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Abstracto

Propdésito: La aspartato Aminotransferasa (AST) es una enzima soluble que normalmente
estd confinada en el citoplasma celular, pero se libera al ambiente extracelular cuando la
célula muere. Los niveles de actividad de la AST en el fluido crevicular gingival (GCF) son
considerados como importantes en la regulacion de la reabsorcion del hueso alveolar durante
el movimiento dental ortodoncico. El proposito de este estudio fue evaluar a actividad de la
AST del fluido crevicular gingival para determinar si esta enzima tiene potencial para ayudar
a diagnosticar la respuesta tisular durante el movimiento dental ortoddncico.

Materiales y Métodos: Catorce caninos superiores ¢ inferiores de pacientes con diferentes
maloclusiones de acuerdo a la clasificacion de Angle fueron seleccionados para el estudio.
Después de la extraccion de los primeros premolares, los caninos superiores e inferiores
fueron sujetos de retraccion ortoddncica en direccion distal. Se tomaron muestras del fluido
crevicular gingival del surco mesial y distal de cada canino de manera separada al inicio, a la
hora, 7, 14, 21 y 28 dias después de la aplicacion de la retraccion distal ortodoncica. La
actividad de la AST se determiné espectrofotométricamente, y los resultados se expresaron
como la actividad total de la AST (uU / muestra).

Resultados y Discusion: Los valores de la actividad de la AST en los sitios mesial y distal
aumentaron significativamente después de 14 dias comparandolo con la muestra inicial. El
incremento de la actividad de la AST fué mayor en los sitios distales (sitios de compresion)
que en los mesiales (sitios de tension). La respuesta local del huésped hacia las fuerzas
ortoddncicas parece que incrementa los niveles de actividad de la AST.

Conclusiones: el incremento en los niveles de AST en el GCF puede reflejar la actividad
biologica y los procesos de remodelacion dsea que ocurren en el periodonto durante el
movimiento dental ortodoncico controlado.
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Introduccion

En los pasados 40 afios, varios estudios han tratado de explicar el fendémeno biomecanico y
bioldgico que permite el movimiento dental ortodoncico causado por un aparato ortodoncico
(1-3].

La remodelacion dsea durante el movimiento dental ortodoncica ha sido descrita
clasicamente como un proceso continuo y balanceado, caracterizado por deposicion o6sea en
los sitios de tension y reabsorcion osea en los de presion. [4-7].

Con fuerzas de moderadas a severas, ocurre la compresion del tejido conectivo en el lado de
presion, disminuye el aporte de oxigeno y nutricion, y empieza la isquemia del ligamento
periodontal. Después de varios dias de trauma, se observa la actividad osteoclastica, y las
células del ligamento relativamente sanas empiezan a reparar el tejido necrotico.

Para monitorear la expresion de las sustancias bioldgicamente activas de manera no invasiva
en humanos, se han estudiado los cambios en la composicion del fluido crevicular gingival
(GCF) durante el movimiento dental ortoddncico [8, 9]. Estas sustancias estan involucradas
en la remodelacion 6sea, y son producidas por las células del ligamento periodontal (PDL) en
cantidades suficientes para difundirse en el GCF. Grieve y cols. [10] reportaron que la
prostaglandina-E y la interleucina-1 beta (IL - 1) en el GCF se elevan durante el
movimiento dental ortodoncico, Uematsu y cols. [11] también demostraron que la (IL - 1P),
interleucina-6 (IL-6), el factor tumoral alfa necrotizante (TNF — a) y el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) se elevaron en el GCF durante tal movimiento.

Ya que se ha demostrado la presencia del Aspartato Aminotransferasa en GFC [12], varios
estudios han demostrado que los niveles de AST en el GFC reflejan la magnitud de la
destruccion del tejido periodontal y periodontitis [13, 14]. Por esta razon se ha sugerido que
los niveles de AST en el GCF representan un marcador potencial para monitorear el
metabolismo periodontal. [15, 16].

Sin embargo, hay pocos estudios que hallan investigado el posible papel de la actividad de la
AST en el remodelado tisular incidental a las fuerzas ortoddncicas.

El proposito de este estudio fue determinar si la actividad de la AST en el GCF refleja los
cambios ocurridos en los tejidos periodontales durante el movimiento dental ortodoncico.



Materiales y Métodos

Estudio de la poblacion

Siete pacientes con tratamiento ortodoncico (cuatro mujeres, con promedio de edad de 16.5 +
1.5 afios, y tres hombres, de entre 17.6 & 2.5 afios) del Departamento de Ortodoncia, del
Colegio de Medicina Dental, Universidad de Damasco fueron seleccionados para participar
en este estudio.

Para ser elegible, estos pacientes debieron reunir los siguientes criterios: (1) Buen estado de
salud general; (2) No haber estado sometido a tratamiento con antibidticos durante 6 meses
antes; [10] Ausencia de administracion de antinflamatorios un mes antes del inicio del
estudio; (4) Periodontalmente sanos, con profundidad de sondeo generalizada de < 3 mm sin
evidencia radiografica de pérdida dsea periodontal; y (5) necesidad de extraccion de los
primeros premolares, y de retraccion de los caninos como parte de su plan de tratamiento
ortodoéncico.

Se obtuvieron las firmas del consentimiento informado de los pacientes sujetos a estudio o de
sus padres si eran menores de edad antes del inicio.

Disefio experimental

Siguiendo el plan de tratamiento ortoddncico, se obtuvieron 6 primeros premolares superiores
y 8 inferiores en el primer paso.

Tres semanas después de la extraccion de los primeros premolares, los caninos adyacentes al
sitio de extraccion [6 superiores (4 caninos de pacientes femeninos y 2 que se le extrajeron
a 1 paciente masculino)] y [8 caninos inferiores (4 caninos de 2 pacientes femeninos y 4 de
2 pacientes masculinos)] se retrajeron en direccion distal usando fuerzas de 90g en el canino
inferior y 115g para los superiores. Las fuerzas estuvieron generadas por un arco de alambre
usando un loop de retraccion verificado con un calibrador que se conformo6 para cada caso
individual. (Figure.1).

Las muestras del fluido crevicular de cada muestra se recolectaron al inicio (antes de la
aplicacion de cualquier fuerza ortodoncica) a la hora, a los 7, 14, 21 y 28 dias del inicio de la
retraccion. Durante el periodo de observacion no se realizo activacion ortodoncica.



Monitoreo clinico, muestras de GCF y analisis de la Aspartato Aminotransferasa

El status de los tejidos periodontales fue determinado por parametros clinicos como el indice
de placa (PI), indice gingival (GI) y profundidad de sondeo (PD). Estos parametros clinicos
se tomaron dos veces: antes de la colocacion de la aparatologia y en el dia 28. Una semana
antes del examen inicial, todos los pacientes recibieron un procedimiento de limpieza supra y
subgingival ultrasonico.

Se tomaron muestras individuales del GCF de manera separada de los surcos mesial y distal
de cada canino sujeto a fuerzas ortodoncicas siguiendo el método de Offenbacher et al.
(1986) [17].

La placa supragingival fué removida y se registrd en el PI. Se tomaron muestras de GCF
primero aislando el 4rea con rollos de algodon y secando el diente y su margen ginvival con
aire (para minimizar la contaminacion con saliva), y se usaron tiras de papel (Roeko Inc®,
Alemania) insertandolas por 60 segundos en el surco 1 mm dentro del margen gingival.
Después de remover la primera tira y esperar por un minuto se insertd una segunda en el
mismo sitio por otros 60 segundos. Las tiras contaminadas por saliva o sangre se excluyeron
del estudio. (Figura. 1).

Fig. 1) El loop utilizado para la retraccion canina, y la recoleccion de GCF del surco gingival.

El volumen de GCF se midi6 con un instrumento electrénico (Periotron 8000, Ora Flow)
calibrado con un método establecido y se us6 un software (Mlconvert.exe, Ora Flow) para
convertir las medidas en microlitros [18]. Directamente después de la coleccion de las
muestras de GCF, las puntas de papel se incubaron en 200 puL de solucién salina por 15
minutos. Después, todas las puntas se tiraron

5



y los tubos con los fluidos remanentes se llevaron al laboratorio de bioquimica del Hospital
Al — Assad (Damasco — Siria) para el procedimiento de analisis quimico.

Todos los tubos se colocaron en el aparato automatico espectrofotométrico (Roche Hitachi
912® - Diamond Diagnostics - USA) para que fueran analizados automaticamente sin
procedimientos manuales. EI Roche/Hitachi 912 es un sistema flexible para analisis quimicos
y clinicos especiales e inmunoensayos homogéneos. Tiene una capacidad de inicio de 35
pruebas y hasta 360 pruebas fotométricas por hora para analisis de suero, plasma, orina,
fluido cerebroespinal y hemolizados. (Figure. 2).

Fig. 2 Espectrofotometro automatico (Roche Hitachi 912®) usado para analizar los niveles de
la actividad de AST

De acuerdo a este aparato, el volumen total de GCF se expresé en (microlitros) (uL), y la

actividad de la AST se expresé con actividad total de la AST (micro unidades por muestra)

(LU / Muestra).

Procesamiento de Datos

Los valores se calcularon con una desviacion estandar promedio = (SD) y se uso6 el Analisis

de Varianza (ANOVA), para calcular la cantidad de variacién en un proceso y determinar si

¢sta es significativa o esta causada por cuestiones aleatorias
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La medicion del volumen de GCF y la actividad de la AST se expresaron como el volumen

total para cada grupo experimental considerando a cada diente como medida estadistica.

Se acepto una probabilidad de P < 0.05 para rechazar la hipdtesis nula y para determinar con

un nivel de confianza del 95% que los dos parametros no son iguales. Todos los analisis
estadisticos se realizaron con un programa de software computacional (SPSS®-2006).

Resultados

En el examen inicial, los indices clinicos, expresados como SD + promedio, se registraron

como sigue: 0.24 + 0.367, 1.68 = 0.514 mm y0.23 £+ 0.253 para PI, PD y GI respectivamente,
y después de 28 dias los indices se registraron como 0.19 £ 0.347, 1.50 = 0.453 mm y 0.30 £+
0.360 respectivamente, como se muestra en la tabla 1.

Tiempo Inicio Dia 28 Prueba de ANOVA
Indices
Indice de Placa PI 0.24+0.367349 0.19+0.34744 NS
Profundidad de sondeo PD promedio 1.68+0.514194 1.5040.453133 NS
(mm) £+ SD
Indice Gingival Gl 0.23+0.253004 0.30£0.360479 NS

Tabla (1): Los valores de los parametros clinicos usados en el estudio
NS: sin diferencia estadisticamente significativa de un par de elementos comparandolos en dos

momentos diferentes en cada grupo.
No se observaron signos de destruccion periodontal en ninglin sujeto.
El volumen de GCF fue un poco mayor en el lado de tension después de 21 y 28 dlas
comparandolo con los otros periodos de observacion. (Tabla 2). Sin embargo, no hubo
diferencia estadisticamente significativa en los resultados encontrados entre los grupos

durante 8




Todo el periodo de observacion (P > 0.05). En los sitios de presion, el volumen de GCF fue
ligeramente mayor después de 28 dias que en el demas periodo de observacion, y similar a
los resultados de las zonas de tension. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos en los sitios de presion. (P > 0.05). Se muestran mas detalles

en la tabla 2.

Tiempo Volumen de GCF en Volumen de GCF en
los sitios mesiales los sitios distales

Promedio (n L) £SD Promedio (n L) £SD
Inicio 0.46+0.1533 0.50+0.1534
Después de 1 hora 0.50+0.1532 0.50+0.0882
Dia 7 0.47+0.1411 0.44+0.0944
Dia 14 0.46+0.1051 0.47£0.1093
Dia 21 0.53+0.1203 0.50+0.1196
Dia 28 0.55+0.1585 0.56+0.1756

Prueba de ANOVA NS NS

Tabla (2): Volumenes de (GCF) en el lado mesial (tension) y distal (presion) de los caninos
(nL)
NS: sin diferencia estadisticamente significativa de un par en los tiempos analizados para cada
grupo.
La actividad de la AST en el sitio de tension aumentd gradualmente hasta que alcanzé su
maximo el dia 14. Este incremento fue estadisticamente significativo (P < 0.05). Los valores
de la actividad de AST mostraron un decremento después del dia 21 y 28 (Tabla 3). En los
sitios de presion los valores de la actividad de la AST también aumentaron gradualmente
hasta que alcanzaron un maximo en el dia 14, y su incremento también fue estadisticamente
significativo (P <0.05). 9

Entonces, después de 21 dias todos los valores disminuyeron no significativamente, y
después de 28 dias hubo un ligero incremento, pero tampoco estadisticamente significativo.

Tiempo Niveles de Actividad de la Niveles de actividad de la
AST en los sitios mesiales AST en los sitios distales
Promedio (nU / S) = SD Promedio (nU / S) = SD
Inicio 1068.57+£799.950 1142.85+769.689
Después de 1 hora 914.28+£732.726 747.14+665.252

Dia 7 1010£403.555 1288.57+785.707
Dia 14 1870+1295.169 1982.85+1093.984
Dia 21 1468.572658.376 1235.714521.251

Dia 28

1394.28+993.956

1538.57+£752.376




Prueba de ANOVA

Diferencia estadisticamente
significativa
P<0.05*

Diferencia estadisticamente
significativa
P<0.05*

Tabla (3): niveles de Actividad de la AST en el lado mesial (tension) y distal (presion) del

canino (pU/S)

Resultados de comparacion de los pares en los diferentes tiempos en cada grupo:

Inicio versus dia 14

Después de 14 dias, los valores de actividad de la AST fueron significativamente mayores en

los sitios de presion que en los de tension.

Discusion

Este estudio fue disefiado para evaluar la actividad de la AST que ocurre durante el
movimiento dental ortodoncica en humanos, con el proposito de investigar la relacion entre
los niveles en el GCF de esta enzima y la remodelacion del tejido periodontal incidental al
trauma oclusal. (en este caso, la fuerza ortodoncica). 10




Puede detectarse remodelacion incidental al trauma oclusal controlado con cambios en el
GCF, como se observo previamente en estudios longitudinales y transversales en humanos
[19]. En particular, algunos estudios [20] han encontrado un aumento en ciertos mediadores
del GCF (ej, citoquinas), que pueden actuar como marcadores de la condicion clinica durante
el tratamiento de ortodoncia. La enzima Aspartato aminotransferasa esta bien distribuida en
los tejidos, con su mayor nivel en el corazén e higado. Como esta enzima esta normalmente
confinada en el citoplasma, el aumento en sus niveles extracelulares se considera como un
signo de necrosis celular aumentada [12, 14]. De hecho, sus niveles en suero se consideran
como un marcado bioquimico de infarto al miocardio o hepatitis [20]. Se ha descrito
actividad significativa de la AST en el GCF [21] [12], en diferentes investigaciones que han
documentado una relacion positiva entre la actividad enzimatica y la severidad de la
destruccion de los tejidos, usando pacientes con gingivitis y periodontitis como modelo [14].
La actividad de la AST en el GCF se ha correlacionado con parametros clinicos de salud
periodontal, incluyendo pérdida de insercion, niveles de hueso alveolar e indice gingival.
Ademas se ha demostrado que el aumento en la actividad de la AST en el GCF se relaciona
con la actividad de la periodontitis. [14].

En tejidos periodontales, el movimiento dental ortodoncico produce procesos bioldgicos
previamente descritos como un fendémeno continuo, que permite la reabsorcion en los sitios
de presion y la deposicion Osea en los sitios de tension [4-7]. La investigacion histoldgica en
animales [20] ha demostrado que tanto la deposicion como la reabsorcion tienen lugar en los
sitios de tension y compresion en el hueso alveolar sometido a estrés mecanico por el
movimiento dental. De acuerdo a estos datos [20], una ola temprana de reabsorcion, que
requiere de 3 a 5 dias, esta seguida por una contraria, (5 a 7 dias), y después viene un
periodo de formacion de hueso de 7 a 14 dias. Este proceso parece ocurrir tanto en el lado de
presion, como en el de tension de la pared alveolar. Este modelo esta delineado por una fase
inicial asincrénica en la que la reabsorcion 6sea es mucho mayor que la deposicion, mientras
que en la etapa final, la reabsorcion y deposicion son mas sincronicas.

En el presente estudio, ocurrié un ligero aumento en el volumen de GCF en los sitios
mesiales una hora después de la aplicacion de la fuerza. Después de una semana, los valores
del volumen de GCF volvieron a bajar y aumentaron gradualmente después de los dias 21 y
28. Sin embargo, todos los cambios recientes no fueron estadisticamente significativos. 11



Los aparatos fijos, cuando se colocan en la boca, juegan un papel importante para atraer placa
dental, que puede resultar en inflamacion gingival, y esta ultima pueden causar un aumento
en el volumen de GCF. Aunque el aumento ligero de los valores de GCF en este estudio no
fue estadisticamente significativo, pudo deberse a la inflamacion ligera que existié después
del dia 28. Esta inflamacion nunca lleg6é a mostrar valores destructivos. (0.23 +0.253, 0.30 £
0.360 al inicio y después de 28 dias respectivamente).

Por lo tanto, la ligera variacion en el volumen de GCF puede explicarse por las fuerzas
mecanicas a las que el diente fue sometido.

Debe destacarse que el nivel de AST en el GCF de 800 pU / Muestra es aproximadamente 20
veces mayor que los niveles encontrados en el suero de pacientes periodontalmente sanos, y
que se encontrd niveles sanos y con enfermedad periodontal de AST >800 pU / Muestra en el
GCF, lo que indica que la destruccion local de los tejidos ocurre tanto en sitios sanos como
enfermos [22]. Sin embargo, esta destruccion no necesariamente resultdé en cambios
significativos en el nivel de insercion.

De acuerdo a estos datos parece un poco dificil determinar un valor de referencia de AST en
el GCF, ya que es normal detectar niveles tan altos como 800 pU / Muestra. En nuestro
estudio de cinco puntos en el tiempo, incluyendo el inicio, nos ajustamos para monitorear el
comportamiento de la AST, y con propositos estadisticos, para poder detectar donde se
localizaba el apice de los niveles de AST, consideramos solo las diferencias en los valores
entre cada punto de referencia en el tiempo y el inicio. Asi después de 14 dias, los valores de
actividad de la AST en el GCF demostraron incrementar significativamente tanto en los sitios
de presion como en los de tension. Este aumento en la actividad de la AST puede explicarse
como consecuencia de la remodelacion del tejido. De hecho, la compresion del ligamento
periodontal induce a una hialinizacion de la zona mas comprimida. Esta zona hialina se
describe como una de necrosis focal aséptica que es resistente a la degradacion y persiste en
la zona de presion, dependiendo de la magnitud de la fuerza.

Los niveles de actividad de la AST en el dia 14 en los sitios de compresion cuando se
compararon con los de tension, fueron mayores, aunque la diferencia de esta comparacion no
se procesoé estadisticamente.

Con todo y las limitaciones de este estudio y un volumen de la muestra restringido, podemos
decir que la actividad de la AST en el GCF se afecta de hecho por el trauma oclusal
controlado, lo que causa 12



Remodelacion del tejido, que es un valor parcialmente influenciado por factores tales el
estrés biomecanico, y la inflamacion gingival. Sin embargo, cuando la inflamacion gingival
se mantiene bajo control, la actividad de la AST en GCF puede considerarse como un
indicador confiable de los efectos producidos por el tratamiento ortodoncico.

Conclusion

Este estudio demuestra un ligero aumento en el contenido de fluido gingival y de AST en
dientes sometidos a un sistema de fuerzas ortodoncicas. Esta actividad enzimadtica afecta
también a las diferentes presiones ejercidas en el periodonto por las fuerzas ortodoncicas
como procesos continuos que ocurren en el ligamento periodontal.
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