles de PGEs en el ligamento periodontal en las zonas de tension y

presion tendieron a ser menores en el grupo de sacrificio del tercer dia,
aumentando los niveles en el del grupo de sacrificio del quinto dia y
correspondiendo los niveles mas elevados al grupo de sacrificio del
séptimo dia. Las zonas de las papilas gingivales tanto de los sitios de
presion y de tension, asi como todos los controles no presentaron
diferencias estadisticamente significativas por lo que los niveles de PGEs
presentan un periodo de retardo para expresarse después de la
activacion.

2. No hubo diferencias estadisticamente significativas en la expresidon de las
PGEs al compararse subgrupos medicados y no medicados en los sitios de
presion y tension del ligamento periodontal y papiias gingivales por lo que
se presume que la administracion sistémica de ketorolaco trometamina y
clonixinato de lisina no alteran los niveles de PGEs en las zonas
estudiadas y en el método de administracion utilizado.

3. No se presentaron diferencias estadisticamente significativas al
compararse las zonas de presion con las zonas de tensién en cada grupo,
por lo que los niveles de PGEs son semejantes tanto en las zonas de
formacion de hueso, como de destruccion oésea, denotando que
probablemente las PGEs tienen igual importancia y accion en ambos
procesos de remodelacién.

4. Se observaron diferencias estadisticamente significativas
fundamentalmente en las zonas del ligamento periodontal al compararse
las zonas experimentales con las zonas controi, por lo que los niveles de
PGEs son mayores en las zonas sometidas a fuerzas de tipo ortodéncico
que en las zonas donde no se inducen fuerzas ortoddncicas. Estos
resultados corroboran la informacion obtenida de numerosas
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investigaciones que demuestran este hecho. Las zonas de las papilas no
presentaron diferencias estadisticamente significativas por lo que los
niveles de PGEs son semejantes.

5. Se propone realizar investigaciones futuras de biologia molecular para
poder esclarecer de manera exacta el papel que desempefian las PGEs en
los procesos de formacion y reabsorcion 6sea y en general de
remodelacion de los tejidos periodontales.
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Auténoma de México, de 1991 a la fecha
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e De 1987 alafecha

85



Tesis Doctoral C.D.M.O. Francisco Javier Marichi Rodriguez
Anexos

ANEXO 1.

Tabla que muestra los valores del grupo experimental 1 (GE1).

Afp[opfo [oJrJr]i]TTk][k[k|[k[K[Kk]k[K[c]c]c]clc]ec]cle
NjL[L|G |G pi{D|D|D|{D|I|1|t|D|OD|D{D]|I Pyl
i{r|(P|T |PplT|P|{T|P|lL|L|G|G|I|L|G|G|LIL|G|GB|{L|L|G]|G
M T|{P|T|P|L|P|T|P|T|P|T|P|T|P|T]|P
A

L

tfofolt[1Jofoj 1+ fr[eltrfofolsfr e[ttt ]ofo]1]1
20111 rfolol e ool a1 ]1[1]1
e[t pelepeafrjolofoelolof1t{of{1t{t[1]1]1
dlaj201(1jofofof1]ofjol1{ojt|[t|[t]1]ofojs[1|[ofofo}o
513133 ]3¢}1 1 1 1 1 1 1 1]10j0]0([11011 1 1104101 1
6 | 1 1 1 11010 (0(1[0}1 1 1101011 1 1 1{oj1to0f{0]1]0
7l2l2 22 ofo[t]olot |1 [rJolor {11t 1]ofo|t[1

Ligamento periodontal (L), Papilas gingivales (G), Tension (T), Presiér: (P), Ketorolaco trometamina (K), Clonixinato de lisina (C),

Lado de trabajo o zona experimental (D) y Lado control 0 zona control (1).
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ANEXO 2
Tabla que muestra los valores del grupo experimental 2 (GE2).

Alo oo fpj v KIKIKIKIK]KIK]K]Cjcl]cl]cfcic]c]¢C
NILiLIiG |G G DijojD{D{DJ VI |H|D{D|D{D{ ] V]I
1| TIPI|T |P|T TIP{L]JLJG|G]I|L}]G|G|L|L|G|G|L|{L|G]|G
M T(P|T|P|L|P|T|P|T|P|T{P|{T{P|{T|P
A T

L

11111 {t11q10fo0j1i0jo0yo0|1f{rjojojojorij1f{1j1i1o0j0f1]2
212121312 (o0|o0foOj1joto|t)tjoO0joOj4|4i]tj1)1)t1010{1}|1
3j21212t2j010f1 101t ptrlofoltftrjofoltj1folol1]i
41212411 jofof1 (111t 1jojojtjt]2i2t2121111((1}1
5121312121002 21111121210 fj0t(|(1122]1}{1]111]11}1
6{212(1{1(0fjo0j1i1i1j1(1)110j0lo0ojoj2t2(1fj1{0j0]1}H1
7121321211111t pz)11jo0jottfij2l2)2{2]0f(0]1}1

Ligamento periodontal (L), Papilas gingivales (G), Tension (T), Presion (P), Ketorolaco trometamina (K), Clonixinato de lisina (C),

Lado de trabajo 0 zona experimental (D) y Lado control o zona control (I).
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ANEXO 3

Tabla que muestra los valeres del grupo experimental 3 (GE3).

ADIDIDIDI I L]T]IT]K|KIK|K|KIKIK|K|C]C|]CIC|CIC|C|C
NjL|LI|G |GILILyGIGID|ID{D{DID1I I {BID]D|DjVP ]I
VT PITIP(THPIT|PIL[IL]|G|[G|HI[L]|G|[G|[L|L|G{G|L|L|{G]|G
M TIPITIPIL|PITIPIT|{P|T|PIT|P|T]|P
A T

L

13131y +o0jofvyr vyt 1jojolrytry1f2(141(0404;0
/4 ST C TN N T TN IO T N A O+ T T T A T A N N Y R T e T A T O I A 2 VI I
32211 f/1jo0jo1|1j2f|2{3j2jojoj1qy1f2f{2]1j11(0]j01]1
412132210101 f1]212f211]0)0|1]|1}1212}2}12]|]0)0]1
st3fl2t1iq1jojoptjt2t2pt)2f{ojojofoj2|(3|3j3j1i1it
é6l1(2jt1i1j0]o0ojofjojtftyr{1rjofjojojoj2f(2¢{1(11(0(f(0f1
7312122111t 2y2321311 11t 1p232)11113043107]0

Ligamento periodontal (L), Papilas gingivales {G), Tension (T), Presion (P), Ketorolaco trometamina (K), Clonixinato de lisina (C),

Lado de trabajo 0 zona experimental (D) y Lado control o zona control ().
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