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Glosario

e APC: Célula presentadora de antigeno

e (COX: Ciclooxigenasa

e Dkk-1: Proteina relacionada Dickkiof-1

e [FN-f: Interferon beta

e [FN-y: Interferon gamma

e IL: Interleucina

e M-CSF: Factor estimulante de colonias de macrofagos
e MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad

e  MMPs: Metaloproteinasas

e MO: Movimiento ortodontico

e N: Newton

e NF- «B: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas
e NO: Oxido nitrico

e Ob: Osteoblasto

e Oc: Osteoclastos

e OPG: Osteoprotegerina

e OSCAR: Receptor asociado a osteoclastos

e PDL: Ligamento periodontal

e PGE:: Prostaglandina E,

e RANK: Receptor activador para el factor nuclear k B
e RANKL: Ligando del receptor activador para el factor nuclear x B
e Scl: Esclerostina

e TCR: Receptor de células T

e TGF-f: Factor de crecimiento transformante beta

e TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa



Resumen

Introduccion. El movimiento dental ortodontico (MO) es el resultado de la remodelacion 6sea desencadenada
por la aplicacion de fuerza mecénica sobre el diente para que pueda ser desplazado dentro del hueso alveolar. El
remodelado 6seo se lleva a cabo por osteocitos, osteoblastos y osteoclastos a través de la produccion de mediadores
bioquimicos, como la esclerostina, el RANK-RANKI/OPG. Se sabe que la activacion de linfocitos T es crucial para
la resorcion osea del remodelado 6seo, ya que participan en la expresion de RANKL, interactian con monocitos para
inducir la diferenciacion de osteoclastos y producen citocinas osteoclastogénicas. Si bien se sabe que la activacion de
los linfocitos T es requerida para el remodelado ¢seo durante el MO, se desconoce en qué momento y en donde ocurre
la activacion de linfocitos T y quien los activa a través de la presentacion del antigeno.

Objetivo. Determinar la expresion de los marcadores de activacion C69 y CD25 en linfocitos T CD3" CD4";
T CD3" CD8" y de MHC II en células presentadoras de antigeno CD11b", CD11c¢" de encia del periodonto y nddulo
cervical de ratones sometidos a MO durante 3, 7, 10 y 14 dias.

Metodologia. Se utilizaron 20 ratones C57BL/6 de >20 g de peso corporal divididos en cinco grupos, a los
que se les coloco un aparato ortodontico en el hemimaxilar izquierdo formado por un resorte helicoidal anclado de los
incisivos superiores al primer molar para que permita el movimiento en direccion mesial de este tltimo con una fuerza
sostenida de 0.35N. El aparato se mantuvo por 3, 7, 10 o 14 dias. Una vez realizado el sacrificio por sobredosis de
éter, se realizo el registro del movimiento dental entre el primer y segundo molar, se proces6 enzimaticamente le encia
del maxilar y se maceraron los nodulos linfaticos cervicales para obtener las células que fueron analizadas por
citometria de flujo utilizando los anticuerpos anti CD3, CD4, CD8, CD69, CD25, MHC-II, CD11b y CDl11c.

Resultados. El movimiento dental ortodontico es progresivo y dependiente del tiempo desde los 3 y hasta los
14 dias. E1 MO en encia provocd un incremento de linfocitos activados CD3'CD4"CD69" a los tres dias, que
disminuyeron a los 7 dias y volvieron a incrementarse a los 10 y 14 dias en comparacion con el control. Observamos
un incremento de la poblacion de células de la region de granulocitos a los 3 dias que fueron disminuyendo en tiempos
posteriores, pero no se observaron cambios en las poblaciones CD11b"; CD11c¢" 0 CD11b" CD11¢" con respecto al
control; las células CD11¢'MHCII" y las CD11¢"CD11b"MHCII" disminuyeron a los 3 y 14 dias del MO
respectivamente en comparacion con el control. En el ganglio cervical, el MO increment? los linfocitos CD3"'CD4" a
los 7, 10 y 14 dias que ademas expresaron el marcador de activacion CD25 los mismos tiempos y solo a los 10 y 14
dias expresaron el marcador de activacion CD69; los linfocitos CD3"CD8" se incrementaron a los 7 dias tras el MO,
pero disminuyeron a los 10 dias, estos linfocitos no expresaron los marcadores CD25 y/o CD69. Observamos una
disminucion de las células CD11b" a los 3 dias y las células CD11¢" a los 10 y 14 dias en comparacion con el control.
No observamos cambios en la expresion de MHCII en las células presentadoras de antigeno.

Discusion. A los tres dias del MO, los linfocitos CD4 activados en encia se incrementaron, probablemente
debido a la expansion clonal in situ de estos linfocitos de memoria debido al estimulo mecanico; a los 7 dias se
incrementa el porcentaje de linfocitos activados en el ganglio cervical que se mantiene hasta los 14 dias del MO,
mientras que en la encia disminuyen los linfocitos activados a los 7 dias pero se vuelven a incrementar a los 10 y 14
dias, por lo que es probable que a estos tiempos los linfocitos observados en la encia migraran desde los nodulos
cervicales. En encia parece que las células CD11¢” CD11b" no participan en la presentacion de antigeno in situ 'y en el
ganglio cervical estas células presentadoras de antigeno disminuyeron, por lo que es probable que la presentacion de
antigeno y activacion de linfocitos se lleve a cabo en otro sitio como en el tejido linfoide asociado a la mucosa nasal
(NALT).

Conclusion. El MO experimental en ratones C57BL/6 induce el incremento de los linfocitos activados CD4"
CD69" de forma temprana (3 y 7 dias), posteriormente (10 y 14 dias) se incrementan en el ganglio cervical. Es probable
que la presentacion de antigeno y activacion de linfocitos se lleve a cabo en un sitio diferente a la encia o el ganglio
cervical en este modelo de estudio.



Introduccion

El movimiento ortodontico (MO) es el resultado de cambios dentro del periodonto desencadenados por la
aplicacion de fuerza mecanica sobre el diente para que pueda ser desplazado dentro del hueso alveolar. Estas fuerzas
mecanicas son percibidas por los osteocitos, que son las principales células del hueso, y que responden ante la
deformacion por estrés, por lo que son llamados mecanorreceptores 0seos; al detectar estrés en sus prolongaciones
citoplasmaticas, son responsables de transformar este estimulo mecénico en estimulo quimico a través de vias de
sefializacion que conllevan a cambios macro y microscopicos tisulares.

Aunque el tratamiento ortodéntico es una respuesta celular especifica que aun no es completamente
entendida, se basa en el principio de remodelacion dsea, que es un proceso desacoplado de activacion-resorcion de
la superficie del hueso, resultando en cambios en la forma, tamafio o posicion. De esta forma, si una presion
controlada y prolongada es aplicada a un diente, el hueso alrededor del diente se remodela y se puede producir el
movimiento dental. (1)

Existen diversas teorias del movimiento dental por ortodoncia, pero la mas aceptada es la teoria de presion-
tension, la cual indica que existen dos zonas de remodelacion: la zona de presion, que se encuentra en el lado hacia
donde se estd moviendo el diente y que es la zona en la que las fibras del ligamento periodontal (PDL) son
comprimidas, resultando en resorcion osea llevada a cabo por osteoclastos; y la zona de tension, que se encuentra
en el lado contrario hacia donde se mueve el diente y que es la zona en donde las fibras periodontales son estiradas,
resultando en una aposicion 6sea llevada a cabo por osteoblastos. En estas dos zonas, la tasa de remodelacion
alveolar es determinada por la actividad de células dseas (osteoclastos, osteoblastos y osteocitos) que se encuentran
bajo el control de factores mecanicos y bioquimicos. (2).

El proceso de MO inicia con la aplicacion de la fuerza sobre el diente en una direccion, lo que provoca una
inmediata vasodilatacion periodontal que aumenta la permeabilidad vascular y lleva a la consecuente migracion de
leucocitos fuera de los capilares del PDL. Siguiendo la direccion de la fuerza, si ésta es sostenida, hay secrecion de
prostaglandinas y citocinas proinflamatorias, ademas de reduccion del flujo sanguineo en el area de presion, lo que
altera los niveles de oxigeno en el PDL. La respuesta del hueso y del PDL en la zona de presion dependera de la
duracion y magnitud de fuerza aplicada al diente, es decir, si se aplica una carga intensa, se corta completamente el
flujo sanguineo, resultando en una zona de muerte celular y degradacion de fibras colagenas causada por activacion
de metaloproteinasas de la matriz (MMPs), llamada zona de hialinizacion; esta zona de degradacion requiere ser
eliminada por los macréfagos debido a que no permite la diferenciacion de osteoclastos necesaria para que exista
el MO. En contraste, cuando se aplica una fuerza controlada y constante, se reduce el flujo sanguineo sin llegar a
ocluirlo, permitiendo un rapido reclutamiento local de osteoclastos y preosteoclastos de los vasos sanguineos dentro
del PDL (3).

Una vez aplicada la fuerza con la consecuente vasodilatacion en los sitios de microtrauma (zona de presion),
el PDL se ensancha y los osteocitos del hueso alveolar perciben la carga, por lo que se produce esclerostina (Scl) y
la proteina relacionada Dickkiof-1 (Dkk-1) que de forma paracrina inducen la produccion del ligando del receptor
activador para el factor nuclear kK B (RANKL) en los osteocitos u osteoblastos vecinos; este ligando se une a su
receptor activador para el factor nuclear k B (RANK) en los osteoclastos o sus precursores, promoviendo su
diferenciacion y activacion para llevar a cabo la resorcion osea, al mismo tiempo, la esclerostina y la Dkk-1 inhiben
la actividad osteoblastica. (Fig. 1) La misma carga mecanica produce microfracturas que inducen apoptosis de los
osteocitos, lo que induce produccion de RANKL por parte de los osteocitos vecinos. Ademas del RANKL, es
necesaria la secrecion del factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) por parte de los osteocitos o de
las células de revestimiento de las superficies 6seas y la secrecion de citocinas osteoclastogénicas, tales como
interleucinas IL-1B, IL-6, IL-8, y el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a), quienes en conjunto, inducen la
diferenciacion, actividad y supervivencia de osteoclastos, ademas de aumentar el grado de inflamacion y cantidad
de metaloproteinasas que degradaran la matriz 6sea y permitiran mejor anclaje de los osteoclastos.



Existen ademas vias independientes de RANKL para la maduracion de osteoclastos, tal como el receptor
asociado a Osteoclastos (OSCAR) o el M-CSF. (Fig. 2) (3) Estos osteoclastos activados degradan la matriz osteoide
y solubilizan la hidroxiapatita del hueso por medio de enzimas proteoliticas y liberacion de iones, respectivamente.
Debido al estrés tisular de esta zona, hay niveles elevados de Ciclooxigenasa 2 (COX-2) que influye en la
produccion de prostaglandinas a partir del acido araquidonico, siendo la prostaglandina E, (PGE>) la principal, y
que actua sobre los osteoclastos al incrementar sus concentraciones intracelulares de Adenosin Monofosfato Ciclico
(cAMP), mientras que en los osteoblastos, reduce su expresion de osteoprotegerina (OPG), lo que resulta en una
mayor actividad resortiva y la expresion de RANKL. En cuanto al PDL, las fibras de esta zona pierden su insercion
inicial para después volver a insertarse en el hueso. Una vez que los osteoclastos por medio de la resorcion osea
remueven la lamina dura, el movimiento dental iniciara usualmente dos dias después de la aplicacion ligera de
fuerza. (4)

RANKL \/OPG
Osteoclasts & MCSF v\

Osteoblasts

Osteoid ° MMPs ‘
Resorption /[ Bone (—Q,%% —T Osteoid
B Q -— 4 » % % Apposition
Bone Resorption New Bone formation
Il Osteoid Resorption | Osteoid Apposition

Matrix Metalloproteinases

Fig.1 Vias de sefializacion en la resorcion y aposicion osea. (3)

Cuando los osteoclastos terminan su funcion, se desanclan y entran en apoptosis, dando lugar a una fase
reversiva, en la cual las células de revestimineto colonizan la superficie 6sea y cesa la produccion de Scl y Dkk-1.
Mientras la resorcion osea ocurre en la zona de presion, en la zona de tension hay mayor expresion de OPG, que es
el receptor sefiuelo producido por osteoblastos y que compite con el RANKL para unirse al RANK, inhibiendo la
activacion o diferenciacion de nuevos osteoclastos (Fig. 1). A partir de la matriz osea, se liberan factores de
crecimiento como el factor de crecimiento transformante (TGF-B) y proteinas morfogenéticas 6seas (BMP),
moléculas que inducen el reclutamiento de precursores de osteoblastos a partir de células mesenquimales de la
meédula 6sea, ademas de produccion de Colageno tipo I, promocion de proliferacion de células del PDL y el
incremento de inhibidores de MMPs. La Interleucina-10 (IL-10) también se nota aumentada en esta zona, ya que
promueve la sintesis de OPG y reduce la senalizacion de RANKL, favoreciendo la aposicion; otras citocinas anti-
osteoclastogénicas, tales como IL-4, IL-13, IL-18, e Interferones beta y gamma (IFN-B, IFN-y,) inhiben el factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-xB) y suprimen la expresion de
COX-2 y PGE,. Ademas de la produccion de citocinas, en esta zona hay secrecion de 6xido nitrico (NO), ya que
media la formacion de hueso al proteger a los osteocitos y promover la diferenciacion de osteoblastos, reduciendo
la resorcion o6sea. (Fig 2). Los precursores reclutados y estimulados por estas moléculas maduran a osteoblastos y
depositan matriz osteoide; una vez que éstos mineralizan el tejido, pueden permanecer en la matriz Osea
convirtiéndose en osteocitos, otros sufren apoptosis y otros forman parte de las células de revestimiento de las
superficies Oseas. En cuanto al PDL, se da un reordenamiento y produccion de nuevas fibras de Sharpey que se
formaran e incorporaran a las ya existentes. (3-5)



Con las sefializaciones generadas para la aposicion y resorcion, se induce otro proceso importante durante
la remodelacion dsea, que es el reclutamiento de Linfocitos T en la zona de presion. El papel de los linfocitos T en
la remodelacion 6sea ain no es completamente comprendido, sin embargo, se sabe que su intervencion en la
osteoclastogénesis es crucial, ya que participan en la expresion de RANKL, interactian con monocitos para inducir
su diferenciacion y producen citocinas osteoclastogénicas (6), como la interleucina 17 (IL-17), expresada por
linfocitos Th17, que aumenta la sensibilidad de sefializacion y expresion de RANKL e IL-6, acelerando
directamente la diferenciacion de osteoclastos a partir de monocitos, ademas, en células sinoviales y oteoblastos,
inducen la produccion de RANKL, permitiendo asi el proceso de resorcion dsea necesario en el MO. (7, 8)
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Fig.2 Moléculas expresadas en las zonas de tension y presion del MO. Elaboracion propia.

La diferenciacion de linfocitos T requiere de su previa activacion; este proceso inicia con la presentacion
de un antigeno por parte de una célula presentadora (APC) como un macréfago o célula dendritica a un linfocito T
virgen en un 6rgano linfatico secundario, que puede ser en el nddulo linfatico mas cercano al sitio de lesion o del
estimulo inicial. Las APCs procesan fragmentos del antigeno y lo presentan por medio del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), este es reconocido por el receptor de células T (TCR) especifico. E1 MHC de clase II
se unird al TCR de una célula T auxiliar CD4", mientras que el MHC de clase I se unird al TCR de una célula T
citotoxica CD8". Para que la presentacion de antigeno produzca la activacion y no anergia del linfocito T, es esencial
que la presentacion permanezca estable y que el linfocito T reciba coestimulacion. E1 CD40 y CD80/86 son
moléculas coestimuladoras presentes en las APCs que se unen a su receptor CD40L y CD28 respectivamente en los

linfocitos T. (Fig. 3) (9)



La presentacion del antigeno y su coestimulacion inducen vias de sefializacion en el linfocito T que, por un
lado, estimula su proliferacion clonal y por otro, lo activan para la produccion de citocinas. Una vez que el linfocito
es coestimulado y activado en el sitio linfatico secundario, este puede salir a través de la circulacion linfatica al sitio
de la lesion por “homing” que es la sefializacion quimica del sitio del estimulo inicial, en este caso, a la zona de
presion. (10)

MHC-TCR

CD40-CD40L

Fig.3 Moléculas de coestimulacion en la activacion de linfocitos T. Elaboracion propia

Un linfocito activado expresa en su superficie marcadores de activacion, que son proteinas receptoras,
coestimuladoras, moléculas de adhesion, receptores de quimiocinas o de MHC. Los marcadores de activacion
tempranos en los linfocitos T son el CD69 y CD25:

El CD69 es conocido como el “antigeno de activacion temprana” y es una glicoproteina que actia como un
receptor de membrana altamente expresado en linfocitos T activos, linfocitos B, NK, neutroéfilos, eosinofilos entre
otras células presentes en regiones de inflamacion. Se conoce como uno de los marcadores que se expresan mas
rapidamente tras la activacion de los linfocitos T, B y NK (2 horas después de la activacion) (11) y su rapida
expresion sugiere que puede aumentar la activacion y/o diferenciacion de los linfocitos T. Se ha demostrado que el
CD69 in vitro presenta una funcion proinflamatoria, mientras que in vivo, actiia como una molécula reguladora,
modulando la respuesta de inflamacion (12).

El CD25 es la cadena alfa del receptor de interleucina-2. Es expresada en la superficie de linfocitos T
maduros activados, linfocitos B, monocitos y macrofagos. Cuando se activa el linfocito CD4", ellos mismos secretan
IL-2 y expresan el CD25 en la superficie, de forma que la IL2 tiene una funciéon autocrina para inducir la
proliferacion clonal. (13)



Antecedentes

La influencia de los linfocitos en la remodelacion 6sea no se ha entendido por completo, sin embargo, se
sabe que su influencia depende del tipo de activacion. Los linfocitos Thl y Th17 expresan RANKL y producen
citocinas TNF-a, IL-1, IL.-6, and IL.-17, de forma que son capaces de estimular la resorcion dsea, mientras que los
linfocitos T reguladores han demostrado inhibicion de la osteoclastogénesis. De hecho, algunos estudios han
demostrado la sobre-expresion de RANKL por parte de los linfocitos T in vivo en los sitios de resorcion 0sea. Es
por esto, que la osteoclastogénesis es probablemente una respuesta especifica ante la combinacion de senales
derivadas de hueso y células inflamatorias adyacentes, incluyendo a linfocitos T. (14)

En cuanto a la resorcion 6sea durante el MO, en ratones nude o inmunocomprometidos (deficientes de la
respuesta de inmunidad adaptativa) se ha observado una reduccion del movimiento dental y de la densidad mineral
debido a la falta de resorcion 6sea por disminucion de la osteoclastogénesis, sin embargo, cuando a estos ratones se
les transfirieron linfocitos T, el MO se restaurd por un aumento de la osteoclastogénenesis y el incremento en la
produccion de TNF-a, incluso, se observo que la administracion del anticuerpo anti-CD25 redujo el movimiento
dental ortodontico (15). Las moléculas de coestimulacion CD40 y CD40L en el MO en un modelo murino se
sobrexpresan mayormente a los 3 dias en células tipo fibroblastos, macrofagos y células dendriticas en la zona de
tension, disminuyendo su expresion a los 7 y7 y 10 dias post-MO. (16)

Estos antecedentes dejan en evidencia que la activacion de los linfocitos T es requerida para el remodelado
oseo durante el MO. Se desconoce si la expresion de las moléculas de activacion de linfocitos T CD25 o CD69
cambia con respecto al tiempo durante el MO, esto podria ayudar a identificar en qué momento del MO es critico
el papel de los linfocitos T y su activacion. Tampoco se ha estudiado en que momento durante el MO se lleva a
cabo la presentacion del antigeno, que antigeno se les presenta a los linfocitos T y en donde ocurre esta presentacion.
Por lo que en esta investigacion nos centramos en evaluar la expresion de los marcadores de activacion CD25 y
CD69 en los linfocitos T CD3, la expresion de CD80 y CD86 en células presentadoras de antigeno CD11by CDl1l1c
alos 3, 7,10y 14 dias del MO en el periodonto y de los noédulos cervicales en un modelo murino.



Justificacion

Para el tratamiento clinico de ortodoncia, se han buscado procesos y técnicas que puedan acelerar el
movimiento dental, con el objetivo de que el tratamiento sea mas cdmodo para el paciente y para la reduccion de
efectos colaterales. Tales técnicas se han enfocado a la reduccion de la resistencia mecanica por parte del hueso
alveolar, como la corticotomia, o el uso de algunas moléculas para el reclutamiento de precursores de osteoclastos
como el M-CSF o incrementar el radio RANKL/OPG. La identificacion espacio-temporal de la funcion de los
linfocitos T en el MO puede abrir una nueva alternativa para la modulacion controlada del MO.

Si bien se sabe que la activacion de los linfocitos T es requerida para el remodelado 6seo durante el MO, se
desconoce en qué momento su activacion es indispensable y si se refleja en la expresion de las moléculas de
activacion CD25 o CD69; se desconoce, ademas, en que momento del MO se lleva a cabo la presentacion del
antigeno para la activacion de linfocitos T y que antigeno se les presenta y en donde ocurre esta presentacion. Por
lo que en esta investigacion nos centramos en evaluar la expresion de los marcadores de activacion CD25 y CD69
en los linfocitos T CD3, la expresion de CD80 y CD86 en células presentadoras de antigeno, CD11by CD11c a los
3,7, 10y 14 dias del MO en el periodonto y de los nddulos linfaticos cervicales en un modelo murino.

Pregunta de investigacion

(Se incrementa la expresion de CD25 o CD69 en linfocitos T CD4 en el periodonto y nodulos cervicales
y/o la expresion de MHCII en células presentadoras de antigeno CD11b o CD11c en los nédulos cervicales con el
grado de movimiento dental ortodontico en ratones C57BL/6?

Hipédtesis
Los linfocitos T CD4 en el periodonto y nodulo linfatico incrementan su expresion de CD25 y/o CD69
conforme al movimiento dental ortodontico.

Las células presentadoras de antigeno CD11b o CD11c de los nédulos cervicales incrementan su expresion
de MHCII conforme al movimiento dental ortodontico.
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Objetivo General

Determinar la expresion de los marcadores de activacion C69 y CD25 en linfocitos T CD3" CD4"; T CD3"
CD8" y de MHC II en células presentadoras de antigeno CD11b", CD11¢" o CDI1c¢" CD11b" de encia del
periodonto y nédulo cervical de ratones sometidos a MO durante 3, 7, 10 y 14 dias.

Objetivos Particulares
En ratones sometidos a MO y controles por 3, 7, 10 y 14 dias:

e Determinar la distancia entre el primer y segundo molar provocado por el movimiento ortodontico.

e Determinar el porcentaje de linfocitos CD3", CD4", CD69" 6 CD25"; CD3", CD8", CD69" 0 CD25" por
citometria de flujo en la encia y en el nodulo cervical.

e Determinar el porcentaje de células presentadoras de antigeno CD11b", CD11¢" y MHC-II" por citometria
de flujo en la encia y en el nodulo cervical.
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Material y Método

e Animales

Se utilizaron 20 ratones de cepa C57BL/6 (hembras y machos, mayores a 20 semanas de edad o con peso
corporal mayor a 20 g) obtenidos del Laboratorio de Investigacion Odontologica de la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala, UNAM. Los animales fueron mantenidos en condiciones de bioterio en micro-aisladores bajo
las recomendaciones mencionadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y de acuerdo con las
normas del Comité de Etica de la FESI, UNAM (CE/FESI/082019/1324).

e Modelo experimental

Los ratones se dividieron en cuatro grupos: Ctrl, 3d, 7d, 10d, y 14d y cada grupo tuvo una “n” de 4. Todos los
procedimientos fueron realizados bajo anestesia general con una inyeccion intraperitoneal de 0.1 mL/10 g de peso
del raton de una combinacion de ketamina (10 mg/mL) y xilacina (1 mg/mL).

El movimiento ortodontico en los ratones se indujo por el modelo de Kirschneck, 2013 (17) (Fig 4). Los
ratones se colocaron en posicion de decubito dorsal con las extremidades fijadas suavemente por liston en la mesa
quirargica hecha de madera con depresion en el centro ocupada por el cuerpo del raton. La cabeza se posiciond
sobre una espuma de poliuretano para evitar lesiones. La iluminacion se logré por medio de lampara con luz LED
montada sobre la mesa quirtirgica, incluyendo lentes de magnificacion 2.5%. Para permitir la completa visualizacion
de las estructuras intraorales, se fijo el maxilar por medio de liston sujetado por los incisivos superiores hacia un
extremo de la mesa quirurgica. El maxilar inferior se fijo por medio de liston, sujetando la lengua e incisivos
inferiores. La retraccion del carrillo se logré manualmente por medio de una cucharilla extragrande.

Incisivo Hueso Maxilar
A,

'MO hacia mesial

i

Fig. 5. Aparato de ortodoncia con resorte de NiTi ligado al primer molar y a los incisivos superiores

El aparato ortodontico se colocod en el hemimaxilar izquierdo y consistié en un resorte helicoidal cerrado de
niquel-titanio (NiTi Open Spring 009 x 7.25, Lancer Orthodontics, USA), ligado por medio de ligadura de plata de
calibre 0.08” (American Ortho-tech Laboratories, USA) alrededor del cuello clinico del primer molar y anclado a
los incisivos superiores (Esquema 1). En el dia 0, se aplico una fuerza de 0.35 N verificada por medio de
dinamoémetro y no se requiri6 reactivacion a lo largo del experimento. Para evitar un desajuste del aparato, se reforzo
con composite fluido en zona de incisivos superiores, por medio de grabado con acido fosforico al 35%, (Etchant
Gel S, Coltene, USA) por 120 s, enjuagado por 15 s con agua normal, secado por 15 s, pincelado y fotocurado de
adhesivo (One Coat Bond SL, Coltene, USA) y empaste con resina fluida fotocurable (Filtek Z350 XT, A2 Flowable
Restorative, 3M ESPE, USA). (18)

En el dia de sacrificio, los ratones fueron sometidos a sobredosis por CO, de acuerdo con lo establecido en la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O01999 y se obtuvo la sangre por puncion cardiaca. Posteriormente, se
obtuvo el tejido gingival y los nodulos cervicales.

12



Fig. 6 Colocacion del aparato de ortodoncia en hemimaxilar izquierdo

e Movimiento ortodontico

Tras la diseccion del maxilar, la distancia del movimiento fue medida por medio de la longitud encontrada entre
el punto mas alto de la ctispide bucodistal del primer molar y el punto mas alto de la cispide bucomesial del segundo
molar (Fig. 7) con un calibrador vernier digital. Para corroborar la medicion, se realizaron toma de fotografias con
microscopio digital por medio del software MicroCapture (Celestron, California, USA), ademas de la medicion del
espacio entre primer y segundo molar en una impresion tomada con silicona por condensacion de consistencia ligera
en un portaimpresiones individual.

Fig. 7 Puntos de referencia utilizados para la medicion con el calibrador digital. 1° M=Primer molar, 2° M= Segundo molar y
3° M= Tercer molar

e Citometria de flujo
Se realizd este analisis en encia y nodulos linfaticos cervicales los ratones de cada grupo para la identificacion
de subpoblaciones celulares y expresion de marcadores de activacion en linfocitos T. Para la identificacion de
linfocitos, se utilizaron los marcadores CD3, CD4 y CDS; para la activacion de linfocitos, los marcadores CD69 y
CD25; para las APC, se usara el marcador CD611b y marcador CD11c y para las moléculas coestimuladoras, los
marcadores CD80 y CD86. Las muestras fueron analizadas con un citometro de flujo FACSAria III (BD) y el
analisis se realizara por medio del software FACSDiva.
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» Encia: Una vez realizadas las mediciones de los hemimaxilares, se obtuvo la encia y se seccion6 en dos
pedazos (Control y MO), se secciond en pedazos de Imm? para ser tratados con 2 mg/ml de colagenasa tipo
II, 2 mg/ml de hialuronidasa y Img/ml de DNAsa tipo I a 37° C por 30 mins. (19). Posteriormente fueron
filtradas en tela de organza y cada tubo fue aforado a 10 ml y centrifugado durante 10 mins a 1500 RPM,
se retiro el sobrenadante y se resuspendio la pastilla celular con 1 ml de RPMI limpio que se pas6 a un tubo
eppendorf'y se centrifugd durante 5 mins a 1500 RPM. Nuevamente se retiré el sobrenadante y se agregaron
15 pL de anticuerpo CD16/32, incubandolo en hielo durante 10 mins. Posteriormente se colocaron 25 pL
de anticuerpo CD3-PE, CD4-FITC, CD8-PECyS/PERCP, CD69-Alexa700 y CD25-APCCy7 para la
tincion #1 y CD11¢-FITC, CD11b-APC y MHCII-PerCP para la tincion #2. El tubo se incubd en hielo
durante 30 mins y posteriormente, las células fueron lavadas con 1 ml de PBA y centrifugadas por 5 mins
a 1500 RPM, se retir6 el sobrenadante y se fij6 con 300 pL de paraformaldehido al 1%. Una vez fijadas, se
resuspendieron y se colocaron en tubos para analisis de citometria, guardados en oscuridad a 4° C hasta su
lectura.

D3

» Noédulos cervicales: Se obtuvieron los nodulos cervicales y fueron disgregados para obtener las células. Se
repitid el proceso de la tincion #1, es decir, las células fueron tefiidas con los anticuerpos CD3-PE, CD4-
FITC, CD8-PECy5/PERCP, CD69-Alexa700 y CD25-APCCy7.

e Anadlisis estadistico

Se analizo6 la distribucion de los datos y se determino si existen diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos mediante ANOVA de dos vias para el movimiento y ANOVA de una via para los datos de citometria
utilizando el software GraphPad Prism 8. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas si *p<
0.05.

20 ratones C57BL/6 | — | MO en hemimaxilar izquierdo

>20g de peso corporal

Ctrl 3d 7d | |10d | [14d

(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

| - J/
N

MAXILAR, ENCIA Y N.
CERVICALES

— ~

Movimiento dental Encia y n. cervicales

v \
Medicion micrométrica Citometria de flujo
y microfotografias CD3+, CD4+, CD8+,

CD69+, CD25+, CD11b+,
CD11c+, MHCII+

Kirschneck, 2013

Fig. 8 Estrategia experimental
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Resultados
Movimiento ortodéntico

Con el objetivo de evaluar el movimiento dental con respecto al tiempo, se evalu6 la distancia como se
describio en material y métodos. Observamos que el movimiento dental ortodéntico es progresivo y dependiente
del tiempo desde los 3 y hasta los 14 dias, donde la distancia entre el primer y segundo molar es significativamente
diferente al grupo control. (Fig. 9 A).

Se observo una diferencia de movimiento significativa a los 10 y 14 dias respecto al grupo de 3 dias y
también un movimiento significativo a los 14 dias respecto al grupo de 7 dias. (Fig. 9 B) La media de la distancia
entre los puntos de referencia en los hemimaxilares control fue de 455 um, mientras que en el grupo de 3d fue de
537 um, en el de 7d fue de 595 um, en el de 10d fue de 652 um y en el de 14 d fue de 718 um, por lo que en este
ultimo grupo, se demuestra un movimiento ortodontico de 263 um.

A) CTRL 7 MO B) Movimiento Dental
#
* I |
3d I 1
&
700-
7d § §
s g —F—F*
(%)
& 3501
®
a
10d
c T T T T
> A K >
14 d Tiempo (dias)
= CTRL — MO

Fig. 9 A) Microfotografia digital de los hemimaxilares tras la aplicacion del aparato ortodontico y su respectivo hemimaxilar
contralateral como control. B) Media y SEM de los cambios en el movieminto dental entre 1° y 24 molar maxilar a diferentes
tiempos. * p<0.05 vs CTRL, # p<0.05 vs 3 dias, & p<0.05 vs 7 dias. Two way ANOVA, Tukey post Hoc.

Activacion de linfocitos

En la citometria de flujo realizada en encia se observo un incremento gradual del numero de linfocitos,
alcanzando su pico maximo a los 10 dias y disminuyendo a los 14, mientras que el porcentaje de linfocitos CD3"
disminuye y vuelve a normalizarse sin significancia estadistica. En cuanto a la cantidad de linfocitos CD4", los
grupos experimentales se mantienen en niveles similares al grupo control, mientras que los CD8" disminuyen de
manera significativa a los 3 dias (Fig 10). El MO en encia provocé un incremento de linfocitos activados
CD3"CD4'CD69" a los 3 dias, que disminuyeron a los 7 dias y volvieron a incrementarse a los 10 y 14 dias en
comparacion con el control, mientras que en los linfocitos CD8" no hubo resultados estadisticamente significativos
para la activacion (Fig 11).
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En ganglio cervical, el MO aument6 el nimero de linfocitos a los 10 y 14 dias respecto al grupo control y
al grupo de 3 dias, mismo comportamiento observado en los linfocitos CD3". También se observo un incremento
en los linfocitos CD3"CD4" a los 7, 10 y 14 dias (Fig 12) que ademas expresaron el marcador de activacion CD25
los mismos tiempos y solo a los 10 y 14 dias expresaron el marcador de activacion CD69. Por el contrario, en los
linfocitos CD8", se observo una disminucion a los 10 dias comparado con el grupo de 7 dias, donde la cantidad
aumenta significativamente respecto al grupo control (Fig 13). Los linfocitos CD3"CD8" se incrementaron a los 7
dias tras el MO, pero disminuyeron a los 10 dias sin expresar marcadores de activacion.

MO (d;as)

N
>

Granularidad

S

>

CD4+

Fig. 12 Linfocitos en ganglio cervical a distintos tiempos de MO. n=4 por grupo * p<0.05 vs CTRL, # p<0.05 vs 3 dias, &
p<0.05 vs 7 dias. One way ANOVA, Tukey post Hoc.
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Fig. 13 Activacion de linfocitos en ganglio cervical a distintos tiempos de MO. n=4 por grupo * p<0.05 vs CTRL. One way
ANOVA, Tukey post Hoc.
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Presentacién y coestimulacion

En encia se observo un incremento de la poblacion de células de la region de granulocitos a los 3 dias que
fueron disminuyendo en tiempos posteriores, pero no se observaron cambios en las poblaciones CD11b"; CD11¢"
0o CD11b" CDl11c" con respecto al control (Fig 14); las células CD11¢"MHCII" y las CD11¢"CD11b"MHCIT"
disminuyeron a los 3 y 14 dias del MO respectivamente en comparacion con el control (Fig 15).
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Fig. 15 Expresion de MHCII en células presentadoras de antigeno en encia a distintos tiempos de MO. n=4 por
grupo * p<0.05 vs CTRL, # p<0.05 vs 3 dias, & p<0.05 vs 7 dias. One way ANOVA, Tukey post Hoc.
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Observamos una disminucion de las células CD11b" a los 3 dias y las células CD11c" alos 10y 14 dias en
comparacion con el control. No observamos cambios en granulocitos ni en la expresion de MHCII en las células

presentadoras de antigeno. (Fig 16 y Fig 17).
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Fig. 16 Granulocitos en ganglio a distintos tiempos de MO. n=4 por grupo * p<0.05 vs CTRL. One way

ANOVA, Tukey post Hoc.
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Discusion

En el presente estudio, demostramos un movimiento ortoddntico significativo entre el grupo control y a los
3,7,10y 14 dias (82, 140, 197 y 263 um respectivamente), los cuales son resultados similares a los presentados en
estudios previos donde miden el MO con fuerza de 0.35 N a los 7 dias en ratones BALB/c (Y. Zhou et al. 2017) (A
Da Silva et al. 2012); contrario a Jettar V et al., quienes demuestran un movimiento de 600 micras a los 7 dias con
misma cantidad de fuerza aplicada pero con un aparato colocado en ratas Wistar, lo que posiblemente explique la
diferencia de distancia por MO. Esto sugiere que la remodelacion dsea necesaria para el movimiento dental se lleva
a cabo de forma rapida en un inicio y al aplicar una fuerza controlada, es llevada a cabo de manera sostenida con el
paso de tiempo sin llegar a la produccion de una zona de hialinizacion.

La citometria de flujo es una técnica para el estudio de caracteristicas de poblaciones de forma simultanea
y directa. Es por esto, que su uso nos permitié la identificacion de marcadores celulares en el tejido gingival, asi
como en nddulos cervicales, ya que los estudios previos similares solamente hablan del comportamiento de células
del sistema inmune ante inflamacién cronica causada por patologias destructivas, tales como gingivitis y
periodontitis. (Mizraji G et al. 2013).

Como lo reportado por Y. Zhou, nuestro estudio demuestra la presencia de linfocitos T en la remodelacion
Osea provocada por fuerza mecanica, debido a que existe mayor cantidad de linfocitos T tanto en encia como en
ganglio cervical. De acuerdo con lo reportado anteriormente, se encuentra un aumento en los linfocitos T
CD3+CD4+ (Jeong-Chae et al. 2011). A los tres dias del MO, los linfocitos CD4 activados en encia se
incrementaron, probablemente debido a la expansion clonal in situ de estos linfocitos de memoria debido al estimulo
mecanico; a los 7 dias se incrementa el porcentaje de linfocitos activados en el ganglio cervical que se mantiene
hasta los 14 dias del MO, mientras que en la encia disminuyen los linfocitos activados a los 7 dias pero se vuelven
a incrementar a los 10 y 14 dias, por lo que es probable que a estos tiempos los linfocitos observados en la encia
migraran desde los nddulos cervicales.

En el estudio de los linfocitos CD8", se ha reportado que su funcion en la regulacion 6sea es limitar la
resorcion (Rajeev A. et al. 2013), lo que podria coincidir con la disminuciéon de éstos en encia a los 3 dias,
permitiendo la resorcion necesaria para el remodelado, asi como su aumento a los 7 dias en ganglio para limitar la
osteoclastogénesis una vez que ya haya habido resorcion.

En encia parece que las células CD11¢” CD11b" no participan en la presentacion de antigeno in situ y en el
ganglio cervical estas células presentadoras de antigeno disminuyeron, por lo que es probable que la presentacion
de antigeno y activacion de linfocitos se lleve a cabo en otro sitio como en el tejido linfoide asociado a la mucosa
nasal (NALT) o en la zona de resorcion 6sea, como lo propuesto por Alhashimi N et al. 2004, donde demuestran
que la hiperexpresion e interaccion de CD40 y CD40L en células del PDL puede estimular la activacion celular y
la sintesis de citocinas, proponiendo a la molécula de CD40 como el antigeno en la zona de resorcion.

Conclusiones

El MO experimental en ratones C57BL/6 induce el incremento de los linfocitos activados CD4" CD69" de
forma temprana (3 y 7 dias) y posteriormente (10 y 14 dias) se incrementan en el ganglio cervical. Debido a que se
observa menor cantidad de células presentadoras de antigeno que expresan MHC-II en encia o en el ganglio cervical,
es probable que la presentacion de antigeno y activacion de linfocitos se lleve a cabo en un sitio diferente a la encia o
el ganglio cervical en este modelo de estudio.
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