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RESUMEN

Comparacion de la expresion de RANKL y OPG en adolescentes y
adultos tratados con ortodoncia correctiva. Estudio piloto

Antecedentes: dos marcadores importantes en el metabolismo 6seo son el
activador del receptor para el ligando del factor nuclear k b (RANKL) y la
osteoprotegerina (OPG). Algunos estudios sugieren que la edad conduce a
una expresion diferencial de estos marcadores. Es importante determinar si
la edad influye significativamente en el proceso de remodelacién, inflamacién
y velocidad de movimiento dental. Pocos estudios han evaluado la edad de los
pacientes como una variable que puede influir en la induccién y modulacién
del proceso inflamatorio inducido por carga mecanica, asi como en la
velocidad de movimiento alcanzada en estos pacientes durante fases del
tratamiento de ortodoncia, como alineacién, nivelacion. y retraccién canina.
por esto, se necesitan mds estudios para comprender mejor el papel del
sistema OPG/RANKL en la remodelacién 6sea durante el movimiento dental
ortoddntico en pacientes de diferentes edades y fases de tratamiento.
Objetivo: Comparar los niveles de expresion de RANKL y OPG en una muestra
piloto de pacientes adultos y adolescentes con tratamiento de ortodoncia.
Métodos: Para estandarizar el método, se siguieron criterios de inclusion y
exclusion, se analizaron cinco pacientes entre 14 y 40 afios. Se tomaron
muestras de fluido crevicular gingival (FCG) de la zona distal del canino
superior derecho, siguiendo el protocolo establecido por Rody et al., 2014. La
extraccion de ARN se realiz6 a partir de las muestras de FCG utilizando el kit
quick-RNA, segun las instrucciones del fabricante. Se cuantifico6 el ARN
obtenido y se evalué su calidad mediante espectrofotometria. E1 ADNc se
obtuvo mediante transcripcién inversa utilizando el protocolo del kit de
sintesis de ADNc de primera hebra protoscript II. La técnica (RT-PCR) se
realiz6 utilizando el kit luna universal para determinar niveles de expresién
de RANKL y OPG. La amplificacién y eficiencia se analizaron utilizando el
programa de PCR Linreg. Se realizaron lecturas correspondientes a RANKL y
OPG de forma individual para determinar el nivel de expresién en las
muestras. Como control de expresion se analiz6 el gen GAPDH. Resultados:
Inicialmente se estandarizé la forma mds adecuada y eficiente de obtener una
muestra para amplificacién por PCR a partir del FCG recolectado. Método 1:
extraccion de ARN+RT+PCR. Para obtener ARN puro de mejor calidad, se
utilizé el método 1. E1 ARN obtenido se cuantificd y analiz6 su calidad y pureza
mediante la evaluacién de las curvas de espectrofotometria. Se logr6é una
amplificacién adecuada de genes RANKL y OPG en 5 individuos bajo
tratamiento de ortodoncia. La expresion de RANKL aumenté en tl en
comparacion con t0; Se observé un aumento significativo de OPG en t1.
Conclusiones: Es importante realizar un control de la placa antes de tomar
la muestra. Las cantidades de muestra obtenidas fueron suficientes para
analizar la amplificacion de RANKL y OPG. La extraccion de ARN se
estandarizé mediante el método 1 porque permitié obtener mayor cantidad
de ARN, con calidad suficiente para realizar la PCR.

Palabras clave: Adolescentes, Adultos, RANK, OPG, Ortodoncia, Fluido
crevicular



ABSTRACT

Comparison of RANKL and OPG expression in adolescents and adults
with corrective orthodontics-pilot study

Background: Two important metabolism markers are nuclear factor k B
(RANKL) and osteoprotegerin (OPG), some studies suggest age may lead to
different expressions, however few have studies have assessed patient age as
a variable as well as movement pace such as alignment, leveling and canine
retraction during orthodontic treatment. Objective: to compare RANKL and
OPG levels in a pilot sample of adult and adolescent patients with orthodontic
treatment. Methods: Five patients between 14 and 40 years of age were
assessed, gingival crevicular fluid (GCF) samples were taken from the right
upper canine distal area as per Rody et al, in 2014. RNA samples were taken
from GCF with Quick-RNA, quantified and quality measured with
spectrophotometry. DNAc was obtained by reverse transcription with first
strand ProtoScript II, the technique (RT-PCR) was performed with Luna
Universal in order to determine the RANKL and OPG expressions.
Amplification and efficiency were analysed with PCR Linreg, individual
readings of RANKL and OPG were taken in order to determine expression and
control was with GAPDH gene. Results: Standardisation for samples was by
method 1 extraction of RNA+RT+PCR. This RNA was quantified and analysed
with spectrophotometry curves. Adequate amplification of RANKL and OPG
from five individuals were obtained, RANKL increased in T1 compared to TO
and OPG increased in T1. Conclusions: A plaque control is important before
taking a sample and sample quantities were enough for RANKL and OPG
analysis. RNA extraction was standardized with method 1 allowing more
quantity in order to test with PCR.

Key words: adolescents, adults, RANKL, OPG, orthodontics, crevicular fluid



1. Introduccion

El movimiento dental ortoddntico es inducido gracias al incremento en el proceso
inflamatorio y la liberacion de mediadores que estimulan la activacion balanceada de los
osteoclastos y osteoblastos. Reportes previos han sugerido que la edad cronolégica puede ser
un factor de riesgo para la induccién de pérdidas éseas significativas, la reabsorcién
radicular, la enfermedad periodontal y la respuesta ante los estimulos mecanicos inductores
del movimiento dental, ya que los adultos tienden a tener una menor cantidad y activacion

celular a nivel del ligamento y del tejido 6seo (Kyomen et al, 1997; Ren et al, 2002)

En la actualidad los pacientes adultos son cada vez mas frecuentes en la consulta ortoddntica,
por lo que resulta importante conocer sobre la respuesta fisiologica de los tejidos dentales
durante el tratamiento de ortodoncia en estos pacientes (Roddy et al., 2014); asi como
también se hace necesario aumentar nuestro conocimiento sobre las diferencias biologicas

en los tejidos periodontales y en el metabolismo 6seos entre individuos jévenes y adultos.

La tensién mecanica producida por los aparatos de ortodoncia estimula a las células del
periodonto a formar sustancias biolégicamente activas que son responsables de la

remodelacion del tejido conectivo y de la activacion de los osteoclastos y osteoblastos.

Estas sustancias pueden ser analizadas de forma no invasiva en los seres humanos mediante
la evaluacién de los cambios en la composicion del fluido crevicular gingival (FCG) durante

el movimiento dental ortoddntico (Nishijima et al, 2006; Kavadia-Tsatala et al, 2002).

Dentro de estas sustancias encontramos dos importantes reguladores del proceso
inflamatorio y el remodelado de los tejidos como son la osteoprotegerina (OPG) y el ligando

para el receptor activador del factor nuclear kappa B (RANKL) (Li et al, 2018).

La diferenciacion y activacion osteoclastica esta regulada por la uniéon de RANKL al receptor
activador del factor nuclear kappa B (RANK) y esta unioén es inhibida mediante el receptor
sefiuelo OPG, lo que conduce a una reduccién en la formacién osteoclastica (Boyle et al, 2003;

Kapoor et al, 2014).



Tanto la OPG como el RANKL estan relacionados con la regulacion de la homeostasis 6sea
mediante el sistema OPG/RANKL/RANK y la determinacién de su concentracion puede ser
util para predecir la tasa de remodelado 6seo durante el movimiento dental ortoddntico
(Tyrovola et al, 2008). Sin embargo, pocos estudios como el de Alikhani et al., (2018),
Kawasaki et al.,, (2006), Rody et al,, (2014), han comparado la expresion de este tipo de
marcadores en adultos y adolescentes y no es clara la correlacién de la expresion de estos
dos marcadores con la tasa de movimiento dental dependiendo de la edad del individuo. Por
lo tanto el objetivo del presente trabajo sera determinar y comparar los niveles de expresiéon
de las proteinas OPG y RANKL en fluido crevicular de pacientes jévenes y adultos que
requieran extraccion de premolares y medir la cantidad de desplazamiento del canino
durante 3 meses de tratamiento ortoddntico en diferentes intervalos de tiempo, con el fin de
determinar si la edad de los pacientes puede estar influyendo en la respuesta biolégica que

se produce debido a la estimulacion mecanica en el movimiento dental ortoddncico .



2. Marco teodrico o conceptual

2.1. Generalidad del movimiento

El movimiento dental ortoddncico es un proceso que combina la adaptacidn fisiolégica del
hueso alveolar a las tensiones mecanicas con una lesion menor reversible del periodonto.
Cuando el periodonto se encuentra en condiciones normales, dicho movimiento se lleva a
cabo mediante una remodelacion dsea altamente coordinada y eficiente, que requiere un

equilibrio entre formacion y reabsorcion 6sea (Li Y et al., 2018).

La teoria de presion-tension propone que, en unos pocos segundos después de la fuerza, el
diente cambia su posicion dentro del espacio del ligamento periodontal (LPD), y el efecto que
produce es la compresion del LPD en algunas areas y el estiramiento o tensién del LPD en
otras. Mientras que el flujo sanguineo disminuye en el lado de la compresién, se mantiene o
aumenta en el lado de la tensidn. Si se mantiene la fuerza de carga, la alteracion del flujo
sanguineo cambia en minutos la tensiéon de oxigeno y el entorno quimico, mediante la
liberacion de agentes biol6gicamente activos como las prostaglandinas y las citocinas como
la interleucina 1 Beta (IL-1f). Estos mediadores quimicos afectan de manera diferente las
actividades celulares en las areas de compresion frente a las de tension dentro del LPD,
promoviendo un resultado neto de reabsorcion 6sea en el lado de compresion y formacion

de hueso en el lado de tensién. (Davidovitch et al., 2021; Li Y et al., 2018).

El movimiento de los dientes comienza poco después, generalmente dentro de los 2 dias
posteriores a la aplicacion de una fuerza ligera. Clinicamente, es casi imposible evitar por
completo la oclusién de los vasos sanguineos, por lo que la hialinizacién siempre ocurre hasta
cierto punto y el movimiento de los dientes es el resultado de una combinacion de socavacién
y reabsorcidn frontal. Por lo general, toma de 7 a 14 dias para que ocurra el movimiento de
los dientes cuando se aplica una gran fuerza. Por el contrario, fuerzas ligeras solo reduce el
flujo sanguineo, lo que permite un reclutamiento rapido de osteoclastos, ya sea localmente

dentro del LPD o a través del flujo sanguineo (Li Y et al.,, 2018).



2. 2. Fases del tratamiento ortodontico.

Fase de alineacidn y nivelacion: La primera fase del tratamiento tiene como objetivo conseguir
la alineacion de los dientes y corregir las discrepancias verticales mediante la nivelacién de
los arcos dentales. No solo hay que desplazar los dientes mal alineados hasta el arco dental
para conseguir una alineacién adecuada, sino que también hay que controlar la posicién
anteroposterior de los incisivos, la anchura posterior de los arcos dentales y la forma de
dichos arcos. De igual manera, al nivelar los arcos hay que determinar y controlar si la
nivelacién se produce por la extrusion de los dientes posteriores, por la intrusién de los
incisivos o por alguna combinacién especifica de ambos procesos.

Los arcos de alambre usados para esta etapa deben suministrar fuerzas ligeras y constantes
de alrededor de 50 g para poder lograr la inclinaciéon dental mas eficaz y evitar las fuerzas
intensas. Los arcos de alambre deben ser capaces de moverse libremente dentro de los
brackets. Se deben evitar los arcos de alambre rectangular, especialmente aquellos que se
insertan en el slot del bracket, que podrian alterar la posicion del apice radicular (Proffit et

al,2014).

Fase de trabajo: Al iniciar esta fase del tratamiento los dientes deberan estar bien alineados
y haberse corregido cualquier exceso o inversion de la curva de Spee. Para esta fase el
objetivo sera corregir las relaciones entre los segmentos molares y caninos, es decir,
idealmente conseguir una relaciéon molar y canina Clase I de Angle, para lograr una oclusion
normal en el plano anteroposterior o sagital, asi como el cierre de los espacios de extraccion
o los espacios residuales de los arcos dentales, ademas de corregir un overjet aumentado o

negativo (Proffit et al.,2014).

Fase de finalizacion: Al finalizar la segunda fase del tratamiento, los dientes deben estar bien
alineados, los espacios de extraccion deben estar cerrados, debe haber paralelismo radicular
y larelacion sagital de molares y caninos debe estar en relacién normal de clase I. Es probable
que en la mayoria de los casos se requieren algunos ajustes en las posiciones de ciertos
dientes para nivelar los rebordes marginales, obtener posiciones horizontales ideales de los

dientes dentro de las arcadas y la correccion de posibles discrepancias por errores en la



colocacion de los brackets. En general en esta fase se busca producir una idealizacién general

de los arcos y su correcto acople (Proffit et al.,2014).

2.3. Remodelado: Aposicion y reabsorcion.

El ciclo de remodelado 6seo comienza con una fase de iniciaciéon, que consiste en la
reabsorcion 6sea por los osteoclastos, seguida de una fase de formaciéon 6sea por los
osteoblastos, pero entre estas dos fases hay una fase de transicion (o reversién). El ciclo se
completa con acciones coordinadas de osteocitos y células de revestimiento aseo. (Vera,.

2021).

Los osteoclastos son células multinucleadas, que son precursores hematopoyéticos,
derivados de los monocitos y macréfagos. Las citocinas secretadas por las células
osteoblasticas son el elemento estimulante de colonias de macrofagos que interceden en
proliferacion, adhesién y migracién que le antecede al osteoclasto, en donde es prioritario
inducir a la fusién célula a célula para formar células multinucleadas que promueven la

migracion, supervivencia y funcionalidad de los osteoclastos maduros (Vera,. 2021).

Se induce la resorcion 0sea directamente, activando los osteoclastos, y esto es el resultado de
los factores inductores de osteoclastogénesis en las células estromales u osteoblastos. Por
otro lado. La osteoprotegerina (OPG), proteina que actia como receptor, producido por los
osteoblastos va a inhibir la diferenciacion de los osteoclastos, impidiendo la unién de RANKL,
proteina expresada por células osteoblasticas, con su receptor RANK, presente en la

superficie de los osteoclastos (Otero et al,, 2016).

Ligando del receptor activador para el-factor nuclear-kappa B (Receptor Activator for
NuclearFactor k B Ligand, RANKL)

Proteina transmembrana perteneciente a la superfamilia del factor de necrosis tumoral que
se une especificamente al activador del receptor factor nuclear-kappa B (RANK) y a la OPG.
Desempefia un papel importante en la regulacion de la diferenciacion y activacion de

osteoclastos. (PubMed 2007)



La expresion inducida de RANKL por parte de las células osteoblasticas permite la
maduracion, diferenciacidn y activacion de los osteoclastos. RANKL promueve el desarrollo
y la supervivencia de los osteoclastos al unirse al receptor activador del factor nuclear x B,
conocido por RANK (Receptor Activator of Nuclear Factor k B), miembro de la superfamilia
de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), en precursores de osteoclastos, con la
presencia requerida del factor estimulante de colonias de macré6fagos M-CSF (AtkinS et al.,

2003).

Osteoprotegerina (OPG)

Es un miembro secretado de la superfamilia de receptores TNF que regula negativamente la
osteoclastogénesis. Es producido por una amplia gama de células, incluidos los osteoblastos,
las células del estroma y los fibroblastos gingivales y periodontales. Este se une a RANKL,
impidiendo la interaccion RANK/RANKL 'y, en consecuencia, inhibiendo Ia
osteoclastogénesis. Por lo tanto, el sistema RANKL/RANK/OPG es un mediador clave del

proceso de formacion osteoclastico (Silva et al., 2014).



3. Planteamiento del problema

Durante el tratamiento de ortodoncia fija, los tejidos PDL responden rapidamente a la tension
mecanica con los consiguientes cambios metaboélicos que permiten el movimiento de los
dientes. El movimiento dental inicial se ve facilitado por una reaccién inflamatoria aséptica
que esta siendo mediadas por varias citoquinas y enzimas inflamatorias, responsables de la

remodelacion del tejido 6seo y del LPD.

El movimiento dental se da gracias la reabsorcion originada en las zonas de presion y el
deposito 6seo en las zonas tensionadas. Este proceso se lleva a cabo debido a la accion
coordinada entre osteoblastos y osteoclastos. La formacion osteoclastica u
osteoclastogénesis es inducida principalmente por RANKL producido por los osteoblastos, el
cual se une especificamente a RANK, que se localiza en la membrana de los precursores de
osteoclastos. Esta unién es indispensable para la diferenciacion, supervivencia y funcion del
osteoclasto maduro. Adicionalmente, la actividad de RANKL esta controlada por un receptor
sefiuelo soluble, 1a osteoprotegerina (OPG), que inhibe la activacion de la osteoclastogénesis
y que es producido y controlado por el osteoblasto. Dado que la remodelacién 6sea esta
controlada por un equilibrio entre la unién de RANK-RANKL y la produccién de OPG, es
importante conocer como cambia la expresidon de estos mediadores durante las diferentes
fases del movimiento dental ortodontico y si su expresion esta siendo influenciada por la

edad de los individuos analizados.

Pocos estudios han evaluado la edad de los pacientes como una variable que puede estar
influyendo en la induccién y modulacién del proceso inflamatorio inducido por la carga
mecanica, asi como en la tasa del movimiento logrado en estos pacientes de acuerdo con su

edad.

Determinar si la edad de los pacientes influye de forma importante tanto en el proceso de
remodelado, inflamacién y tasa de movimiento dental es muy importante dado que previos
estudios han determinado que, durante la maduracién, el hueso alveolar se vuelve
gradualmente mas denso, mientras que el LPD se vuelve mas fibrético. Estos cambios pueden
afectan a la forma en que estos tejidos responden a los cambios locales estimulados por las

fuerzas de ortodoncia. Conocer como la edad del paciente puede estar influyendo en la



produccion de moduladores del metabolismo éseo y en la tasa de movimiento dental se hace
indispensable, ya que actualmente pacientes de todas las edades tienen acceso y se someten

mas frecuentemente a tratamientos de ortodoncia.

Por lo tanto, es necesario comprender como se produce y se regula esa respuesta celular,
dependiendo de la edad, lo cual contribuird a una mejor seleccién de fuerza y a la
determinacion de una biomecanica adecuada que permita generar tratamientos mas eficaces,

eficientes y seguros para nuestros pacientes.

Teniendo en cuenta esto, el objetivo del estudio sera evaluar los cambios en los niveles de
expresion de OPG y RANKL en individuos, adolescentes o adultos, en diferentes tiempos de

tratamiento ortoddntico.
4.1 Pregunta de Investigacion

(Existen diferencias en los niveles de expresion de las proteinas RANKL y OPG en

adolescentes y adultos durante la fase de alineacién y retraccién canina?



4. Justificacion

En el tratamiento de ortodoncia, el proceso de osteoclastogénesis y la formacion
osteoblastica durante la remodelacidn 6sea ha sido estudiada por medio de biomarcadores
como RANKL y OPG, que pueden ser medidos facilmente en el fluido crevicular de individuos
sometidos a estimulacién mecdanica. La expresion de estos biomarcadores puede variar por
la magnitud y la duracion de las fuerzas aplicadas durante las diferentes fases del tratamiento
y las condiciones dseas de las pacientes generadas por la edad o factores sistémicos, entre
otros.

Se ha determinado previamente que la edad puede actuar como un factor de riesgo en
asociacién con otros factores como la densidad 6sea y las fuerzas aplicadas en el tratamiento
de ortodoncia. La expresion de biomarcadores inflamatorios perdura mas en el tiempo, en
pacientes adultos, causando mayor dafo en los tejidos de soporte dental, teniendo como
consecuencia reabsorcion radicular, pérdida 6sea y problemas periodontales debido a la
actividad celular propia del hueso y del LPD, sin representar un movimiento dental real,

incrementando ademas el tiempo de regeneracion dsea.

Pocos estudios se han centrado en evaluar la expresién de biomarcadores asociados con la
edad de los pacientes y con las diferentes fases del tratamiento ortoddntico. En la actualidad
los pacientes adultos son cada vez mas frecuentes en la consulta ortoddntica, por lo que
resulta importante conocer cada vez mas sobre la respuesta fisiol6gica de los tejidos dentales

durante el tratamiento de ortodoncia en estos pacientes.

El analisis de marcadores del remodelado 6seo como RANKL y OPG en las muestras del FCG
puede ayudar a los clinicos a comprender los procesos bioquimicos asociados al movimiento
dental y podria ser beneficioso para el diagnéstico, las opciones terapéuticas, la supervision
de las eficiencias mecanicas o la estabilizacion de las actividades celulares. Adicionalmente,
se necesitan mas estudios para comprender mejor el papel del sistema OPG/RANKL en la
remodelacion 6sea durante el movimiento dental ortodontico en pacientes de diferentes

edades y en las diferentes fases del movimiento dental.



5. Estado del arte y situacion actual en al area de investigacion

Laremodelacidn dsea surge como una respuesta fisiolégica a las fuerzas mecanicas inducidas
por el tratamiento ortoddéntico que involucra hueso alveolar, ligamento periodontal, la
estructura dentaria y tejido gingival (Tuncer et al., 2013). Esta remodelacién dsea inicia con
la activacién de cambios vasculares, sintesis de citoquinas, factores de crecimiento y
prostaglandinas, que median la respuesta inflamatoria. El movimiento dental surge por la
reabsorcion 6sea que esta dirigida por las células osteoclasticas, que actian en el lado de
presion que es hacia donde el vector de la fuerza actda. El lado contrario al lado de presion
se conoce como zona de tensién, donde predomina la actividad osteoblastica y por lo que se
produce aposicion 0sea, lo que finalmente permite un movimiento dental a través del hueso.
Todo este proceso puede variar por la magnitud y la duracién de las fuerzas en los

movimientos ortodonticos (Tuncer et al., 2013).

La actividad osteoclastogénica y la osteoblastica durante la remodelacién 6sea ha sido
estudiada por medio de biomarcadores como RANKL. Este ligando es una proteina cuya
expresion es estimulada por las células osteoblasticas e inducen a la diferenciacion
osteoclastica mediante su uniéon al receptor RANK que se ubica en la superficie de los
osteoclastos o pre-osteoclastos. Esta unidn es a su vez regulada por la OPG, proteina que
actia como receptor, producida por los osteoblastos que va a inhibir la diferenciacién de los
osteoclastos, impidiendo la unién de RANKL con su receptor RANK (Otero et al., 2016). Estos
biomarcadores pueden ser analizados en el fluido crevicular gingival (FCG), que es un
exudado inflamatorio presente en el surco gingival y contiene proteinas plasmaticas que
mejoran la adherencia de la unién epitelial (Jablonski.,1982). Este puede ser obtenido
mediante técnicas no invasivas en el lado de presion y tensién, aportando un predictor de la

actividad celular.

Kawasaki et al en 2006 realizaron un estudio donde se compararon los niveles de RANKL y
OPG en el FCG durante el movimiento dental ortoddntico en una muestra de 30 pacientes, 15
jovenes con un rango de edad entre 12 y 17 afios y 15 adultos, entre 27 y 35 afios, el estudio

incluy6 hombres y mujeres en proporciones comparables, donde reportaron que la relacion
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RANKL/OPG en FCG de pacientes adultos fue menor que en las muestras de pacientes
jovenes. Ademas, se encontrd que la cantidad promedio de movimiento de dientes para los
jovenes fue mayor que para los adultos después de 168 h y después de 24 h, los niveles de
RANKL aumentaron y los de OPG disminuyeron en las muestras de FCG tomadas del lado de

presion durante el movimiento de retraccién canina tanto en jovenes como en adultos.

Adicionalmente en otro estudio se encontraron niveles mas altos de RANKL y mas bajos de
OPG en sujetos jovenes. Siendo la edad, un factor de riesgo para la reabsorcién radicular,
pérdida 6sea y problemas periodontales debido a la actividad celular propia del hueso y del

LPD (Rody et al., 2014).

Los resultados sobre los niveles de expresién de OPG y RANKL donde se comparan veintiin
pacientes consecutivos en un rango de edad de 12 a 20 afios, sanos, sin antecedentes de
enfermedad periodontal, durante el movimiento dental ortoddntico y sin necesidad de
extracciones dentales, donde las muestras se combinaron para el lado de presiéon que era la
zona disto palatino izquierdo y derecho y tensién la zona mesiovestibulare izquierdo y
derecho para caninos y segundos molares. Se demostr6 que RANKL aumentd
significativamente en los caninos en el lado de presion 42 dias después de la aplicacion de
fuerza. También hubo una tendencia al incremento del RANKL después de 42 dias en el lado
de presion de los segundos molares. OPG mostr6o aumentos no significativos 4 horas después
de la aplicacion de fuerza en los caninos tanto en el lado tensién como de presion. No se
encontraron correlaciones significativas para estos biomarcadores con la velocidad de

movimiento de los dientes. (Grantt et al.,2013).

Por otro lado, la magnitud de la fuerza y la duracién de esta parece ser un factor importante
en el nivel de expresion de biomarcadores. Tuncer et al., (2013) reportaron que la fuerza de
ortodoncia continua provoc6 cambios en la inhibicion de la osteoclastogénesis de las células
del LPD en los lados mesial y distal justo después de la aplicacién de la fuerza. La aplicacion
de fuerzas mas ligeras o fuerzas intermitentes puede proporcionar mayor actividad celular

para la regeneraciéon de LPD.
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Alikhani et al,, (2018) con una muestra en su estudio de 18 sujetos, 9 jévenes con un rango
de edad de 11-14 afos y 9 adultos entre la edad de 21-45 afios, con maloclusiéon Clase 11
Division 1 que requirieron 4 extracciones de primeros premolares, report6 que niveles mas
altos y sostenidos de estos biomarcadores (RANKL y OPG) en adultos y jévenes no indica que
haya una tasa mas rapida de movimiento dental, por el contrario, informaron niveles mas

altos de dolor y molestias en adultos.

Ademas, reportan que los adultos expresan marcadores inflamatorios mas altos en los
niveles de marcadores de osteoclastos en adultos en comparacién con adolescentes en
respuesta a la aplicacién de fuerza ortoddncica, pero una tasa de movimiento dental mas

lenta, asociado a la densidad 6sea, como consecuencia a la edad cronolégica.

Como se menciond anteriormente, la remodelacion del hueso alveolar puede ocurrir en
situaciones fisiologicas, como fuerzas oclusales, erupcidon dentaria, intervenciones clinicas,
como movimiento dental ortoddncico y condiciones patoldgicas, como periodontitis y
patologias periapicales. En condiciones fisioldgicas, existe un equilibrio entre la formacion y
reabsorcidn 0sea, sin embargo, si este equilibrio cambia hacian una mayor reabsorcion dsea,
se producira una patologia donde se produce destruccion del hueso. (Belibasakis GN et al,,

2012)

La periodontitis es un ejemplo de la pérdida del equilibrio fisiolégico presente en la
remodelacion 6sea, esta es una enfermedad inflamatoria caracterizada por la destruccion de
los tejidos de soporte de los dientes. Un desequilibrio entre el biofilm de la placa y el sistema
inmunitario del huésped da como resultado la sobreexpresion de citocinas proinflamatorias

y seguido a esto una destruccion del hueso alveolar. (Lu et al,, 2006)

La sobrexpresion de RANKL y la disminucién de la expresion de OPG se han observado en
diversas enfermedades 6seas inflamatorias, como osteoporosis, enfermedades periodontales
y mielomas multiples. La OPG actiia como inhibidor de la unién de RANKL con RANK e inhibe

la maduracién y activacién de los osteoclastos. Segiin en el estudio de Lu et al, se encontré

12



una diferencia significativa en la expresion de RANKL en muestras de FCG entre sitios sanos

de sujetos enfermos y sitios de control de individuos sanos.

Ademas, un andlisis de imagenes semicuantitativo demostré que se expresaron niveles
significativamente mas altos de proteina RANKL en las lesiones periodontales que, por el
contrario, la proteina OPG fue significativamente menor en los tejidos con periodontitis.

(Critti et al., 2003)

Por lo anterior es importante mantener controlados factores como la enfermedad
periodontal y cualquier factor causal a este, como el cigarrillo, la diabetes, habitos en higiene
oral y enfermedades autoinmunes, en el presente estudio, para que los resultados obtenidos
de la expresion de RANKL y OPG estén relacionados directamente con la fuerza ortodoncica

inducida.
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6. Objetivos
6.1 Objetivo general:

Comparar los niveles de expresiéon de RANKL y OPG en una muestra piloto en pacientes

adultos y adolescentes con tratamiento de ortodoncia correctiva.
6.2 Objetivos especificos:

e Estandarizar la recolecciéon de muestra de fluido crevicular en adolescentes y adultos
con tratamiento ortoddntico

e Evaluar diferentes métodos de extraccion de RNA proveniente de las muestras de
fluido crevicular

e Estandarizar el protocolo de amplificaciéon para evaluar cambios en la expresion del

gen OPG y de RANKL en los diferentes tiempos de tratamiento
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7. Metodologia del Proyecto

7.1. Tipo de estudio: Estudio piloto

7.2. Poblacién y muestra:

Se calcul6 el tamafio de muestra para el estudio mediante el método para comparar dos
medidas independientes a través del software stata 14, basado en los siguientes supuestos,
un nivel de confianza del 95%, potencia estadistica del 80%, un tamafio del efecto basado en
los resultados obtenidos por Kawasaki et al., 2006 de un promedio en los niveles de OPG en
jovenes 181.2+/- 37.10 PG/UL, y un promedio de niveles en adultos de 235.5+/-39.5 pg /ul,
Con unarazon de asignacion 1:1 y un analisis a dos colas, se adicion6 un 20 % para minimizar

riesgo de desercion, para un total de 11 pacientes por grupo.

Se realiz6 un muestreo por conveniencia no probabilistico para cada grupo de la cohorte, es
decir, se seleccionaron los pacientes de manera consecutiva una vez se confirmados los

criterios de elegibilidad.

Teniendo esto en cuenta y previo consentimiento informado, se analiz6 la expresién de OPG
y RANKL en dos grupos de individuos:

Grupo 1: Correspondera a 11 individuos con un rango de edad de entre 14 y 17 afios.

Grupo 2: Correspondera a 11 individuos con un rango de edad entre 25 y 40 afios.

Los individuos que hacen parte del estudio son de ambos sexos y son individuos que estan

siendo atendidos en las clinicas odontoldgicas de la Universidad del Bosque.

Sin embargo cabe aclarar que el presente estudio es un piloto en el cual no se tom6 la muestra
total correspondiente segun el calculo del tamafio de la muestra si no que se tuvo en cuenta
5 pacientes en total.

7.3. Métodos y técnicas para la recoleccién de la informacion

Reclutamiento: Inicialmente, se realizé un examen clinico y medios diagnosticos basados en

radiografia lateral y panoramica, fotografias extraorales e intraorales, modelos de estudio en

15



las clinicas odontolégicas de la Universidad El Bosque para determinar la necesidad de
extracciones de los primero premolares superiores y retracciéon canina como tratamiento
ideal cargo de las dos estudiantes del posgrado de Ortodoncia encargadas del estudio, para
determinar el tipo de maloclusién segin Angle, apifiamiento segin indice de Litte y estado
periodontal segin World Workshop 2017, que Se evalu6 teniendo en cuenta placa y rojo
como variables determinantes al momento de la toma de la muestra con el fin de establecer
si cumplen con los criterios de inclusién propuestos. Todo esto se realiz6 bajo un proceso de
consenso de calibracidn con un experto docente del posgrado de periodoncia y medicina oral
de la Universidad el Bosque, con el fin de establecer condiciones periodontales similares en

el momento de la seleccién de los pacientes de la muestra de los pacientes

Criterios de inclusion:

1. Jévenes en edad de 14 a 17 afios que requieran tratamiento de ortodoncia correctiva.

2. Adultos entre las edades de 25 a 40 afios que requieran tratamiento de ortodoncia
correctiva.

3. Maloclusién de Angle y apifiamiento moderado a severo que requiera extraccion de
premolares

4. Pacientes libres de caries

5. Pacientes periodontalmente sanos

6. Pacientes no fumadores

Criterios de exclusion:

1. Pacientes con alglin tratamiento farmacolégico actualmente o 6 meses antes del inicio
de la ortodoncia

2. Pacientes con patologias sistémicas

3. Pacientes con pobre higiene oral

4. Pacientes que han sufrido previamente de enfermedad periodontal o pérdida 6sea

Recomendaciones previas a la recoleccion de la muestra de fluido crevicular.
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Una vez seleccionada la muestra, se les dio un kit de ortodoncia al inicio del tratamiento y se
les indico la higiene oral a la hora del cepillado, el uso correcto de seda dental, enhebradores
y cepillos interproximales. Cada cuatro semanas se realiz6 un analisis de cada paciente para
establecer su estado de higiene y salud gingival y periodontal. En caso de encontrar
inflamacién o sangrado en alguno de los sujetos se han remitido al posgrado de Periodoncia

y medicina oral en la Universidad el Bosque para realizar la terapia periodontal indicada.
Recoleccidn de la muestra de fluido crevicular.

Para evaluar el nivel de expresion de los marcadores de remodelado 6seo RANKL y OPG, se
recolectd fluido crevicular de la zona disto vestibular, distal y disto platino del canino maxilar
derecho teniendo claro que todas las muestras corresponderan al mismo diente. Dicho esto
y a lo que corresponde este presente estudio, se tom6 en 2 tiempos, la colocacion de
aparatologia ortodontica bracket convencional ROTH y MBT 0.022 (T0), un mes posterior a
la colocacién de la aparatologia fija (T1); que corresponde a la fase de alineacién y nivelacion
con un alambre de calibre 0.016 de niquel titanio. (Figura 1). Teniendo en cuenta las fases
establecidas para un tratamiento de ortodoncia convencional y que la recoleccion de la
muestra no representa ningtin riesgo o alteracidon en el tratamiento del sujeto, todo esto para

el beneficio de los sujetos seleccionados para el estudio.

Col on d logi déntica: Figura 1. Esquema de los tiempos en los
olocacion de aparatologia ortodontica: que se realizard la toma de fluido

TO'- Bracket convencional ROTHy MBT 0.022 | crevicular en ambos grupos: Grupo 1

"""""""""""""" Adolescentes, Grupo 2 Adultos. Disefiada
por Lina Maria Escobar Marquez

Fase de alienacion y nivelacion:

I 1 == 1 mes posterior a la colocacion

Fase de retraccion:

T2— = 1 mes posterior al inicio de retraccion del
canino

Fase de retraccion

I 3' | 3 meses posteriores alinicio de la
retraccion canina
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La recoleccidn de la muestra de fluido crevicular gingival (FCG) se llevo a cabo por las dos
estudiantes encargadas del estudio, previo consenso con la directora del trabajo la Dra. Lina
Maria Escobar Marquez, siguiendo el protocolo desarrollado por Rody et al, 2014. Se realizo
remocidn de placa bacteriana previa a la toma de la muestra, garantizando el control de placa
de todos los pacientes durante las diferentes fases del tratamiento. Brevemente, la obtencién

de las muestras de fluido, se realizo:

e Remocion de placa bacteriana previa a la toma de la muestra.

e Aislamiento previo con rollos de algodon y secado con aire de las zonas distal,
distovestibular y distopalatina del canino maxilar derecho que se retraera.

e La recoleccidon de FCG se obtuvo utilizando tiras de papel absorbente (Periopaper,
Oraflow Inc, Plainview, NY) lo cual no representa ningdn riesgo para el paciente o
intervencion en el tratamiento. La tira se colocé cuidadosamente en el surco gingival
durante 60 s, evitando la contaminacién con saliva o sangre.

e La tira se colocé en un tubo de 1.5 (Eppendorf) estéril y congelado a -80°C.
Posteriormente, el fluido de las tiras de papel fue eludido utilizando 100 ul de buffer
salino fosfato (PBS) y se agito a temperatura ambiente durante 15 min.

e Luego, las tiras se retiraron cuidadosamente del tubo Eppendorf y el fluido se
centrifugo 5 min a 3000 g para eliminar los detritos celulares y biopelicula bacteriana.

e Elsobrenadante obtenido se recolecto para la evaluacion de los marcadores RANKL y

OPG, en cada uno de los tiempos.
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Figura 2. Recoleccién de muestra de fluido crevicular : (A): Remocion de placa bacteriana. (B) Aislamiento
previo con rollos de algodén y secado con aire. (C) Extracciéon de FCG utilizando tiras de papel absorbente
(Periopaper Oraflow Inc, Plainview, NY). (D) y (E) colocacién delas tiras en un tubo de 1.5 ml estéril y congelado
a -80°C. Fotos tomadas en las Clinicas Odontologicas de la Universidad El Bosque por Bohada Martinez & del
Castillo Casas

Evaluacién de la expresién de los marcadores RANKL y OPG.

A partir de las muestras de fluido crevicular previamente obtenidas se realiz6 la extraccién
del RNA utilizando el kit Quick-RNA MicroPrep (Zymo Research USA) segtn el protocolo del
fabricante. El RNA obtenido fue cuantificado y se evalu6 su calidad mediante un

espectrofotdmetro (Implen Nanophotometer USA).

Posteriormente, se obtuvo el DNA complementario (DNAc) por transcripciéon inversa
utilizando el protocolo del kit ProtoScript 1l First Strand cDNA Synthesis (BIOHAUS S.A.S).
Para determinar los niveles de expresion de RANKL y osteoprotegerina (OPG) se realiz6 la
técnica reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) mediante el kit Luna
Universal (New England Biolabs) y se utilizé el sistema de deteccién CFX96 Real-Time termal

cycler detection system (Bio-Rad; Hercules).

Las eficiencias de la PCR se calcularon con LinRegPCR (Academic Medical Center) y la
cuantificacion relativa de expresion se realizé siguiendo el método de Schefé, utilizando como

gen housekeeping el gen gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa GAPDH (Schefe, 2006).

Mecdnica de retraccion canina
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Durante (T2) un mes después del inicio de la retraccién del canino se realiz6 colocando un
modulo de resorte cerrado de 9mm light a una fuerza de 100gmf de niquel-titanio, calibrado
con un dontrix dinamoémetro, desde el hook del tubo del primer molar y se extendi6 hasta un
pin quirtrgico ubicado entre lateral y canino, en arcos de acero 0.017x0.025.(Figura 2). La
mecanica escogida genera fuerzas continuas y constantes durante un tiempo mas prolongado
por lo que proporciona un mejor control en el andlisis de la expresién de biomarcadores en

las muestras de fluido crevicular

RORLA LA

e LR G

Figura 3. Retraccion Del Canino. La retraccion del canino se realizard mediante cadeneta continua, con una
fuerza de 100 gr

Determinacion de la tasa de retraccion canina.

Para evaluar la tasa de retraccion del canino, se tomaron impresiones de alginato al colocar
la aparatologia ortoddntica TO y al ler y 3er mes de retraccion del canino (T2-T3). De
acuerdo con el protocolo descrito previamente por Alikhani et al, 2018 se realizaran 3
medidas en la superficie palatina entre el canino y el lateral. Una medida sera entre los bordes
incisales, la segunda medida sera en el centro de la corona y la tercera sera en la superficie
gingival de ambos dientes (Figura 3). Las distancias entre estos puntos se mediran con un
calibrador digital. La cantidad de retraccion se calculara promediando las distancias entre los
diferentes puntos en cada tiempo de retraccion. El error intraobservador se determino
mediante la mediciéon de 10 modelos por el mismo observador con un intervalo de dos

semanas entre las mediciones.
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Figura 4. Evaluaciéon del movimiento dental. En la imagen se observa las tres distancias (rayas rojas) que
seran medidas y promediadas para establecer la tasa de movimiento en cada grupo, en los diferentes tiempos.
Estas mediciones se realizaran entre el central y el lateral contiguos al canino en retracciéon

7.4 Hipdtesis de estudio
Ho/ No existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresién de
RANKL y OPG entre individuos jévenes y adultos en las fases de alineacion y retraccion de

caninos.

Ha/ Existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de expresion de RANKL

y OPG entre individuos jévenes y adultos en las fases de alineacién y retraccion de caninos.

7.5 Andlisis de los datos

Para el presente estudio se analizé la amplificacién y eficiencia por medio del programa
Linreg PCR donde se tuvo en cuenta la fase exponencial de las curvas y la fase de latencia y se
realizaron 2 lecturas correspondientes a RANKL y OPG de forma individual para determinar
el nivel de expresiéon en las muestras. Teniendo como control de expresiéon el gen

gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa GAPDH.
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Y paralalinea de investigacion completa se analizara la forma de distribucion de las muestras
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para la comparacién entre los grupos poblacionales
(Jovenes vs Adultos) si la distribucidn es normal se realizo comparacion mediante la prueba

de ttest en cada uno de los tiempos, de lo contrario se utilizara la prueba de U Mann Whitney.

Para la comparacion entre las fases de tratamiento si la distribucién es normal se realizara la
comparacién mediante un ANOVA de medidas repetidas con post hoc de Tukey, de lo

contrario si la distribucién de los datos no es normal se utilizara test post-hoc deDunn.

En todos los casos los andlisis se complemento con medidas de resumen dependiendo del
tipo de distribucion. Si los datos son paramétricos se utilizara promedio y desviacién
estandar (DE), y si son no paramétricos se expresaran mediante mediana y rango intercuartil.
Un valor de p<0,05 se considerara significativo entre los grupos experimentales. Todas las

pruebas se realizaran mediante Stata MP 14.0
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8. Consideraciones éticas.

8. 1 Sustento legal.

Esta investigacion se realizara bajo la RESOLUCION NUMERO 008430 DE 1993 la cual se
establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacidn en salud,
es muy importante tener en cuenta las consideraciones éticas de este proyecto de
investigacion basandonos en informes como el de Belmont o la declaracion de Helsinki y
llevar a cabo el cumplimiento de los principios éticos entre ellos el de respeto, beneficencia,
justicia y no maleficencia con el objetivo de no realizar efectos negativos severos y garantizar

que no se violen de ninguna manera los derechos de los pacientes.

Teniendo todo esto en cuenta, es importante aclarar que la ortodoncia que se va a aplicar se
realizara de manera controlada, con fuerzas leves y constantes para poder evitar todos los
efectos secundarios y asi lograr mantener y preservar el bien comun para los pacientes.

Los pacientes tendran que autorizar el consentimiento informado, toda la informacion
obtenida en este estudio se mantendra estrictamente confidencial, con la excepcién de que la
ley requiera la informacion, bajo la custodia de la estudiante de posgrado de ortodoncia Maria
Camila Bohada Martinez a cargo del estudio. Si existe alguna publicacion como resultado de
este estudio, el paciente no sera identificado por su nombre, sino mediante un codigo de

identificacion con el fin de anonimizar los datos obtenidos.

Nivel de riesgo ético: Investigacion con riesgo minimo

8.2 Consentimiento informado

Aprobado y avalado por parte del comité de ética segin Acta No. 017-2023 se puede

consultar Anexo 1.
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9. Resultados
Extraccion de RNA a partir de muestras de fluido crevicular

Inicialmente se estandarizé la forma mas adecuada y eficiente de obtener muestra para la
amplificacién por PCR a partir del fluido crevicular recolectado en los papeles absorbentes.
Con este fin se disefiaron 4 metodologias diferentes de amplificacion. En el método 1y 2 se
realizo extraccion de RNA. En el método 1 y 3 se realizo6 retrotranscripcion (RT) para la
obtencion de cDNA. En todos los métodos propuestos se realizd6 PCR, como se enumera a

continuacion.

Método 1: Extraccion RNA+RT+PCR
Método 2: Extracciéon RNA+PCR
Método 3: No extraccion+RT+PCR
Método 4: No extraccion+No RT+ PCR

En cada método se determiné el umbral del ciclo o cycle threshold (CT) que hace referencia
al namero de ciclos en un ensayo de RT-PCR necesario para amplificar el RNA para alcanzar

un nivel detectable.

Como se observa en la Figura 5 todos los métodos permitieron amplificacion del gen RANKL
de las muestras de fluido crevicular recolectadas con adecuados valores de CT para cada una
de ellas; sin embargo, para la obtencidén de RNA puro y de la mejor calidad, se decidi6 utilizar
el kit Quick-RNA Microprep para la extraccion (Método 1). Este kit permite la unién del RNA
a la columna de silice y mediante tratamiento con DNAsa se elimina el DNA, obteniendo RNA

de alta pureza.
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Figura 5: Valores de umbral del ciclo o cycle threshold (CT) obtenidos mediante
diferentes métodos de obtencion de muestras para amplificacion por PCR

Mediante este método se obtuvo el RNA de cada muestra. Este RNA fue cuantificado y
analizada su calidad y pureza, mediante la evaluacidn de las curvas espectrofotometria y la
relaciéon 260/280 obtenidas. Tabla 1, Figura 6. Disefiada por Lina Maria Escobar Marquez

Tabla 1. Determinacion de la concentracion y calidad del RNA obtenido de muestras de
fluido crevicular. Disefiada por Lina Maria Escobar Marquez

Concetracion
Muestra (ng/ul) 260/280
TO/1 5.20 1.9
TO/2 41.96 2
TO/3 17.96 1.8
TO/4 38.48 1.9
TO/5 29.16 1.8
T1/1 31.96 1.9
T2/1 29.32 1.8

:
g
g
2

260 280 300 320 340
Longitud de onda

Figura 6. Cuantificacion del RNA extraido a partir de muestras de fluido crevicular de
individuos bajo tratamiento de ortodoncia. La concentraciéon de acido nucleico puede
determinarse midiendo su absorbancia con un espectrofotdmetro como el Nano Drop. La
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absorbancia se mide a 260 nm (A260), donde los acidos nucleicos absorben la luz con mayor
intensidad. La cantidad de luz absorbida es proporcional a la cantidad de 4cidos nucleicos en
la muestra. Tomado de espectofotometro del laboratorio UIBO

Analisis de la expresion del gen RANKL y OPG en individuos con tratamiento de
ortodonciaTOy T1
El RNA obtenido fue procesado para obtener cDNA y realizar la amplificacion en tiempo real

(RTgPCR) usando los primers previamente disefiados (Tabla 2).

Las condiciones de amplificacién estandarizadas fueron: 3 min a 95°C y 50 ciclos de 10 s a

95°C,30sa60°Cy 20sa72°C,y finalmente, 5sa 65°Cy 5 sa95°C.

Los primers usados se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de primers usados en este estudio. Disefiado por Lina Maria Escobar
Marquez

GENE BANK NOMBRE FORWARD REVERSE AMPLICON
NM_002046.3 GAPDH 5°- GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3" 5-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3" 226
NM_003701.3 RANKL 5°-GCCAGTGGGAGATGTTAGACTC-3° 5°-CCCCTTCAGATGATCCTTCA-3" 215
NM_002546.3 OPG 5"-AAGACCGTGTGCGCCCCTTG- 3° 5"-ACGCGGTTGTGGGTGCGATT-3" 137

Utilizando los primers disenados y las condiciones de amplificacién mencionadas, se logré la
amplificacién adecuada del gen RANKL y OPG en 5 individuos bajo tratamiento ortodéntico.
Como se observa en la Figura 3, la expresion de RANKL incremento en el T1 comparada con

el TO; sin embargo, se observa un significativo incremento en OPG en el T1 (Figura 7).

A.

Amplification
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Figura 7. Cuantificacion de la expresion relativa de los genes RANKL y OPG obtenidos
de pacientes bajo tratamiento de ortodoncia. (A) Curvas de amplificacion por RTqPCR de
cada una de las muestras evaluadas. (B) Grafica de maximos y minimos de la expresion de
marcadores del metabolismo 6seo como son RANKL y OPG durante el tiempo 0 (TO) que
corresponde a 48 h después de la colocacion de aparatos y Tiempo 1 (T1) después de 1 mes
de inducido el movimiento dental. Analisis estadistico realizado por David Diaz Baez
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10. Discusion

Perinetti et al., 2013 afirmaron en su estudio que la baja repetibilidad encontrada de los
estudios FCG puede resultar de la variabilidad individual o de los procedimientos de
recoleccion. Los autores informaron de errores de método en la actividad de los
biomarcadores que oscila entre 40 y 58 %. Un nivel de error que puede generar en las

interpretaciones erréneas de los datos.

El presente estudio busco estandarizar diferentes métodos para analizar biomarcadores
como RANKL y OPG. Rody et al, 2014 menciona que la resorcion ésea del ciclo de
remodelacion humano dura alrededor de 28-40 dias, lo que concuerda con las diferencias de
niveles de TO y T1, ya que después de 48 horas de aplicada la fuerza (T0) se observa poca
compresion del ligamento periodontal, a diferencia de (T1) donde se observa mayores
expresiones de ambos biomarcadores. También se reporta que los niveles de OPG
disminuyeron después de 6 semanas después del primer arco, contrario a los resultados
obtenidos por el presente estudio donde se evidencia un aumento de OPG en T1 que

corresponde a 4 semanas después de la colocacion del primer arco.

Sin embargo, se debe tener presente que los resultados aqui mostrados son preliminares,
dado que se buscaba una estandarizacion inicial de las técnicas, por lo que aun el tamafno de
muestra no es el definitivo. Esto impidié realizar un andlisis estadistico que permitiera

determinar con certeza los cambios en la expresion de RANKL y OPG
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11. Conclusiones

Se concluy6 que es importante el control previo de la placa antes de la toma de la

muestra de FCG

Las cantidades de muestra obtenida por cada paciente fue suficiente para realizar un

analisis de la amplificaciéon de los biomarcadores RANKL y OPG.

Se logro estandarizar la extraccion de RNA usando la extraccién del RNA, la
retrotranscripcion (RT) y posteriormente la PCR, ya que este permitié obtener mayor

cantidad de RNA, con una calidad suficiente para realizar la PCR
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13. Anexos
UNIVERSIDAD EL BOSQUE

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Parte 1: Informacion acerca de la Investigacion.

TITULO DE LA INVESTIGACION: COMPARACION DE LA EXPRESION RANKL Y OPG EN
ADOLESCENTES Y ADULTOS TRATADOS CON ORTODONCIA CORRECTIVA

NUMERO DE PROTOCOLO
NOMBRE DEL PATROCINADOR

NOMBRE DEL INVESTIGADOR PRINCIPAL: LINA M. ESCOBAR Odontéloga, M.Sc.
Ortodoncista, perteneciente al grupo UMIMC, Unidad de Manejo Interdisciplinario de
Malformaciones Craneofaciales, Facultad de Odontologia, Universidad El Bosque, Bogota,
D.C. Teléfono: (1) 6489000 ext. 1256.

INTRODUCCION

Usted ha sido elegido para participar de un estudio de investigacion donde se evaluara la
COMPARACION DE LA EXPRESION RANKL Y OPG EN ADOLESCENTES Y ADULTOS
TRATADOS CON ORTODONCIA CORRECTIVA. Para decidir si desea colaborar con la
investigacion usted recibira una explicacién detallada por parte mia. Si no entiende alguna
palabra o procedimiento que se va a realizar con gusto estaré atenta a resolver cualquier
duda, o puede tomarse su tiempo para averiguar y ampliar la informacion hasta que quede
satisfecho con la explicacion.

:POR QUE SE ESTA HACIENDO ESTA INVESTIGACION?

El objetivo de este estudio es determinar si hay cambios en la presencia de moléculas de
inflamacién entre personas adolescentes y adultas tratadas con brackets.

¢EN QUE CONSISTE ESTA INVESTIGACION?

En esta investigacién se busca comparar diferencias en moléculas que regulan el
movimiento dental entre adolescentes y adultos que estén tratados con ortodoncia.

Para esto se recogera fluido de la encia en la zona derecha del canino superior derecho,
teniendo claro que todas las muestras corresponderan al mismo diente. Este se realizara
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para evaluar los niveles de inflamacidn que se produce durante los movimientos generados
por ortodoncia.

Dicho esto, se tomara en 4 tiempos: Tiempo 0 cuando se coloquen los barckets, Tiempo 1
se tomara 2 meses después de la colocacioén de los brackets, Tiempo 2 es un mes posterior
al inicio del movimiento del canino superior y Tiempo 3 es a los tres meses posteriores al
inicio del movimiento del canino superior.

Esta informacion obtenida permitird establecer a futuro tratamientos ortoddnticos mas
adecuados, de acuerdo con la edad de los pacientes, lo que generara beneficio de la
poblacién que requiera tratamientos ortoddnticos.

¢QUE TENGO QUE HACER SI PARTICIPO EN ESTA INVESTIGACION?

Si usted esta de acuerdo en hacer parte del estudio, lo Unico que debera hacer es seguir las
indicaciones dadas al inicio del tratamiento y permitir la recoleccién de fluido del canino
superior derecho en los diferentes tiempos del tratamiento.

¢CUANTAS PERSONAS PARTICIPARAN EN ESTA INVESTIGACION?

Se analizara dos grupos de individuos:

Grupo 1: Correspondera a 11 individuos con un rango de edad de entre 14y 17 anos.
Grupo 2: Correspondera a 11 individuos con un rango de edad entre 25y 40 anos.

Los individuos que haran parte del estudio serdan de ambos sexos y seran individuos que
estan siendo atendidos en las clinicas odontolégicas de la Universidad ELl Bosque.

(CUANTO TIEMPO ESTARE EN ESTA INVESTIGACION?

Usted permanecera tres meses en la investigacién, pero como paciente se mantendra en
tratamiento de ortodoncia hasta su finalizacién, esto sin que la investigacioén influya en su
plan de tratamiento de ortodoncia

¢PUEDO RETIRARME DE LA INVESTIGACION DE MANERA VOLUNTARIA EN CUALQUIER
MOMENTO?

Usted esta de acuerdo en que su participacion en este estudio es completamente voluntaria
y que puede retirarse del mismo en cualquier momento. Esta decisién no generara ningun
perjuicio para usted y la investigacion.

¢QUE PASA S| ME RETIRO DE LA INVESTIGACION?

No hay ningun inconveniente si Usted decide retirarse de la investigacion.

33



¢CUALES SON LOS RIESGOS O INCOMODIDADES ASOCIADOS A ESTA INVESTIGACION?

No existe ningun riesgo, efecto secundario o molestia asociada a la investigacion, la
extraccién de fluido no representa ninglin riesgo para el paciente ni tampoco interfiere de
alguna manera sobre el tratamiento de ortodoncia.

¢OBTENDRE ALGUN BENEFICIO AL PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION?

Puede que por participar directamente en el estudio no haya beneficio para usted, pero es
probable que su participacion nos ayude a encontrar una respuesta a la pregunta de
investigacion.

¢QUE BENEFICIOS OBTENDRA LA COMUNIDAD DE ESTA INVESTIGACION?

El beneficio que obtendra la comunidad seréd a nivel del gremio académico e investigaciones
futuras, ya que pueden surgir nuevas preguntas de investigacion, por lo que estos resultados
permitiran que generaciones futuras se beneficien de la informacién obtenida en esta
investigacion.

¢QUE OTRAS OPCIONES TENGO ADEMAS DE PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION?

A pesar de que Usted decida no participar en la investigacion, igualmente se le realizara el
procedimiento odontoldgico para el cual usted asistid.

¢COMO SE VA A MANEJAR LA PRIVACIDAD Y CONFIDENCIALIDAD DE MIS DATOS
PERSONALES?

Usted debe entender que toda la informacién obtenida en este estudio se mantendra
estrictamente confidencial, con la excepcién de que la ley requiera la informacién, bajo la
custodia de la estudiante del posgrado de Ortodoncia Maria Camila Bohada Martinez a
cargo del estudio. Si existe alguna publicacion como resultado de este estudio, usted no sera
identificado por su nombre, sino mediante un cddigo de identificacion.

¢QUE SUCEDERIA SI NO SE RESPETA LA CONFIDENCIALIDAD DE MIS DATOS?

En ninguna circunstancia usted serdidentificado por su nombre durante el desarrollo de esta
investigacion ni en las publicaciones que de ella se deriven.

¢MI PARTICIPACION EN ESTA INVESTIGACION IMPLICA QUE VOY A RECIBIR ALGUN TIPO DE
TERAPIA?

No, usted solo debe autorizar que se puede realizar la recoleccién de la muestra de fluido en
la zona derecha del canino maxilar derecho en los diferentes tiempos del tratamiento de la
ortodoncia convencional
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;TIENE ALGUN COSTO MI PARTICIPACION EN ESTA INVESTIGACION?

No, usted solo debera cancelar el costo del procedimiento ortoddntico, ya que la
investigacion sera financiada por medio de recursos propios de los investigadores y recursos
del grupo de investigacion UMIMC de la Universidad El Bosque. Pero cabe destacar que de
ser necesario algun tratamiento por alguna especialidad odontoldgica de la Universidad EL
Bosque, no sera asumida por el proyecto de investigacion, sino por el paciente.

¢ RECIBIRE ALGUN TIPO DE COMPENSACION O PAGO?

Participar como donante de la muestra de fluido crevicular gingival no le representara
ninguna retribucidon econémica.

¢CUALES SON MIS DERECHOS COMO SUJETO DE INVESTIGACION?

A usted se le ha dado la oportunidad de preguntar acerca de este estudio y de su
participacidon en él. Tiene derecho a que sus preguntas se respondan a su completa
satisfaccion. Usted debe hacer sus preguntas ahora, antes de firmar este documento o en
cualquier momento después de firmarlo. Si usted desea alguna otra informacidén o tiene
preguntas acerca de los derechos de una persona gue participa en investigacion, puede
contactar a los investigadores de la Universidad El Bosque en cualquier momento a los
numeros de teléfono que se encuentran en la primera pagina de este documento.

;COMO Y EN QUE MOMENTO VOY A CONOCER LOS DATOS FINALES DE LA
INVESTIGACION?

Al final de la investigacion se le dara a los participantes que lo soliciten, informacion sobre
los hallazgos significativos que ocurran durante el curso de la misma. Este sera entregado
de forma digital a quien lo solicite.

¢QUE HAGO SI TENGO ALGUNA PREGUNTA O PROBLEMA?

Usted puede llamar a los investigadores en caso de presentarsele alguna pregunta.

INFORMACION DE CONTACTO DEL COMITE DE ETICA

Comité Institucional de Etica en Investigaciones, 648 9000 extensién 1520,
comiteetica@unbosque.edu.co, Calle 132 No.7A-85.

INFORMACION DE CONTACTO DEL GRUPO DE INVESTIGACION
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Nombre del investigador principal: LINA M ESCOBAR. Odontéloga, M.Sc. Ortodoncista,
perteneciente al grupo UMIMC, Unidad de Manejo Interdisciplinario de Malformaciones
Craneofaciales, Facultad de Odontologia, Universidad El Bosque, Bogot4, D.C. Teléfono: (1)
6489000 ext. 1256.

Coinvestigadores:

Erika Martinez Saab, Teléfono: 6489000 ext. 1256
Maria Camila Bohada Martinez, Teléfono: 3125079474
Maria Camila del Castillo Casas, Teléfono: 3107563261

Ingrid Mora, Teléfono: 6489000 ext. 1256

Parte 2: Formulario de Firmas.

He sido invitado(a) a participar en el estudio “COMPARACION DE LA EXPRESION RANKL Y
OPG EN ADOLESCENTES Y ADULTOS TRATADOS CON ORTODONCIA CORRECTIVA “

Entiendo que mi participacién consistira en permitir la recoleccion de fluido de la zona
derecha del canino superior teniendo claro que todas las muestras corresponderan al
mismo diente. Se me tomaran 4 veces: La primera vez cuando me pongan los aparatos de
ortodoncia, la segunda vez dos meses después de puestos los aparatos, la terceravez al mes
de empezar a mover el canino y la cuarta vez tres meses después de mover el canino.

Entiendo que la firma de este consentimiento autorizara también el uso de las muestras
obtenidas en investigaciones futuras de la misma indole, es decir, estudios que requieran
estas mismas muestras para evaluar la relacién o expresidon de diferentes moléculas
generados por el tratamiento de ortodoncia.

He leido y entendido este documento de Consentimiento Informado o el mismo se me ha
leido o explicado. Todas mis preguntas han sido contestadas claramente y he tenido el
tiempo suficiente para pensar acerca de mi decision. No tengo ninguna duda sobre mi
participacion, por lo que estoy de acuerdo en hacer parte de esta investigacién. Cuando
firme este documento de Consentimiento Informado recibiré una copia de este (partes 1y
2).

Autorizo el uso y la divulgacion de mi informacion a las entidades mencionadas en este
Consentimiento Informado para los propésitos descritos anteriormente.
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Acepto voluntariamente participary sé que tengo el derecho de terminar mi participacion en
cualquier momento. Al firmar esta hoja de Consentimiento Informado no he renunciado a
ninguno de mis derechos legales.

Nombre del Participante

Firma del Participante y Fecha

Investigador principal

Firma del Investigadory Fecha
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