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Resumen

El esqueleto se remodela continuamente por un proceso coordinado por las células del
osteoblasto. La remodelacidn désea implica una red compleja de sefialamientos de célula-célula
que involucra hormonas sistémicas, citocinas producidas localmente, factores del
crecimiento y por la influencia mecanica que se ejerce en las células. En este estudio,
reportamos los efectos de la deformacién mecanica en la sintesis de la IL-6, IL-10, IL-12, y
TNF-a en osteoblastos murinos cultivados in vitro. Los osteoblastos murinos fueron cultivados
en el medio de F12 DMEM, suplementado con suero fetal de becerro al 10% vy antibidticos. Los
cultivos se mantuvieron a 37°C., en una atmoésfera humedecida de 5% de CO; y 95% de aire.
Los cultivos de 10 cajas petriperm se sometieron a la deformacién mecanica durante 6
segundos por cada 1.5 minutos de 0 a 96 horas. El sobrenadante de cada muestra fue
recolectado tanto del grupo experimental (n=10) como del grupo control (n=10) durante las 2, 8,
16, 24, 48, 72 y 96 horas y almacenado a -70°C. La concentracion de las citocinas fue
determinada por inmuno ensayo (ELISA). Los resultados demostraron que los
osteoblastos sometidos al proceso de deformaciéon mecanica alteraron la sintesis de la
IL-6, IL-10, IL-12 y el TNF-a comparados con su grupo control. Se determiné que
durante las primeras 24 horas de deformacién hubo sobre produccion de TNF-q,
seguida de una sobre produccion de IL-6 posterior a las 24 horas, ambas citocinas
contribuyen a la actividad osteoclastica en la induccidn de la resorcién ésea. La [L-12
demostrd un incremento durante las primeras 24 horas, lo cual podria controlar el
proceso de resorcion 6sea. Sin embargo la IL-10 demostro una reduccién significativa
durante las primeras 24 horas, lo que contribuye a un retardo en la calcificacién de la
matriz 6sea permitiendo eventos fisioldgicos de la remodelacién dsea. Por lo tanto, se
puede concluir que la deformacion mecanica en osteoblastos murinos cultivados in
vitro, regula la produccion de IL-6, IL-10, IL-12 y el TNF-q. Estas citocinas a su vez,

tienen efectos sobre la remodelacién 6sea.
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Abstract

The skeleton is continuously remodelled throughout life, a process that is “orchestrated” by cells
of the osteoblast lineage. Remodelling involves a complex network of cell-cell signalling
involving systemic hormones, locally produced cytokines, growth factors and the mechanical
environment of the cells. Here, it is reported on the effect of mechanically-induced strain on the
synthesis by murine osteoblasts in monolayer cultures of IL-6, IL-10, IL-12, and TNF-a. Cells
released from the calvarias balb/c mouse, were cultured in F-12 / Dulbeco’s modified Eagle’s
medium, containing 10% foetal calf serum and antibiotics. Incubation was carried out at 37°C. In
a humidified atmosphere of 5% CO, with 95% air. Media were collected and the cytokines
levels measured by enzyme-linked immunoassay (ELISA) at 2, 8, 16, 24, 48, 72 and 96 hours.
The results have demonstrated that osteoblasts under mechanical deformation altered
the synthesis of IL-6, IL-10, IL-12 and TNF -a compared with their control group. It is
shown that TNF-a was up regulated during the first 24 hours of deformation, with up
regulated production of IL-6 after 24 hours. Both citokines regulate RANKL which
induces osteoclast activity during bone resorption. Also IL-12 was up-regulated during
the first 24 hours, which could inhibit bone resorption, nevertheless IL-10 was
demonstrate to have a significant reduction during the first 24 hours of mechanical
deformation, which contributes to delay the matrix calcification allowing physiological
events of bone remodeling. We concluded that mechanical deformation has effects on the
regulation of the production of IL-6, IL-10, IL-12 and TNF-a in murine osteoblasts cultivated in

vitro. These cytokines have known effects upon bone remodeling.
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1 Introduccién

La importancia de la deformacién mecanica en mantener fa estructura del tejido
esquelético ha sido estudiada desde mediados del siglo XIX por von Meyer
(1867) y Wolf (1892). El tejido dseo es remodelado continuamente a través de la
vida por la resorcion del hueso viejo por medio de los osteoclastos y la formacion
de nuevo hueso por los osteoblastos. La resorcion y formacion 6sea se da en
forma regulada, iogrando un proceso de renovacion del tejido dseo en el que se
mantiene su estructura integra (Frost, 1963). La remodelacién 6sea estd dirigida
por la linea celular del osteoblasto que lleva a cabo un proceso complejo en el
que participan las células del hueso, hormonas sistémicas, citocinas producidas
localmente, factores de crecimiento que se encuentran secuestrados dentro de la
matriz dsea y por la estimulacién mecanica que se ejerce en las células del tejido
6seo. Las hormonas sistémicas y la estimulacién mecanica influyen en el proceso
de controlar la sintesis o accidon de las citocinas durante €l proceso de
remodelacién ésea. Las primeras citocinas que demostraron en participar en
algunos eventos fisiologicos asociados con la remodelacién 6sea fueron la
Interleucina 1 (IL-1) (Gowen et al., 1983; Heath et al., 1985) seguida del factor de
necrosis tumoral (TNF) (Bertolini ef al, 1986} y la Interleucina-6 (ishimi et af,
1990) entre otras. Sin embargo, en la actualidad adn se desconoce el mecanismo
por el cual la deformacién mecanica induce la remodelacién 6sea a través de las
citocinas. El determinar los aspectos celulares y moleculares que participan en tal
proceso, es fundamental tener claro el conocimiento bicldgico y asi desarrollar

nuevas terapéuticas.



Antecedentes

La carga mecdanica que es aplicada al esqueleto mantiene la estructura y funcion
del tejido Gseo (Skerry, 1999). Estudios realizados in vivo, demostraron que la
deformacidén mecanica del tejido éseo regula el metabolismo éseo (Huiskes et al.,
2000), ya que se demostré que la ausencia de carga mecanica sobre el tejido
bseo causd reduccion en la produccion de matriz, disminuyendo el contenido de
mineral e inhibiendo la formacién de hueso nuevo (Vico ef al, 2001; Basso y
Heersche, 2002). Aunque varios investigadores han estudiado la interaccién entre
el osteoblasto y el osteoclasto poco se sabe de la induccion fisiologica por el cual
la deformaciéon mecanica influye en el tejido 6seo después de aplicar una carga
sobre éste.

La estructura del hueso esta conformada de cuatro tipos de células, osteoblastos,
osteoclastos, osteocitos, y un tipo de células aplanadas que se encuentran en
reposo rodeando a la superficie del hueso. El osteoblasto junto con los
condroblastos, fibroblastos, adipositos y mieloblastos se derivan de células del
mesénquima (Kember; 1960; Young, 1962), mientras que los osteoclastos son
células de origen hematopoiético derivada de la linea de! monocito-macréfago
(Friedestein, 1976; Owen, 1988; Beresford, 19838). La diferenciacién de!
osteoblasto se debe al core-binding factor alpha-1 (Cbfa-1), miembro de la familia
de factores de transcripcion, que pertenece a la familia del gen Runt (Ogawa, et
al., 1993). Cbfa-1, también es denominada factor especifico del osteoblasto 2

(Osf2), regula la expresion de genes que inducen la sintesis de osteocalcina,



colageno Tipe |, sialoproteinas y ostepontinas entre otras. Estudios realizados en
cultivos celulares han demostrado que la deficiencia de Cbfa-1 produce
anommalidades esqueléticas correlacionados en la disostosis cleidocraneal
(Komori et al., 1987, Ofto et af, 1997). La principal funcion del osteoblasto es
sintetizar los componentes que constituyen la matriz extracelular del hueso. Estas
incluyen las macromoléculas estructurales, como el colageno tipo [, el cual forma
el 80 por ciento de la matriz organica, proteoglicanos, proteinas no colagenas y
proteinas de adhesién (Burgess y Maciag, 1989). Los proteoglicanos y colagenos
ayudan a la conformacion estructural del hueso, modulan los factores de
crecimiento y activan diferentes citocinas (Burgess y Maciag, 1989); ademas
ayudan a la regulacién de las enzimas que degradan al hueso (Ruoslahti y
Yamaguchi, 1991). Una caracteristica importante del osteoblasto, es que tiene la
capacidad de regenerar el hueso tanto in vivo como in vifro por el mismo
osteoblasto. Estudios realizados en cultivos de osteoblastos, demostraron que las
proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs) son importantes en la determinacion
del fenotipo del osteoblasto. Estas proteinas pertenecen a la familia del factor
transformante de crecimiento beta (TGF-8), y estimulan la expresién de
marcadores fenotipicos en el osteoblasto como son la fosfatasa alcalina, la
sintesis de la osteocalcina, la respuesta al adenosin monofostato ciclico (AMPc) y
al colageno tipo I.

El ejercicio fisico a través de la actividad muscular induce que el tejido 6seo se
remodele (Duncan y Turner, 1995), al conocer este hecho, la deformacién
mecanica de células 6seas empezod a tener gran interés para su estudio. Durante

los primeros experimentos de cultivos de osteoblastos probaron que la



remodelacién del hueso era mediada por la via de las prostaglandinas y por la
produccién del adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Rodan ef al., 1975, Hareli et
al, 1977). Después se mostré que podia activar el inositol fosfato (IP}) (Sandy et
al., 1989). No obstante los aspectos moleculares en la induccion de la
remodelacion 6sea a través de la deformacion mecanica no se ha podido entender
en su totalidad. Los cambios en la forma del osteoblasto, por la deformacién
mecanica, producen una variedad de efectos mediados por las integrinas como la
fibronectina vy la vitronectina (Wang et al, 1993) incrementando su actividad
metabdlica. Posteriormente se demostrd que los osteoblastos también pueden
responder a cualquier fluido que comprima a las células (Owan et al, 1997),
aumentando |la expresion de ostepontina.

La resorcién dsea es un proceso complejo que involucra la remocién tanto mineral
como la parte organica de la matriz 6sea. Los osteoclastos son los responsables
de este proceso, que s6lo ocurre en |la zona de resorcion subosteoclastica. Los
osteoclastos acidifican el medio permitiendo la disolucion del mineral, junto con la
participacion de las metaloproteinasas (MMPs) (Sellers et al., 1978; Murphy et al.,
1989; 1991, Heath &f al,, 1882; 1984; Muller ef al., 1988, Meikle et af, 1982) y de
las cisteinas proteinasas (CPs). L.a remodelacién 6sea es usualmente regulada por
una interaccion compleja célula-célula y por la interaccion de la matriz del hueso
con las células que involucran la produccion de enzimas activadoras e inhibidoras,
ademas por moléculas reguladoras como las citocinas y factores de crecimiento.
Asi mismo participan hormonas como la hormona paratiroidea (HPT) (McSheehy y
Chambers, 1986), la vitamina Ds; (Kumenawa et al, 1991), la hommona del

crecimiento y hormonas sexuales que actian en una forma compleja. Estudios



moleculares y celulares han manifestado que grupos especificos de la colagenasa
penetran el colageno intersticial, la gelatinasa (Murphy ef al., 1989) degrada los
tipo IV, V, VIl y IX, junto con otras enzimas como la estromelisina (Senior ef al.,
1990) que actian en los diferentes tipos de colageno. Ademdés de producir las
MMPs e! ostecblasto (Figura 1), también produce un inhibidor tisular de las
metaloproteinasas (TIMP) que contrarresta la produccidn de las metaloproteinasas
el cual el mas comin es el TIMP-1 (Murphy ef al, 1991). La expresion de MMPs y
TIMP producido por las células 6seas es regulada por una variedad de citocinas,
particularmente por la IL-1, factores de crecimiento y hormonas (Murphy et al,

1989; Pavloff et al., 1992; Kumenawa et a/., 1991).

Hormona Paratiteldea Vitamina D3
Intetleucina-1
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Figura 1.



Figura 1. Regulacion de la resorcion del hueso por los osteoblastos. La fase
inicial consiste de la degradacién de la superficie por la accion de las
metaloproteinasas (MMPs) que son secretadas por el osteoblasto en respuesta a
la hormona paratiroidea (PTH), la 1,25(0OH)2D3 y las citocinas (IL-1). También los
osteoblastos secretan el M-CSF, y el OPG/RANKL, quienes estimulan a los

osteoclastos en la formacién y funciodn.

Las citocinas que participan en la remodelacidon ésea expresadas por el
osteoblasto, son moléculas de bajo peso molecular (MW< 25kDa) que regulan o
modifican la accién de ofra célula, en forma autocrina ¢ paracrina. También
exhiben actividades biol6gicas sobrepuestas con efectos pleitropicos. Ademas de
las citocinas, participan en la remodelacién ¢sea, el TNF, el interferon, factores de
crecimiento y factores estimulantes de colonias (Meikle, 2002).

La interleucina 6 (IL-6) miembro de la familia gp130, que incluyen a la
cardiotropina-1, factor neutréfilo ciliar (CNTF), interleucina 11 (IL-11), oncostatina-
M (OSM) y neutrofina-1, que parecen tener un trasnductor de sefal comun (gp
130), en las que se producen estructuras y actividades similares a una variedad de
células como son las hematopoleticas, los hepatocitos, las células de las neuronas
y las células 6seas (Heyman y Russelle, 2000). Esta citocina tiene efectos en las
osteoclastogénesis y en la induccién de la resorcion 6sea (Kotake et al, 1998),
junto con la IL-1, el TNF y la HPT. Sin embargo, cuando los osteoclastos de
cultivos celulares de meédula 6sea son estimulados por IL-6 por induccién de la iL-
1 y se les adicion6 el antagonista de la IL-1, se observd la inhibicidon en la

formacion de osteoclastos por medio de la IL-6 (Devlin ef al, 1398). La IL-6



también estimula la actividad de los osteoclastos, por un mecanismo indirecto el
cual incrementa la interaccién entre el osteoblasto y el osteoclasto, no obstante, se
conoce que los osteoblastos expresan IL-6, pero no inducen la resorcién del hueso
por si misma (Hatersley et al., 1998). Recientemente se ha estudiado que la IL-6
es responsable de estimular la produccién osteoblastica y de regular la actividad
osteoclastica a través del factor Nuclear x B (RANKL) (Kwan et al., 2004).

El TNF-a es una citocina multifuncional producida principalmente y activada por
los macréfagos y que ejerce diversas funciones. El TNF-a (proteina madura) es
expresada bajo condiciones fisiolégicas y por una adhesidn proteolitica del
precursor pro TNF-a, una proteina de tras membrana tipo Il de la unidn Ala76-
Val77, esta citocina induce la osteoclastogénesis (Black et al., 1897), por sobre
regulacién del RANKL activando la diferenciacién de los osteoclastos a través de
un mecanismo autocrino (Zou ef al., 2001), tanto in vitro (Thompson et al., 1987),
como in vivo (Kéning et al., 1988). Ademas se ha demostrado que la participacion
del TNF-a en la pérdida de hueso es notable en la periodontitis, en los implantes
perdidos y en otra forma de osteolisis del hueso cuando se trata de un proceso
inflamatorio (Bingham et al., 2002). Los osteoclastos activados por el TNF-q,
tienen la capacidad de inducir la resorcién del hueso con la presencia de la IL-1a
siempre y cuando hay un problema patolégico inflamatorio (Kobayashi et al.,
2000). La IL-1 junto con el TNF-a juegan un papel importante en la resorcién 6sea
en cualquier enfermedad inflamatoria patolégica en el hueso (Dinarello, 1994
;Kobayshi et al., 2000), tanto la IL-6 como el TNF-a participan en la induccién de la
resorcidbn Osea en la remodelacion 6sea sin embargo, poco se sabe cémo

responde estas citocinas bajo la deformaciébn mecanica. En el proceso de



remodelacién 6sea ademas de las citocinas antes mencionadas también se cree
que participan otras 20 citocinas, y en este caso solo se referiran la IL-10 y 1L12,
las cuales fueron estudiadas en este proyecto para evaluar su papel durante la
deformacién mecdanica en la remodelacion ésea. La IL.-10 fue descrita inicialmente
como un producto derivado de las células murinas Th2 que inhibe la sintesis de
las citocinas de células Th1 {Moore ef al, 1993), ahora se sabe que también es
producida por una gama de diferentes células como los CD4 +, ThO y las células
Th1, CD8 *, células T, células B, queratinocitos, varias lineas de células
tumorales y de importancia particular, los monocitos/macréfagos (De Waal et al.,
1991:Yssel et al, 1992; O'Garra., 1998). La IL-10 Inhibe varias funciones de los
macréfagos (De Waal et al, 1991) y estimulan el crecimiento de mastocitos
(Thompson et al,1991). Aunque esta citocina tiene actividades pleiotropicas,
también se ha mostrado que tiene efectos en la diferenciacién del osteoblasto
(Van Vlasselaer, et al,1993), asi como un potente inhibidor de la formacion de
osteoclastos (Owen et al., 1996) que en forma selectiva inhibe la diferenciacién de
osteoclastos progenitores (Xu et al., 1995). Por otra parte {a {L-12, es una citocina
producida por macréfagos y linfocitos B, que tiene miltiples efectos en las células
T y células NK, incluyendo el estimulo de la actividad citotoxica, de proliferacion,
de promocion en el desarrollo de las Th1, del Interferon-Gamma (INF-y), y de la
produccion del TNF (Banchereau y Steinman, 1998). En un estudio Undawa
(1997) concluyé que el INF-y es un inhibidor poderoso de la osteoclastogenesis
cuando se utilizé una dosis dependiente de 1L-12, posteriormente Horwood ef al.,
(2001) informé6 que la IL-12 es una citocina estimulante y poderosa en la que

puede inhibir la formacién de los osteoclastos en co-cultivos de células de hueso



de raton in vitro, el efecto resultd dosis dependiente durante el periodo de cultivo.
También se ha demostrado que La IL-12 inhibe la formacidon del osteoclastos en
cultivo de células de médula de hueso de ratdn tratadas con M-CSF (Kitaura ef al.,
2002), e induce la apoptosis de las células vecinas con la participacion del TNF-a
y en la formacién mediada por osteoclastos de células derivadas de la médula de
hueso de ratén, demostrando que la IL-12 pueden inhibir la formacion de
osteoclastos, relacionada tanto en la resorcion fisioldgica del hueso inducida por
jos RANKL, como la resorcién patolégica del hueso inducida por el TNF-a.
Posteriormente se ha reportado que la IL-12 inhibe la formacion de osteoclastos
en la formacidén positiva-trap de cultivo con el M-CSF inducido como precursores
de los osteoclastos (Nagata et al., 2003). Por todo o estudiado y demostrado
anteriormente, el propésito de este estudio fue de evaluar el papel de las citocinas
en el proceso fisiologico de la remodelacién 6sea inducida por la deformacion
mecanica en osteoblastos murinos cultivados in vitro, para determinar los aspectos

celulares y moleculares involucrados en dicho proceso.



2. Planteamiento del problema

La carga mecanica que es aplicada al esqueleto, mantiene la estructura y
funcién del tejido 6seo. Durante el proceso de la remodelacién ¢sea participan
diferentes citocinas. ;Sin embargo se puede explicar la remodelacion ésea

debida a la deformacién mecanica por la produccion de citocinas?
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3. Hipotesis

La deformacion mecénica intermitente incrementa la produccién de interleucinas en
osteoblastos murinos cultivados in vitro. Estas citocinas contribuyen a los sucesos

relacionados con la remodelacion dsea.
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Evaluar los efectos de la deformacién mecanica intermitente en osteoblastos
murinos cultivados in vitro en la produccion de citocinas para determinar los

eventos que estan involucrados en la remodelacién ésea.

4.2 Objetivos especificos

1- Establecer un modelo de cultivo celular de osteoblastos derivados del craneo de
ratén balb/c in vifro .
2- Evaluar los efectos de la deformacidn mecanica intermitente en ostecblastos

murinos cultivados in vitro sobre la produccién de fa IL -6, IL-10, IL-12 y el TNF-a.

12



5. Método

Disefio del estudio

El presente estudio fue experimental en el que se derivaron osteoblastos dei
craneo de ratones recién nacidos Balb/c y se cultivaron in vitro en cajas petriperm
de 30mm con bases flexibles para ser sometidos a deformacién mecanica
intermitente de 0 a 96 horas (n=10). El grupo control no fue sometido a
deformacién (n=10). Se recolectaron los sobrenadantes de las 2, 8, 16, 24, 72 y
96 horas, los cuales fueron guardados a -70°C. Los sobrenadantes fueron
analizados por ELISA para determinar los efectos de la deformaciéon mecanica en

osteoblatos murinos sobre la produccion de IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a.

5.1 Quimicos y reactivos

Los anticuerpos murinos de la (L6, IL-10, IL-12 y TNFa fueron obtenidos de la
compafiifa Pharmigen (USA). Medios de cultivo, antibiéticos, suero fetal de ternera y
tripsina EDTA fueron obtenidos de la compariia Gibco (Grand Island, N.Y). Ratones
hembras recién nacidas Balh/c fueron obtenidos del bioterio del Instituto Nacional de
Cardiologia Ignacio Chavez de los cuales fueron sacrificados de acuerdo a las guias

de investigacién aprobadas por el comité ético del Instituto.

5.1.1 Cultivos primarios de osteoblastos murinos.
Los osteoblastos murinos fueron preparados y caracterizados por la modificacién

de un método previamente descrito por Heath ef af, (1984). El crAneo de 30
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ratones hembras recién nacidas (1-2 dias) les fueron extraidos los huesos
frontales y parietales, estos fueron removidos asépticamente y eliminando el
tejido adherente como piel, musculo y tejido nervioso. Los huesos fueron
expuestos a su digestion enzimatica por medio de tripsina EDTA (10 mg/mi
(Gibco, USA), los osteoblastos desprendidos de la primer digestion enzimatica de
20 minutos y de la segunda digestion durante los proximos 40 minutos fueron
eliminados. Los huesos del craneo restante fueron lavados en soluciéon buffer de
fosfatos (PBS) vy cortados en pedazos con un bisturi antes de una tercera
digestion enzimatica durante otros 20 minutos. El medio fue centrifugado a 1000
rpm durante 5 minutos, los osteoblatos obtenidos fueron contados en una camara
de New Baver ajustados a 1 x10°8 células en 1 ml para ser resuspendidos en cajas
petri de 6 pozos de 35 mm en un medio de cultivo F-12 Dulbecco modificado
(Ham’'s F12-Dulbecco’s modified Eagles’s medium -DMEM) con un 20% de suero
fetal bovino (FCS Globerfanr) 100 U/mi de penicilina, 100 ug/mi de estreptomicina
y 0.25 ug/ml de anfotericina, creciendo las células a 37°C en una atmosfera
humidificada de 95% de aire y un 5% de CO, . E! medio de cuitivo fue

reemplazado cada 48 o 72 horas dependiendo del cambio de pH que se presento.
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Figura 2. Osteoblastos derivados del craneo e raton balb/c

Ratones hembras Balb/c
proporcionadas por el bioterio del
Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez" de la Ciudad de
México. Estos especimenes fueron
sacrificados de acuerdo a las
normas éticas establecidas por el
propio Instituto.

El craneo de 20 ratones hembras
(Balb/c) recién nacidas (1-2 dias),
los cuales les fueron extraidos
asépticamente los huesos frontales
y parietales, eliminando todo tejido
adherente como piel, musculo vy
tejido nervioso.
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Exposicion de los huesos a
digestion enzimatica por medio de
tripsina EDTA (10 mg/ml (Gibco,
USA). Los osteoblastos
desprendidos entre 20 y 40
minutos fueron eliminados. Los
huesos del craneo restantes fueron
lavados en solucibn buffer de
fosfatos (PBS) y cortados en
pedazos pequenos con un bisturl
antes de una tercera digestion
enzimatica durante otros 20
minutos.

Osteobiastos murinos de 4 semanas de
cultivos.
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5.1.2 Deformacién mecanica de los osteoblastos murinos

El sistema fue basado en un modelo de cajas de petri (Banes et al. 1985;Garcia S.
1995; Garcia y col., 1995) que en resumen es el siguiente: Utilizando cajas de
petri Petriperm (30mm, In Vitro systems, Alemania) con bases flexibles hechas de
polifluoritano, fueron deformadas sobre anillos de caucho en una base de acrilico,
se aplicé vacio de -11 mg de Hg produciendo un aumento de la superficie del drea
en un 5% (1.5mm) a temperatura de 37°C durante el experimento. Una atmésfera
de CO; estuvo presente durante la deformacién de {a base de la caja petri. Grupos
de 10 cultives fueron aleatoriamente colocados tanto controles como
experimentales y fueron incubados secuencialmente en el mismo lugar. La (nica
diferencia fue que e! grupo control no fue expuesto a ia deformacidon mecanica.
Esta deformacién fue aplicada intermitentemente por 6 segundos cada 1.5 minutos |
de 0 a 98 horas. El sobrenadante fue recolectado después de la deformacion ¢
intermitente durante las 2, 8, 24, 48, 76 y 96 horas de cultivo y centrifugado a
1000 rpm para remover cualquier particula extrafa. El sobrenadante fue
almacenado a -70°C para poder determinar la produccién de IL-8, IL-10, IL-12 y el
TNF-a por medio de un ensayo de ELISA (Enzyme-linked immunoassay) (Garcia-
Lépez ef al., 2005)

Analisis estadistico

Los resultados son expresados en promedio + (SEM): (n=10). La prueba de T -
Student fue utilizada para detectar diferencias significativas. Los resultados fueron
analizados con el programa Prism (USA) para computadora personal.
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6 Resultados

Para investigar los efectos sobre la produccién de citocinas por medio de la
deformacién mecanica en osteoblastos murinos, se registré en forma cuantitativa
(pg/ml) de acuerdo al disefio del estudio se tomé el promedio de cada
sobrenanadante a las 2, 8, 24, 48, 72 y 986 horas. Como parte del analisis de los
resultados se separaron dos grupos que corresponden al grupo control (n=10, sin
deformacién mecanica) y el grupo experimental (con deformacion mecanica, n=10})
seleccionados aleatoriamente para ambos grupos utilizando un paquete
estadistico (Prism U.S.A.) para computadora personal y se realizd ia pruebade T
para distinguir su diferencia significativa entre el grupo control y el grupo
experimental.

En el experimento se derivaron osteoblastos del craneo de ratones recién nacidos
Balb/c y se cultivaron in vitro en cajas petriperm de 30mm con bases flexibles para
ser sometidos a deformacidon mecanica intermitente de 0 a 96 horas (n=10). El
grupo control no fue sometido a deformacién (n=10). Se recolectaron los
sobrenadantes de las 2, 8, 16, 24, 72 y 96 horas y fueron guardados a -70°C. Los
sobrenadantes fueron analizados por ELISA para determinar los efectos de la
deformacion mecanica en osteoblatos murinos sobre la produccion de IL-8, IL-10,
IL-12 v TNF-.

Los resultados mostraron que los osteoblastos murinos cultivados in vifro sintetizaron
en forma cosntante [L-10, su produccién aumenté paulatinamente a partir de las 2
horas hasta las 48 horas posteriormente empez6 un decremento llegando a los

mismos niveles de las 2 horas (grafica 1 y 2). La deformacion mecanica de los
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osteoblastos murinos provocs disminucion desde las 2 hasta las 24 horas en forma
significativa en la produccién de IL-10 (grafica 2) comparada con los cultivos del
grupo control (gréfica 1; p<0.001). Sin embargo a las 48, 72 y 96 horas no hubo
diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos.

En relacidn a la 1L-12, los osteoblastos murinos la produjeron en forma constante
y su produccion se mantuvo en forma estable hasta las 96 horas del periodo de
cultivo en el grupo control (grafica 3). En contraste la IL-10, con la deformacion
mecanica de los oteoblastos murinos cultivados in vifro, tuvo un efecto
estimulante sobre la sintesis de IL-12 a partir de las 2 vy hasta las 24 horas
(grafica 4) comparados con el grupo control (grafica3; p<0.001). A partir de las 48
horas, el efecto estimulante regresd a niveles similares al del grupo control sin
presentar diferencias estadisticamente significativas (gréafica 4).

Asi mismo, se observd que la IL-6, también se expresa en forma constitutiva esta
citocina en los osteoblastos murinos de las 2 hasta las 96 horas (grafica 5).
Aunque las células deformadas incrementan significativamente la produccion de
ésta citocina a las 24 horas y aun mas a las 48 horas (p<0.001) comparadas con
el del grupo control (gréfica 6). El efecto estimulante durante la deformacion
mecanica de los cultivos murinos se perdié a partir de las 72 horas.

Por otra parte, TNF-a también se expresa en forma constante desde las 2 hasta
las 96 horas (grafica 7) en los osteoblastos murinos cultivados in vitro. La
deformacién mecénica incrementa la produccion de TNF-a desde las 2 hasta las
24 horas (p<0.001) comparadas con su grupo control y a partir de las 48 horas

regreso a niveles similares al grupo control.
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Grafica 1 y 2. Produccién de Interleucina-10 en cultivos de monocapas de
osteoblastos murinos del grupo control (1) y deformados mecanicamente (2).
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Graficas 1 y 2 Monocapas de cuitivos de osteoblastos murinos fueron sujetos a la
deformacion mecanica durante 6 segundos cada 1.5 minutos de 2 a 96 horas,
comparados con osteoblastos no estimulados. E! sobrenadante fue analizado para
IL-10 por medio de la prueba de ELISA. La primera gréafica representa el control
(osteoblastos no deformados) y la segunda grafica el experimental (deformado
mecanicamente). Los resultados son expresados en promedio + (SEM): (n=10). La
prueba de T de Student fue utilizada para detectar diferencias significativas.

wrkie

(p<0.001) de IL-10 en los ostecoblastos deformados comparados con los no
deformados.

* (p<0.01) de IL-10 en los osteoblastos deformados comparados con los no
deformados.
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Graficas 3 y 4. Produccién de Interleucina-12 en cultivos de monocapas de
osteoblastos murinos del grupo control (3) y deformados mecanicamente (4).
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Graficas 3 y 4 Monocapas de cultivos de osteoblastos murinos fueron sujetas a la

deformacién mecanica durante 6 segundos cada 90 segundos de 2 a 96 horas,
comparados con osteoblastos no estimulados. Ef sobrenadante fue analizado para
la IL-12 por medio de la prueba de ELISA. La primera grafica (3) representa el
control (osteoblastos no deformados) y la segunda grafica el grupo experimental
(4) deformados mecanicamente. Los resultados son expresados en promedio +
(SEM): (n=10). La prueba de T de Student fue utilizada para determinar diferencia
significativa. *** Incremento altamente significativo a las 2, 8, 18, y 24 horas
(p<0.001) de IL-12 en los osteoblastos murinos deformados mecanicamente
comparados con los no deformados.
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Graficas 5§ y 6. Produccion de Interleucina-6 en cultivos de monocapas de

osteoblastos murinos del grupo control (5) y deformados mecéanicamente (6).
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Graficas 5 y 6 Monocapas de cultivos de osteoblastos murinos fueron sujetas a la

deformaciéon mecanica durante 6 segundos cada 90 segundos de 2 a 96 horas,
comparados con osteoblastos no estimulados. El sobrenadante fue analizado para la IL-6
por medio de la prueba de ELISA. La primera grafica (5) representa el control
{osteoblastos no deformados) y la segunda grafica el grupo experimental (6) deformados
mecanicamente. Los resultados son expresados en promedio £ (SEM): (n=10). La prueba
de T de Student fue utilizada para determinar diferencia significativa. *** Incremento
altamente significativo a las 24 y 48 horas (p<0.001) de IL-6 en los osteoblastos murinos

deformados mecanicamente comparados con los no deformados.
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Graficas 7 y 8. Produccion del TNF-a en cultivos de monocapas de osteoblastos
murinos del grupo control (7) y deformados mecanicamente (8).
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Graficas 7 y 8.Monocapas de cultivos de osteoblastos murinos fueron sujetas a la

deformacién mecéanica durante 6 segundos cada 90 segundos de 2 a 96 horas,
comparados con osteoblastos no estimulados. El sobrenadante fue analizado para
el TNF-a por medio de la prueba de ELISA. La primera grafica (7) representa el
control (osteoblastos no deformados) y la segunda gréfica el grupo experimental
(8) deformados mecanicamente. Los resultados son expresados en promedio +
(SEM): (n=10). La prueba de T de Student fue utilizada para determinar diferencia
significativa. *** Incremento altamente significativo a las 2, 8 y 24 horas (p<0.001)
del TNF-a en los osteoblastos murinos deformados mecanicamente comparados

con los no deformados

23



7. Discusion

En el presente estudio se utilizd un modelo previamente establecido y validado para
derivar osteoblastos a partir del craneo de ratén (Heath et al., 1985), los osteoblastos
obtenidos fueron sembrados en cajas petri pemn (In Vitro Gemany), las cuales
tienen la propiedad de que la base se puede deformar en forma convexa
(Hasegawa ef al., 1985; Banes et al., 1985: Sandy st al, 1989, Garcia-Lopez ef a/,
1989; 1999, 2003), demostrando mejores resultados que los que han sido
realizados con la distorsidn de las células en una forma lineal (Harell et al., 1977).
Durante el estudio se observé que no hubo diferencia discemible en la forma y
orientacion de las células entre el grupo control y los cultivos mecanicamente
deformados.

El proceso de deformacion de la base de la caja de cultivo alterd la sintesis de 1L-6,
IL-10, IL-12 y TNF-a por las células estimuladas en comparacion con su grupo
control no estimulado. De las citocinas estudiadas sélo se disminuyd la sintesis de
IL-10 y se incrementaron las de IL-6, IL-12 y TNF-¢t. El hecho de que la deformacion
mecanica haya tenido un efecto inmediato sobre la produccion de citocinas, coincide
con los estudios realizados in vivo (Lanyon y Baggott., 1976; Lanyon and Hartman,
1976; Hert et al, 1971}, donde se observé que hay una respuesta rapida de tipo
osteogénico, por parte del hueso al aplicar una carga, debido probablemente a la
reactivacion de las células éseas en reposo que cubren la superficie del hueso (Pead
et al, 1988, Chambers et al, 1993) y que no depende de una fase previa de
resorcion 6sea {Chow ef al, 1998). En estudios realizados empleando la hormona

paratiroidea, demostraron también que dicha homona induce la formacién de hueso
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sin que se requiera una fase previa de resorcion 6sea (Hock ef al., 1989). Aunque la
formacion y resorcién del hueso se consideran como procesos simultaneos
durante la remodelaciéon Osea, la evidencia cientifica ha demostrado que hay una
fase inicial de resorcién que no es una condicién esencial previa de la osteogénesis.
Se sabe gue dos proteinas de superficie de la célula, el receptor activador del factor
nuclear kappa B (RANK) vy su ligando RANKL, son reguladores claves en la
formacion y funcién del osteoclasto. Este Gltimo es expresado por osteoblastos y
células del estroma del hueso, participando en la diferenciacién del osteoclasto
(Yasuda et al, 1998; 1998). Tomando en consideracion la evidencia anterior, se
disend un experimento para determinar si la deformacién mecanica de los
osteoblastos murings incrementa la sintesis del TNF-a, y demostrando que
efectivamente existe un incremento en la sintesis de TNF-a durante las primeras 24
horas, el cual se inicia a partir de la segunda hora a partir del estimulo. Por lo tanto,
se mostrd que si hay una respuesta inmediata a la deformaciébn mecanica. De
acuerdo a lo postutado por Nanes (2003) podriamos considerar que al menos
parcialmente la sobre produccion de esta citocina, contribuye a disminuir la funcion
de los osteoblastos maduros durante la fase inicial de la deformacidn mecanica,
afectando la produccién de la matriz e inhibiendo la diferenciacion de los nuevos
osteoblastos. Ademas un fendmeno no menos importante es la sobre produccién de
TNF-¢ en combinacion con IL-1 (Garcia-Lopez et al, 2003) que inicia en una
cascada de eventos durante las primeras 24 horas y que culmina en la activaciéon del
factor de transcripcion NF-kB y JNK (c-Jun N-terminal cinasa) dado que la IL-1
induce la formacién de dos heterodimeros que participan en la activacién celular

mediada por esta citocina, el receptor tipo | de IL-1 (IL-1R1) y la proteina receptora
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accesoria IL-1RAcp, las cuales activan y reclutan a la molécula MyD88 del receptor
de IL-1 asociada con las cinasas IRAK (cinasa asociada al receptor de IL-1) y TRAF-
6 (factor asociado al receptor de TNF-6; Baud et al,, 1999). La activacion de estas
moléculas en el osteoblasto sobre regula la expresidon de RANKL, el cual se une al
RANK del osteoclasto, induciendo de esta manera diferenciacion y actividad
osteociastica. En el presente trabajo, a partir de las 24 horas de deformacion se
observé un incremento en la produccién de IL-6. Esta citocina también induce
actividad osteoclastica y resorcion 6sea, mediada por RANKL (Kwan ef al, 2004).
En este caso la expresién del RANKL se da a través de la activacion de una tirosina
cinasa de la familia Janus (JAK) modulando la activacién de los factores de
transcripcion STAT. La IL-6 también activa la via de la cascada de MAPK (cinasa de
la proteina activada por mitdgenos) quien activa a la Src-3 cinasa fosfatidilinositol
dependiente en la activaciéon de factor Akt, controlando la produccién de RANKL. La
sobreproduccién de TNF-a durante las primeras 24 horas y la sobre produccion de
IL-6 posterior a las 24 horas de estimulacién mecanica, indica que ambas citocinas
sobre regulan RANKL, induciendo la actividad osteoclastica durante la resorcidn del
hueso. La sobreproduccién de IL-6 posterior a las 24 horas, podria deberse al
incremento previo en la sintesis de TNF-a (Kurokouchi K, et af,, 1998). Por otro lado,
Rubin y colaberadores (2000) estudiaron que la presidbn mecanica aplicada a las
células del estroma de la médula de hueso, disminuye en un 80% los niveles del
RNAm del RANKL. Los estudios realizados por Kusumi ef al., (2005) confirmaron
también la reduccion del RANKL en osteoblastos parecidos a humanos sometidos a
la deformacién mecanica, observando una induccién negativa de P38 MAPK

(Sugiura et al., 2004, Alvarado-Kristensson y Andersson., 2005; Kusumi et af., 2005).
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Tomando en consideracion las observaciones anteriores, podria pensarse que la
deformacion mecanica reduce la expresion del RNAm de RANKL, aunque en el
estudio no se determiné esta disminucién en los osteoblastos directamente, si se
pudo observar que la deformacion mecanica de los osteoblastos murinos indujo una
sobreproduccion de 1L-12 durante las primeras 24 horas, lo cual podria contribuir a
inhibir la expresién de RANKL (Garcia-Lopez ef al, 2005). Nagata ef al., (2003),
mostré que la inhibicidon de RANKL por la IL-12 en cultivos de hueso de médula de
ratén, esta mediada por IFN-y. En este grupo de trabajo recientemente se determiné
que la deformacidn mecanica también sobre regula la osteoprotegerina (OPG), el
efecto se observo después de las 24 horas de deformacion, este incremento en la
OPG probablemente también contribuye a la inhibicién de la expresion de RANKL
(Garcia-Lopez et al., 2006). Es interesante ademas observar que de manera similar
ocurre con las células involucradas en la respuesta inmune, ya gue el aumento de |IL-
12 se vio acompafado de una disminucién en la produccién de IL-10 de forma
significativa durante las primeras horas. Se ha reportado que los niveles elevados de
IL-10 coadyuvan a la diferenciacion osteoblastica en la médula ésea murina (Van
Vlaselaer et al,, 1993), inhibiendo la actividad de fosfatasa alcalina, la sintesis de
colagena tipo | y la osteocalcina, fendmenos previos a la calcificacion de la matriz
osea, todo esto mediado por la inhibicion de TGF-8 (Van Viasselaer ef al, 1994)
molécula esencial en la osteogénesis (Owens et al, 1996). De acuerdo a las
citocinas estudiadas podemos considerar que la deformacién mecanica indujo la
sobreproduccion de TNF-a durante las primeras 24 horas e IL-6 posterior a las 24
horas, esto implicarfa la posibilidad de que hay una sobre regulacién de RANKL en

los osteoblastos, lo que a su vez induciria la activacién osteoclastica a través de
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RANK. Sin embargo, la IL-12 también fue sobre regulada durante las primeras 24
horas. Esto si bien podria contribuir al efecto opuesto, es decir, a disminuir la
expresion del RANKL, lo que posiblemente funcionaria como un mecanismo de
regulacién, también tedricamente favorece la produccidn de INF-y. Esta citocina
podria contribuir a la resorcién ésea induciendo la produccién de MMP. Por otro lado
se encontrd también una produccién disminuida de iL-10 durante las primeras 24
horas, ya que la IL-10 induce ia produccién de TIMP en osteoblastos y es capaz de
inhibir MMP (Lacraz et al, 1995), por lo que su produccién disminuida resultaria en
una capacidad menor de inhibir MMP, es decir, tanto IL-12 como IL-10 podrian
también contribuir a la resorcidn Gsea y por lo tanto, el conjunto de estas citocinas
producidas, pareceria contribuir a un retardo en la calcificacién de la matriz dsea
permitiendo la remodelacion (figura 3).

Figura 3.
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Por todo lo anterior se puede concluir que los estimulos mecanicos influyen en la
remodelacién de hueso mediante una sucesion de acontecimientos complejos que
implican la regulacién de las citocinas osteotrépicas expresadas y secretadas por
los osteoblastos; éstas citocinas actuarian de una forma autocrina y paracrina y
activarian la sintesis de otras citocinas y de los factores de crecimiento implicados
en la diferenciacion y funcion tanto de los osteoblastos como de los osteoclastos.
La manipulacion de estas citocinas y factores de crecimiento podrian tener efectos

benéficos desde el punto de vista terapéutico.
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8. Conclusiones

a)

b)

d)

e)

Los osteoblastos sometidos al proceso de deformacion mecénica
alteraron su sintesis de IL-6, IL-10, IL-12 y TNF-a comparados con los

de su grupo control.

Se determind que durante las primeras 24 horas de deformacion, se
incrementé la produccidon de TNF-a, seguida de una sobreproduccion
de |L-6 posterior a las 24 horas. Ambas citocinas sobre regulan RANKL,
lo que contribuirfa a la actividad osteoclastica en la induccién de la

resorcion dsea.

La IL-12 demostré un incremento durante las primeras 24 horas. Esto
podria tener un doble efecto. Por un lado, regularia en parte la inhibicién
del RANKL controlando el proceso de resorcion 6sea y por otro,
induciendo la produccién de INF-y, lo que podria estimular las MMPs y

favorecer la resorcién 6sea.

La IL-10 demostré una reduccion significativa durante las primeras 24
horas, por lo que su producciéon disminuida resultaria en una capacidad
menor de inhibir MMPs, que a su vez contribuirfa a un retardo en la
calcificaciébn de la matriz 6sea permitiendo sucesos fisioldgicos de la

remodelacién 6sea.

Los resultados del presente proyecto son una contribucion para
entender mejor la fisiologia del hueso durante la deformaciéon mecanica,
para poder comprender los eventos que suceden en la remodelacién
Osea y para el desarrollo de esquemas terapéuticos.
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Anexo 1

Ensayo para determinacion de la Interleucina 10 murina.

Una micro placa con anticuerpos monoclonales especificos para IL-10 previamente
ya cubierta en los pozos (Quantikine, R & D Systems), se les adiciond 200 yl. de
medio del grupo control y del grupo experimental en cada pozo. Los promedios
fueron obtenidos por disoluciones seriadas de {L-10 en disoluciones conocidas para
producir concentraciones de 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9 y 0 pg/ml de cada
una en duplicado.

Muestras controles y experimentales fueron diluidas a la 1:5 y 1:10 y ensayadas en
duplicado. Después de incubar durante dos horas a 37°C, las muestras fueron
lavadas 3 veces con solucién buffer (400 ul Solucion salina buffer de fosfato PBS)
utilizando una maquina de aspiracién (Labsystems).

200 pl de conjugado fueron adicionados e incubados con una nueva tira
suministrada en el Kit de ELISA a temperatura ambiente por mas de una hora,
posteriormente fue lavada la micro placa como se menciono anteriormente. 200 i de
solucion de sustrato fue agregado a cada pozo a un intervalo de 5 segundos e
incubado por 20 minutos a temperatura ambiente. Se adiciono 50 ml de solucién de
H,SO4 para detener la reaccion, se midio la absorbancia a 540 nm usando un equipo
de espectrofotometria (Labsystems). Una curva logaritmica promedio fue dibujada
utitizando una computadora y el programa software Genesys (Labsystems) y asi se

determiné la concentracion de la IL-10 en las muestras de cultivo.
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Ensayo para determinacién de Interleucina 12 murina

Una micro placa con anticuerpos monoclonales especificos para IL-12 previamente
ya cubierta en los pozos (Quantikine, R & D Systems), se les adiciond 200 pl. de
medio del grupo control y del grupo experimental en cada pozo. Los promedios
fueron obtenidos por disoluciones seriadas de IL-12 en disoluciones conocidas para
producir concentraciones de 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9 y 0 pg/mi de cada
una en duplicado.

Muestras controles y experimentales fueron diluidas a la 1.5 y 1:10 y ensayadas en
duplicado. Después de incubar durante dos horas a 37°C, las muestras fueron
lavadas 3 veces con solucién buffer (400ml Solucién salina buffer de fosfato PBS)
utilizando una maquina de aspiracion (Labsystems).

200 pl de conjugado fueron adicionados e incubados con una nueva tira
suministrada en el Kit de ELISA a temperatura ambiente por mas de una hora,
posteriormente fue lavada la micro placa como se menciono anteriormente. 200 pl de
soluciéon de sustrato fue agregado a cada pozo a un intervalo de 5 segundos e
incubado por 20 minutos a temperatura ambiente. Se adiciono 50 pl de solucion de
H,S0, para detener la reaccién, se midio la absorbancia a 540 nm usando un equipo
de espectrofotometria (Labsystems). Una curva logaritmica promedio fue dibujada
utilizando una computadora y el programa software Genesys (Labsystems) y asi se

determiné la concentracion de la IL-12 en las muestras de cultivo.
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KEYWORDS Summary  The skeleton is rontinuously remodelled throughout Ui, a process that 1.
Mechanical stress; orchestrated by cells of the osteoblast lineage. Remodeliing involves a complex
Interleukin-10; network of cell-cell signalling invclving systemic hormones, locally produced cyto
Interleukin-12; kines, growth factors and the mechanical environment of the cells. Here, we report on
Osteoblasts: the effect of mechanically-induced strain on the synthesis by moose calvariai
Bone remodelling osteoblasts in monotayer culture of fL-10 and iL-12, two cytoKines that mhibit

osteoclast farmation n bone marrow cultures; IL-10 also suppresses oslechlast
differentiation suggesting a role for both cytokines in bone physiology. # sile
strain was applied to the cells intermittently for 65, every 90's, for 2—%6 h. Afier £ h
culture, supermatants from deformed cells contained significantly less tL 10 than
control cultures. In contrast, mechanical deformation had a stimulatory effect on IL-
12 synthesis; however, by 48 h both had returned to control {evels. These data stigge:!
that il.-10 and IL-12 can be added to the growing list of mechanical stress-responsive
genes. The down-regulation of {L-10 and stimulation of 1L-12 further suggests that the
nitial response of tiwe cells to mechanical defarmation was an ostepacnic one.

¢, 2004 tlsewvier Ltd. All nights reserved.

Introduction
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most, famously by von Meyer' and Walff.? The ske-
leton is continuously remodeiled throughout life by
the resarption of old bone by osteaclasts and the
subsequent formation of new bone by osteoblasts.
Bone resorption and bone formation are, therefore,
satd to be coupled, a process of renewing the ske-
leton while maijntaining its structural integrity.®
Remcdelling is orchestrated by cells of the osteo-
blast lineage and involves a complex interplay
between bone cells, systemic hormones, locally
produced cytokines, growth factors sequestrated
within the matnx and the mechanical environment
of the cells. Systemic hormones and mechanical
stimuli influence the process via their ability to
control the synthesis and/or action of cytokines.
The first cytokine shown to play a rote in bone
turnover was interleukin-1 (IL-1),** followed not
long afterwards by the tumour necrosis factors,®
and subsequent studies have impticated numerous
others.

it-10 was originally described as a cytokine synth-
esis inhibiting factor (CSIF) produced by Tcells,” but
is now known 1o be produced by a wide variety of
cell types inctuding osteablasts. iL-10 suppresses
ostecblast differentation in murine bone marrow
cultures by inhibiting the expression of alkaline
phosphatase, type | collagen and osteocalcin
genes,® actions mediated by inhibition of transform-
ing growth factor-p1 production.? It also selectively
blocks osteoclastogenesis by inhibiting the differen-
tion of osteoclast progenitors into preosteo-
clasts,'™"" through a tyrosine phosphate signalling
pathway, which appears to be IL-10 specific. "2 IL-12
was identified as natural killer cell stimulatory fac-
tor (NKSF) synthesized by macrophages and B cells
with multiple effects on lymphocytes, ** including
the stimulation of interferon-y {IFN-vy) production
by Tcells and NX cells. IL-12 has also been shown to
be aninhibitor of osteoclastogenesis in bone marrow
cultures.'*'?

Material and methods

Calvarial osteoblasts were prepared and character-
1zed by a modification of the method previousty
described by Heath et al.'® Neonatal mouse cal-
varia from 8ALB/c mice were dissectzd free from
adherent soft tissue, washed in Ca®"- and Mg?"-free
Tyrode's  solution (10min) and seqguentially
digested with 1 mg/ml trypsin (for 20 and
40 min). Cells from these digests were discarded,
the bones washed in phosphate buffered saline
{PBS) and cut into pieces for a third trypsin digest
(20 min). The cells released from this digest were
washed in PBS, centrifuged at 1030 rpm for 5 min

and the pelleted cells resuspended in 1:1 Fi2/
Dulbecco’s modification of Eagle’s medium {DMEM)
supplemented with 20% foetal calf serum (Gibco),
100 units/ml  penicillin  and 100 ug/ml strep-
tomycin,then seeded into 75-cm flasks (3.75-
x 10° cells/flask}, and grown at 37 °C in a humidi-
fied atmosphere of 5% C0,/95%% air. After the cells
had reached confluence (20-25days}, adherent
celis were detached with trypsin-EDTA (0.25%;
Sigma}, resuspended in F12/DMEM and plated at
an initial cell density of 10° cells/dish into 3.5 cm
Petriperm dishes (In Vitro Systems &t Services
GmbH, Germany) These have flexible bases and
are preferred to conventional Petri dishes, which
have a tendency to fracture. The cells were iden-
tified as osteoblasts by morphological criteria and
the fact that more than 95% stained strongly for
alkaline phosphatase. We used 10 experimental
and 10 control dishes containing 20 ml of F12/
DMEM medium; 0.5 ml of medium was sampled at
each point in the time scale and no fresh medium
was added to the cultures. The method used to
mechanically deform the cells was based on the
Banes et al.'” model. A convex distortion providing
a tensile strain to the cells was applied intermir-
tently for 6 5, every 90 s for 2, 8, 16, 24, 48, 72 and
96 h. Following sampling, the culture supernatants
were supplemented with 1 pg/ml protease inhibi-
tor cocktail {Sigma Pi860), stored at —70 T and
assayed 2 days later for IL-10 and IL- 12 by «11.2yme
linked immunosorbent assays (ELISAs; Phanmagen).
Data are expressed as mean i standard error of the
mean (5.E.M.}. Differences between experimental
and control cultures were analysed by the Stu-
dent’s t-test (Unpaired).

Results

Mouse osteoblasts were found to constitulively
synthesize IL-10, although there was a progressive
decline in the levels produced over the rime-course
of the experiments, which by 96 h had reachad base
levels (Fig. 1A). After 2 h intermittent mechanical
stress, culture supernatants from deformed cells
contained significaptly less IL-10 {133.6 £ 9.5 pg/
ml), than control cultures (236.1 £ 15.0 pg/mi).
By 7Zh. this inhibitory effect had disappeared
{Fig. 1B). Mouse osteablasts also constitutively pro-
duced IL.-12, which in contrast to the decline 1n
control 1L-10 levels was effectively maintained
through the 96-h culture period (Fig. 2A). Mechan-
ical deformation, however, had a stimulatory effect
on IL-12 synthesis (2823 ¢ 51.06 pg/ml) compared
to controls {1327 4 125.0 pg/mbjat 2 h, which also
was evident at 8, 16 and 24 h (Fig. 2B).
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Figure 1 IL-10 production by mouse calvarial osteo-
blasts. {A) Control cultures; and (B)Y mechanically

deformed cultures. Osteoblasts in manolayer culture were
subjected 1o a tensile strain for 6 s avery 90s for 2—%6 h.
At the end of the culture period, media were assayed for
IL-10 by an ELISA. Results are expressed as mean 1. S.E.M.
for 10 cultures. (***) IL.-10 levels in deformed cultures
significantly tess than controts {p < 0.001). (") p < 0.1.

Discussion

These data suggest thatiL-10 and IL-12 can be added
to the growing list of mechanical stress-responsive
genes. Since bone remodelling occurs at discrete
sites throughout the skeletor without changing its
geometrical form (for review see Ref. '%), asteo-
blast-derived cytokines are ideally placed to regu-
late or modify the action of other cell types in bone.
The finding that IL-10 synthesis was down-regulated
and JL-12 synthesis stimulated, suggests that the
initial response of the cells to deformation was an
osteogenic one. There are abundant in vivo evi-
dences in support of this interpretation dating back
to the classical series of experiments by Hert, Lan-
yon and co-workers.'72% In vivo experiments have
further shown that there is a rapid osteaogenic
response of bone (o external loading,”""?* due to
reactivation of quiescent bane-lining cells, which 1=
not dependent on a preceding phase of bone resorp-
tion.”? Parathyroid hormaone has also been shown to
induce bone formation without a preceding phase of
bone resorption.®® Although bone formation and
resarption are commanly regarded as being coupled
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Figure 2 IL-12 production by mouse . rarial
blasts. (a) Control cultures; and ({B) mechamicaily

deformed cultures. Osteablasts inmonalayer culiure were
subjected to a tensite strain for 6 5, every 90 s for 2--96 h.
At the end of the cuiture period, media were assayed for
IL-12 by an ELISA. Results are expressed as mean + S.E.M.
far 10 cultures, (***) IL-12 levels in deformed culiures
significantly greater than controls {p < 0.001}.

during remodelling, accumulating evidence sug-
gests that a preliminary phase of rescrption is not
an essential precondition for osteogenesis.

Two cell surface proteins receptor activator of
nuctear factor k B (RANK} and its ligand RANKL are
key regulators of ostecclast formation and function.
Cetl—cell signalling by RANKL, which is expressed by
osteoblasts/stromal cells in bone is essential (o1 the
induction of osteoclast differentiation,** and cyto-
kines such as IL-1, TNF-o and [L-6 stimulate bone
resorption by their ability to up-regulate RANKL
expression. Rubin et al.2¢ have shown that a tensite
mechanical strain (2% at 10 cycles/min) applied to
bone marrow stromal cells decreases RANKL mRNA
tevels by 60%. IL-12 has also been shown to inhibit
RANKL-induced osteoclast formation in mouse bone
marrgw cultures, an effect that was mediated by
iFN-v."® These data suggest that mechamcal stimuli
influence bone remodelling via a complex feedback
mechanism involving the regulation of osteotropic
cytokines such as IL-10 and IL-12 by cells of the
osteoblast lineage. These in turn act in an auto-
crine/paracrine manner for regulating the synthess
of other cytokines and growth factors involved in the
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differentiation and function of osteoblasts and
osteociasts.
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RESUMEN

La estimuladidn mecanica ha sido reconacida como un factor importante en la remodelacion Osea, spocialmen-
1e duranie 1a eruption de los dientes, en la correccion de las maloclusiones durarite el movimiento anodanaco y de
alguna manera en 1a pérdida dsea durante la enfermedad penodontal. $in embargo, 10s mecanismos ¢ elulares v mole-
culares no han sido muy bien enlendidos Para evaluar los procesas bioguimicos y conocer fa senalivacion del mioca
nismo de transduccion cetular se han desarrollade diferentes métodos en donde se aplican fuct2as mecanicas o céla-
las 0 igjidos, va sea invivo 0 in vitro. Actualmenie, se sabe que el comportamienio de 1odas 1as cOlulas es modilado
por sistemas de senalizacion interna los cuales se dan por una vasla senie de estimulos exiernos, como sor las -
»as mecanicas, hata un rango reducido de sefales intemas o segundos mensajetos. 8 adenosin monafosfalos hco
[cAMP} fue uno de los primeros segundos mensajerss asociados con las fuerzas mecanicas, asi coine & inositnl fos-
faio 1IP) enire otios. Mediadores bicquimicos como las prostaglandinas (PGS), citocinas (Inlerleucina-df, 11-U} 1aclomes
de crecimiento (TGl ) v 1a participacion de las metaloproteinasas [MMPs) son poderasos mediadores de 1a remode-
lacién asea durante el ratamiento orodoncico y onopédico.

INTRODUCCION

Et mecanismo celular v molecuiar pos el cual los
dientes se desplazan a lravés del huesg 1odavia na ba
sido Wtalmente determinada, sibien ia investigacion en
animales y humanos ha sido muy amplia. La histologia
ha sido la principal henamienta pasa conocer la res
puesia de 105 iejidos involucrados va gue esios cambios
han sido bien documentados ™ sin embargo, los
mecanismios celulares involucrados en la vransduccion
de fuetzas mecanicas a evenlos moleculares no han
sido complelamenie esludiados,

Durante el tratamiento onoddnaco el huess equie-
re na solo de la remodeladion det hsamenlo periodon-
tal, sine tambien de la remodelacion constante del pro-
ceso alveolar para peroutr ef movimiento dentang. €
hueso ¢s un lepdo conective 1olalmente organizado, el
cual es continuamente 1eCconsiruidn por una secuencia
coordinada de cvenlos mediados por células que inve-
luctan un perodo inical de resarcion osteacldstica,
seguida por una reparaciGn con hueso nuevo deposita-

Pinneisidod At noma Vicronnhianad  sQarcia@cueydtl uanm mee
Insifpta Nacweo! des O wid Tgnac y Chivez”

toftospntal Gonen st D Moo Sea Gue sdler t Mialco D

do por el osteoblasio, a esle procesn s¢ e conoge
como “remodelacion” v aue se da enintoivels s iage-
rados tanta del hueso trabecudar comao del buyeso corti-
cal. U propdsita de este arhituiv & 4l RIS
ovenlos moleculares y celulares Que Aconecen g mie
fa rerodelacidn dsea por of movimucrito ofioddnog

ANTECEDENTES DE LA REMODELACION OSEA POR
LA PRESION MECANICA,

Desde hate varios afos se 1econoce que el cedr
miento del hueso puede ser modificado por fucrzas
exiernas. tn el pasado varias civihizaciones prachcaban
oenas deformaciones on las esttucluras Gseas como
los indigenas Mesoamericanos que cotpcaban tablones
sobre la cabdza " o on China donde o unlizaba la
reduccian det lamano del e ™ Sin embaroo fue hasta
1892 cuando el cientfico aleman Wall * do 1a pnmera
exphicadion centifica v guién demastid que 1a forma v
estructusa del esqueletlo estd influenciada por las fuer-
zas mecanicas externas ala cual osid sujela

la forma del hueso v su influenca externa por
medio del peso fisioldmco ha sido muy estudiado v
nara evaluar esle efecla se han desarrollado vanas 100
rias dentio de 1as cuales podemns menaonar 1as
Siguientes:
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1} La estimufacion mecanica afecia el osteoblasto
directamente ya sea por:

al  tension ™
bl presion ®
2) 12 liberaclén de metabolitos ® ™

3} Las fuerzas mecanicas que afectan el tejido micro-
vascular {11}

4) Control muscular o neurogénico '™,

£l proceso de 1a remodelacion ¢sea también puede
ser mediado por factores genesales como 1a hormona
paratiroidea (PTH), el metabolismo de ja viiamina D vy la
calcitonina ' "', las ctocinas como factoies producidos
localmente ™ P TR TR R I a4 fuerzas mecanueas
Ios factores de crecimienio “*, los efeclos clecinicos ¥
®'y ciertas prostaglandinas ',

Sin embargo, los mecanismos maoleculares para la
transguccion de fuerzas mecanicas a evenlos bioquimi-
cos iodavia no se han podido explicar. Estudios desarro-
llados en cullivos de osteoblasios han demoslrado que
e5 posible sintetizar v degradar colageno "™, producir
metaloprolcinasas {(MAMPs) " movilizar calcio ™'y sintetl-
zar Interuging 1 como motécula ™ en respucsia 2 la pre-
SION MECAanica.

ANTECEDENTES MOLECULARES DE LA REMODELACION
OSEA DIURANTE Et TRATAMIENTO ORTODONCICO.

LOs primeras experimentos que desarroliaron una 1ec-
nica en donde s& aphica el peso externo a huesos In vivo
sobre varios perdodos de liempo fueron desarollados pos
Herl v colaboradores ' ™. Fl modelo consistia on Hjar
alambres a la tibia ge conejos que fueron utansfijados
con alambres kirschner a traves de la piel v ésios eslaban
Sujetos a un apardlo que permilia la retraccion o distrac-
cion del hueso al final de ¢stos - [stos estudins hnndaion
informacion fundamental como ©f tine de duracian v
luerzas mecdnicas necesanas para estimular la iemode-
lacion Los expenmentos reahizados por Lanyon y
Hartman " basados bajo ol mismo principto permitieron
desarollar un procedinuento lecnico mas preciso ™
Eslos investigadores establecieron gue la respuesta del
hueso al peso funcional es de incementar la miasa
esquelélica v que se necesita vna actividad fisica minima
para la homeostasis del hueso. Sin embargo, los meaca-
nismos celulares y moleculares nuevamente irvolucra:
dos quedaron sin explicacion.

A mediados de los anes selentas vanos investigado-

res desarsollaron modelos de sistemas In vitro, en los
cuales la tlenslén mecanica pudo ser aplicada a células
0 lejidos en condiciones experimentales controladas '
3y donde se observd que con la tension mecanica hay
una respuesta bloguimica y estructural en respuesta a las
células deformadas. El comportamiento de fodas las
células es modulado por un sistema de sefales Intcinas,
las cuales se traducen en una vasla serle de estimulos
exiernos, como las hormonas o las fuerzas mecanicas,
hacia un rando reducido de sefialamientos inlernos ©
segundos mensajeros. Uno de 1os segundos mensajeins
asociados con la transduccion de las fuerzas mecanicas
fue el adenosin 3'S' monofosfalo ciclico (cAMP). También
las alteraciones de niveles del cAMP Fueron observadas
en huesos largos cultivatos in vitio y comprirmidoes reca-
nicamente ", asi como en el ligamento perindonial
seguido del movimiento dentario en gatos . [n ¢!
modelo innovador de la caja petn modificada por Harelt
v colaboradores ", se pudo demostiar que las células
oseas podian sef deformadas y se observaron una sene
de eventos: slendo el primero la alteracion de la fosfolr
pasa Az seguida del desprendimienia del acido araqut-
donico resultando en un incfemenio de la produccidr de
las prostaglandinas (PG2) qulen activa la adenil ciclasa; v
el segundo en uninctiemento en calcio [Ca2+]iy estimu-
lacion de la sintesis del &cido ribonuciéico (ADN],

Los procesos bioquimicos intracelulares asociados
con el movimienlo dentario han sido ampliament; ¢
diados “ " y donde el CAMP demostid 1ener un pape!
como segundo mensajere en las células det ligamento
penodontal, dandc como resultado  una secuendia de
procesos en los cuales culmina la resorcion y la aposicion
05¢a,

Los experimentos desarollados in vitro en base a las
prostaglandinas {PGs) indican que son potentes medla-
dores de la resorcion dsea ' y las PGs de la serie £ han
demostrado lener una gran actividad en ¢l hueso ' i
grupa de Yamasaki “* ™ reporié el papet gue Juegan las
PGs como mediadores bioguinmiicos en 1a r2soion dsea
inducida por el movimienlo orlodontico  en ratones,
durante este movimiento las PGs pueden chiencrse de
diferentes Tuenles, en pariicular de los fos{olipidos de
cualquier  membrana celular compiimida, incluyendo
células Oseas o vasos sanguineos *? sandy v cclaborado-
res “ "% demostraron gue la deformacion mecanica no
solamente acliva las células por 1a sintesis de las PGs v |a
acumulacian del cAMP sino gue ef senalamiento del fos-
foingsitol 12ambién es adivado en gsieoblasios mudnos
de caneo seguidos de la deformacion nmernilenie in
vITIO

Con la presion mecanica no solamente se estimula la

e
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Figura 1
smodelo Hipotétlco de la secuencia de eventos involucrados en la remadelacion dsea durante ef
Movimiento ortoddndico.

Maloclusidn de un paciente con mor-
dida cruzada unilateral y abierta anterior.

Paso 1

Estimulacion mecanica del telido dseo por medio
de alambres de ortodoncia para fa comecion de la posi-
citn dentaria, activacidn de fibroblaslos, osteablastos,
osteoclastos, monocitos vy linfocitos.

Paso 2

Liberacidn de prostaglandinas (PGE2), activacion de
segundos mensajeros {AMPC, Caz+), liberacion de cilo-
cinas {I-12, 1-6.11-11), faclor  transformame de creci
mienio alfa (TGF2), interferon gama, factor tumoral de
nectosis (TNF), factor de crecimiento derivado de pla-
queta (POGF) v aclivacién de las melaloproteinasas
(MMPs) enitre olros.

Paso 3

La produccon de ctoanas contitbuyen ala
proliferacion |, diferenciacidon v funcion de gstooblasios
osteaclaslos, fibroblastos v owos tipas de cohulas estimulan-
do resoicion v formacion de hueso durante la corecion de
la malodusion,
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sintesis del colageno **" sino también las enzjmas tes-
ponsables para su hidrdlisis especifica ™. Utiizando un
modelo desarrollado para deformar mecanicamente arti-
culaciones del crdneo in vitro, Meikle v colaboradores ™
reportaron un incremenic en la produccion de la matriz
de las metaloproteinasas (MMPs) colagenasa, gelatinasa
y el estromelisina con un incremenio concomilanie en
su inhibidor especifico de tas metaloproteinasas (TIMP),

Finalmente, las citocinas que son un grupo grande y
diverso de glicoproteinas bioldgicamente aclivas, pue-
den mediar interacciones aulocrnas y paracrnas en
varios 1ipos de células como linfocitos, monocitos, célu-
las epiteliales. Muchas de ésias ctlodinas son potentes
mediadores del metabolismo v el osteoblasio produce
diversos tipos de Citocinas que estan involucrados en una
comunicacion de céila con célula™. £s@ claro que
muchas ctoonas requieren al menos dos formas para
contiolar 10s procesos celulares en orden de induci
remodelacion 0sea y que son sensibles a faciores locales
(tension mecanica) y generatizada {calcio regulado por
hormonas), v se incluyen la Interleucina 1 {IL-1) facior
wmoral de necrosis alfa { TNF- ), Interieucina-6 (IL-6) v
facior estimulante de colonia (CSFs) ™ = 0 &

En la fase temprana del tratamiento de ortodoncia se
invotucra una respuesia de inflamacion aguda caracteri-
zada por vasodilatadion pertodontal y migracion de leu-
cocitos fuera de los capilares ™. Las dlocinas scceladas
pot eslas céivlas mononucleares pueden inleracluar
directarnente con células dscas o indireclamente con
células veainas, lales coma macrofagos y monocitos, fin-
focitos v Tibroblasios a través de la produccion de inter-
leucinas, prostagiandinas o una variedad de faclores de
CICCimIemio.

s esendial para la pRdiica clinica de la orlodoncia o
noder enlender los mecanismos moleculares y cetulares
Que causan gue €l hueso se remadele por las lensiones
mecancas. st bien: en el futwro el movimienlo demann
podria ser indutdo por faciores de crecimiento produci-
dos por los asteablastos en vez de ullizar fuerzas meca-
nicas a fravés de la aparatologia fiia y removible que en
la actuatidad se uidiza.

CONCLUSIONES.
Por 10 ¢xpuesio antenormente se pucde asumir que-
al [l osieoblasto es 1a celula gue reoula lanto la

fase de formaadn v resorcion en la remodelacion osea
en respuesty al estimulo mecanico v hormonai

b} Las fuerzas mecanicas activan la fosfolipasa A2
seguida del desprendimlento del acido araquigbnico
resultando en un incremento de ta produccion de las
prostaglandinas. quienes activan el adenocin monofosfa-
to ciclico (CAMP), ademds de un incremente en caldo
intracelular llevando a la estimulacion del écido ribonu-
cleico (ADN) del osteoblasicer y por tanto activando dife-
rentes inletleucinas para lograr una respuesta celular.

“¢)  Las cilocinas tinterleucinas), prostaglandinas,
faclores de crecimieno, inlerferones y otios faciores
sectelados por el ostegblaslo, maciofagos, monocitos,
linfocilos y fibroblasios estan involucradas en el proceso
de remodelacion dsea durante el tratamiento ortopédico
y del movimienlo ortodoncico.

d)  En un fuluro et movimiento dentang podria sor
inducido por factores de crecimiento pioducidos por los
osieoblastos en vez de utilizar luerzas mecanicas a traves
de la aparatologia fija y removible que por el momento se
sigue utilizando.

ABSTRACT

Mechanical stress has fong been recognized as a fac
for of bone remodelling particutary in the footh erup-
tion, the corredion of malocciusions during orthodontic
tooth movement and 10 some extent in the perivdontal
disease. Nevertheless, the celiular and molecular mecha-
nisms involved remain poorly understood  Severai
methods have been developed to applied mechanical
stess 1o cells or lissues n virg or in vivo in order
assess the biochemical outcome and to know the signal
cell transduction mechanism.  Today, it is widely known
that the behaviour of alf cells is madutated by interna! sig-
nalfing systems, which renslate a wide array of externa!
stimuli such as mechanical forces into a namrow range of
internal signals or seconds messengcrs One of the ear-
hest second messengers associated wath mechanical
fovce ransduction was adenosin ovahe manophosphate
fcAMP} and ingsitol phospate (I1F) ameong  others,
Biochemital medators including 1he prostagianding
(PGs) aviokines (interieukin-1 beta, interloukin-8l, grivwth
faciers (Transforming Growth Factor Belal and the invol
vernent of the matix metalfoproteinases (AAAS) are
potent mediators of bone remaodelting in the orthodontic
and orthopaedic ireatment.
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Resumen

La remodelacion mecamica del hueso es utilizada por los orlodonéisias, quignes ejer o
tuerza sobres los dientes para moverlos a traves oel hueso alvedlar, tal remodetacicin ¢ .o
involucra la activacion de las ¢élulas del hueso y la estimutacion de la resorcion y apnsiaidn
de la matriz dsea. La estmulacion meeanica ha sido reconocida como un factor impotiante
en la remodelacion ésea. especialmente durante la erupcion de los dientes, en la carreccion
de las maloclusiones, sin embargo, los aspectos moleculares que se involucran iy ~ofae
procesos no han sido olaimentz entendides. Se han desarrollado dilerentes métacias para
aphcar el eslimulo mecanico al tepdo 0s5e0 int vivo 0 i vilro a células humanas para evaluar
&t resultado bioguimico. Ef objelive de este rabajo lue de analizar 1os efectos de [a estmulacion
mecanica en osteotastos humanos {Sacs-2) cultivados in vilro con respecto a ia produc: .5n
de intarieucina t Beta {IL- 1), uno de los pasos involucrados en el proceso de remodelanon
dsea En este estudio se desarrolld un métoaa de crecer osteoblasios humanos como linea
celular en cajas Petn, donde 1a base pusde ser dejgimada inlermitentementes cada 5 segun-
dos después de 1.5 minutos durante mas de 72 horas La eslimulacion mecdmica de estas
células es comparada con celulas no eslmuiadas {(n = 3}, Los osteoblasios humanas -of
sembrados para ser ronfluentes én un medio de culiive F12 de Dulbeco moditicado con i
0% de suero fetal, 100 ug/ml de estreplonucing, 100U/mL de peniciina y 0.25 pg/ml de
anlolericing, en una afrmoslera de 95% de atre y un 5% de CO, a 37° C . Utilizando ef ens o
ge ELISA {Enzyme-Linked Immunoassay) se determino los niveles de produccion de IL 13
despues de 8, 24, 48 v 72 horas. Los resultados mostraron que no hubo produccion de |1 13
alas 8 horas de estimulo, sin embargo aias 24 (135 =211 48 (232 £ 1 3)y 72 horas (33 9
+ 19} se enconlro una diferencia estadisticamente signilicativa comparada con el control
[p < 00001 Estos resultados sugieren que los osteoblastos humanos {Saos-2) cultivado.
wiro reaccionan al eslimulo mecdnico liberando mayor cantidad de IL-1{} en comparacion
con el control v de alguna manera algunos efecios celulares puedsn sec asociados con la
remodelacion osea v el movimientc dentano durante el iratamiento de ortodoncia

Palabras clave: Oslecdiastos, fuegrzas mecamcas, remodelacion 6sea, tralamignto de

ortodancia interleucing "R
Abstract

Mecharical bone remadaliing s ulitzed by arthodontists, when forces are exerted on tooth
roofs that enable 1o movs througn alveofar bone Such remodelling involves the activation of
bone cells and e simuiizneous breakdown and ratormation of the bone matnx. Mechanical
farces are apphed v the correction of dentolacal discrepancies and denfoaiveotar
malocciusons dunng orthodonic eoth movemeril, novertheless the celfutar mechansm
meolved i tha transtation of iomachanics forces i molacar evants are poony undearsiood
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The aim of this study was fo assay the effects of machanical stress in human osleoblasts-
like cells (Saos-2) under organ cullure condition with respect o intedeukin i (It-18)
production. In this report we have developad 8 model to delorming osleoblasts in monolayer
cultures calpable of deformation. We axaminad the bahaviour of Sacs-2 cells with respect
to cylokine production, when stimulated by a cycle of cell deformation of 5 seconds every
1.5 minutes aftor 8, 24, 48 and 72 hours. The celiular perturbalion m thesc cells was [hen
compared to undsrormed cells (n = 5). Calis were grown {0 cotfiuence in FHam's F12/
DMEM media which contalned 10% foetal calf serum, 100 ug/mL streplomycin, 100 U/l
penicifin and 0.25 pg/mL amphoterdcin and grown in tissue cuiture Nlask at 370C. In a
humidified atmosphere 95% air - 5% CO,. Enzyme-linked immunoassay (:LISA) was used
to measure interfeukin- 18 produclion. Results have shown that human clonal osteoblasis
do not produce IL-13 at 8 hours nevertheless at 24 hours (13.5 + 2.1), 48 (23.2 + 1.3) and
76 hours {33.9 = 1.9) there Is a significantly increased production of fi.- i covn d 1o Hie
control {p < 0.0001). These resulls suggests that human monocional esicoblanin-hke celis
were influenced by mechanical strain in vitro and may account for some of the celfular
effecis associated with bone remodelling and orthodontic oot movenien i,

Key words: Ostaoblasts, mechanical forces, bone remodelfing, orthadoentic ozt
interfeukin 13

Introduccion

El proceso de reconocer y respender a un estimulo me-
canico es vital para el crecimiento y funcién de cual-
quier célula humana.' Las fuerzas mecanicas se utili-
zan en la correccidén de discrepancias dentofaciales y
enla correccidn de las matoclusiones durante el movi-
mienta dentario. 5in embargo. los mecanismaos celu-
lares y maolecuiares involucrados en la wransduccion
de estimules mecanicos a las respuestas bioquimicas
de las células es poco entendido. Los experimentos
ploneros levados a cabo por Hert y colaboradores®’
desarrcllaron una técnica en la aphcacién de presion
al hueso in vivo sobre varios periodos de tempo; es-
tos estudios brindaron informacién basica para cono-
cer el tipo y duracidn de las fuerzas mecimeas nece-
sarias para estimular la remodelacion dsea. A mediados
de los afios 70 vanos grupos desarrollaron sistemas
de modeios in virro donde la presidon mecdnica pudo
ser aphicada a células o tejidos, bajo condiciones expe-
rimentales controladas.*® Estos estudios demosty aron
que la presién mecanica tiene respuestas bloquimicas
vestructurales en células deformadas La tensidn me-
canica también ha demostradoe estimular no $6lo la sin-
tesis del coldgeno.” sino también las enzimas respon-
sables para su especifica hidralisis ® Utilicando un
modelo desarrollado para deformar mecanicamenie ar-
niculaciones Nbrosas in vitro, Meikle v colaboradores’
reportaron un ncremente en fa produccion de la ma-
iriz metaloproteinasas (MMPs), colagenasa, gelatuna-
5a, y estromelsin por medio de suturas crancales
mecamcamenie deformadas, dunds un mcremenio con-

comitante en su especifico inhibidor del tejido de la
metaloproteinasas (TIMP).'%? Finalmenie la resurcion
y formacion de hueso estd ligada a un proceso de inte-
racciones locales como la produccidn de fact.aes de

crecimiento y a las citocinas.'™ La inter oo i) ey
una citocinag multifuncional que as hherada o Tos ns-
tenblastos y por lo tanto Lienen ia capaciadad (e

mular la proliferacion de otras interlencina  'open-
dientes de las células derivadas ou la médule v Ul
conocer los mecanismas molacviarns v relulares du-
rante la remodelacién osea es de suma mperidncld
cientifica v clinica para la medicina y 1a odontalonia
en la aplicacidén de nuevas teraptuticu

Hipotesis

Los ostegblastos humanos como lines celuial (Sans-2}
bajo cond:ciones experimantales de cuttivo cotular on
vitro producen interleucina 1 beta cor la esumularon

-

MECanIcy.
Material y metodos

Cultive de osteoblastos hiumanas

La linea celular de osteoblastoy humanoes es obtamde de
la coleccion celular ipo amencona (A T C ()

Los osteoblastos humanos {Sqos-7) son semibrados auna
densidad de 2 5 x 107 célutasiconm” en frascos de culuve de
tejpido (75 o’ Costar, Cambridye MA), crewende o 37 Cen

unz atmdsiora hunndiieadag do % do g o Firde T80
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a una proporcian de t.1 en un medic modificado de Dulbeco
(Ham's F12-Dulbecco's madified Eagles's medium -DMEM)
adicionando un 10% de suero feta) (FCS Gleberfarm), 100
U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina y 0.25
ug/mL de anfotericina. Posteriormente se lavan las células
en una solucién buffer salina y son sembradas y alimenta-
das en frascos de cultive estériles. Con la ayuda de un mi-
croscopio de luz de contraste, las células son contadas y
alimentadas, al alcanzar confluencia (72 horas) los
osteoblastos son removidos con tripsina-EDTA (0.25% Sigma
Chemuical Co.} respectivamente, y son sembrados en cajas
Petri con base lexible (1 x 10%). Las cajas de Petri son lava-
das dos veces con DMEM previo a la siembra de células y se
dejan crecer par 24 haras antes de la experimentacidn.

Estimulacién mecanica de los
osteoblastos

Uulizando cajas de Petri Petniperm (Haraeus, Bachofer
Gmbh) con bases flexiblas (60 mm) hechas de poliftuonitano
{PTFE Bachofer Gmbh, Alemama), son deformadas sohre
arlios de caucho en una base de acrilico, se aplica vacio
de -11 g de Hg produciendo un aumento de |a superficie
del area en un 5% (1.5 mm) La frecuencia de distorsion es
controlada por un reostato, a temperatura de 37°C duran-
te ¢l expenimento. Una aimosfera de CO, estd presente
durante la deformacidon de la base de ia cara Petn. Grupos
de 10 cultivos son aleatoriamente colocadas lanto contro-
les coma exparimerniales y son incubadas secuencialmente
en 2l mismoe aparate, La vnica diferencia es que ¢l control
no sera expuesto a la deformacidn mecanica. Esia defor-
macion sera aphicada intermitentements por 5 segundos
cada 180 segundes durante 8, 24, 48 y 72 horas

Preparacién del medio para su analisis
Obtenciin de ta muestra

Después de haber deformadoe los usteailastos hinnanos,
el medio de culuvo se recolecta y se centrifugs a 700
rpmoa 3770 pare remover cualguier particula de niale-
rial Elmedio de cultivo es almacenado a 20°C hasta que
suficiente meche ha sido obtenido para deternunar la
prueba mmunologica de interleucina 13- (11§,

Examen de ELISA (Enzyme-Linked
Immunoassay)

Prioba para determinacion de
lnterleucina humana 1-f

Unuomicroplaca con antcceerpos monotlonales especilices
piare (L1 previenente va cub ta ey fos pozos (Quan-
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tikine, R & D Systems), se les adiciona 200 mL de medio
control y experimental en cada pozo Los pramediis son
obtenidos por disoluciones seriadas de IL-1 cn disolu-
ciones conocidas para producir concentraciones de 250,
125, 62.9, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9 y O pg/mL de cada una en
duplicado. Muestras controles y expernimentale: o dini-
das a la x® y x'% y realizadas en duplicado Después de
incubar durante dos heoras a 37°C, las muesiras son lava-
das 3 veces con sclucién buffer (400 mL solucién salina
buffer de fosfato PBS) uuilizando una maguing de aspira-
c6n (Labsystems). Son adicionados e incubados 200 mL
de comjugado con una nueva tira provisia en el ELISA Kit
a temperatura ambiente por més de una hera, pusterior-
mente es lavada la microplaca como se meneiond ante-
normente. Se agrega 200 ml de solucidn de sustrato a
cada pozo a un intervato de 5 sequndos ¢ 1incuhadu por 20
minutos a temperatura ambieme. Se adiciona 50 mL de
solucion de H,50, para detener ta reacaidn, sa mide s
adsorbancia a 540 nm usando un equipo o @spec
trofotometria (Labsystems) Una curva logaritnuca pro-
medio es dibujada utibzando una comypiitadara v el pro-
grama software génesis, y de ety mantra se conace la
concentracian de IL-1[ en las muestras de culuvo

Resultados

Produccion de interleucina-1f en ostcoblasios humanos
Sa0s-2 estimulados y no estimaladan. ovecamcamen e

La primera columna reprefonta ol penodo en Liempo
del control {osteoblastos no estunulados) ia segunda Cu-
lumna representa a ostechlastos esurnuados gque es el
grupo experimental {i: == 5}

Los resultados representan <l promec
estandar (SEM)

La prueba de tue unlizada pars dorerminar dife e -

le % zrro:

cia significativa.
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*** esiadishicamente altamente significative p <
0.0001

Los resultados demuestran que no hubo produccion
de IL-1[} a las 8 horas de estimulo, sin embargo a las 24
(135 * 21148 (23.2 £ 1.3) y 72 horas (33.9 *+ 1.9) se
encentrd una diferencia estadisticamente significativa
comparada con el control (p < 0.0001). (Figura 1).

Discusion

Se han desarrcllade varios métodos para distorsionar el
citoesqueleto de las células en cultivos celulares ® V% Ei
modelo pionero de caja de Petri desarrollado por Harell vy
colaboradores® demostraron que las células de! hueso al
ser deformadas mecanicamente, van acompanados por una
serie de procesos bioquimicos. En primera instancia, la ac-
tivacion de la fosfolipasa A, con subsecuente desprendt-
miento del acido araquidénico resultandg en un incremen-
L de la produccidn de prostaglandinas (PGE,) que activan a
la adenil ciclasa; posteriormente, incrementando e calcre
miracelular {Ca?") v asi esumulande la sintesis del acido
desoxircibonucleico (ADN},

En este estudio se demuestra que la estimulacion me-
canica de monocapas de cultivos de osteoblastos (Saus-2)
i vitro, no sintetizan interleucinag 1P durante las prime-
1as 8 horas, sin embarge a las 24, 48 y 72 horas fueron
delectadas proteinas inmunarreactivas en el modio de
culitvo  La IL-10 tene un papel mportante en la
oslegenesis y resorcidn osea, que de alguna manera
incrementa ef nimere de osteoclastos mas que la activi-
dad de los ya existentes. Esto fue realizado en estudios 2
Lirgo plaso utilizando culuvos de méduta osea, en donde
»e dJemostro la formacion de osteoclastos,?!

La resorcién asea se caraclertsa poOr una secuLncd
de wvenios que incluyen la formacion v rigracidn de
nateociastos al sitio de resorcion. que en forma coar-
dinada con los oteobtastos lavorecen ia degtadacan
osea Sin embaige, existe una marcada evidentcia de
que las metalopioternsas {MMPs) v los productos der-
vados det metabolismao del dado araguidanice (PGE)
degradan fa matriz 6sea a través de lys osteociaswsL
v por 1o tante, la IL-13 incrementa este proceso Fsie
ipo de atocina emplea su efecto pleotropico que ac
TUA Teciplocamente con los I'HC%_?;J[{}!'&’:‘\ @?Sp(};l[".r_i.", e
la pared celular donde se transciiben v aumanian su
attivedad para identificar otras protemas v as podet
degradar celagene upo I realizando otras funeicnes
vspecificas de los osteoblastos 8 "

Lesde el punte de vista clinire el aphoar iucrzas
aitopedicas alos maxilares o duran.e la tase temerans el
MOVIMUENTO DILRAONCICO @XISLe U 15 PURSLa 11 hal1, Lo,
aguda, caractenzada por la vasodu sacian dol Lo nto
penodottal y nugracidn de feucociins fue o de o capila-

T

res.?* Las Interleucinas secretadas por cstas células
mononucleares pueden interacluar Jirctlamaoni ¢ con cé-
lulas oseas ¢ indirectamente con célutas vecinas, Lales como
monocitos macréfagos, linfocitos y fibroblastos a través
de {a produccién de interleucinas, prostaglandinas o fac-
tores de crecimiento que contribuyen Ge slyling anea a
la remodelacién dsea.

Conclusiones

a) Bajo condiciones experitnentales conureladas el culti-
vo de osteoblastos humanos (Saos-2) 11 viire no sin-
tetizan interleucina 10 durante las primeras 8 horas,
sin embargo a las 24, 4By 72 hoias {ueron devecladas
en el medio de cultivo en forma signiflicativa compa-
rada con el control.
La produccidn de IL-10 puede representar 1n papel
importanie durante la remodelacion 6sea o 1raves de
tos receptores localizados en oy ostcoblanios, canri
buyendo a la interaccién de prostaglanding:  .clores
de crecimiento y diferentes tipos de interlo. .,
¢} Este esiudio sugiere que la produccion de citocmas o
rivadas de osteoblastos humanos (Saos-2) de alguna
manera tienen efectos aseciados con ia remodelacién
dsea durante el tratamiento ortopédico vy orodoncico.

b
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Eficacia y seguridad de la aplicacion de
subgalato y subsalicilato de bismuto como
agentes hemostaticos después de la
extraccion quirdrgica de terceros molares

Tessie Alejandra Mora Loya,”
Or. Juan José Trujillo Fandifo,**
Dr. José Socorro Mora Sierra***

»

Estudhante de Pregrado de fa Universs-
dad Tecnoldpea de México,

Médicor adserto al Servicio de Cinugia
Maxilotacial Hospital jJudrez de México
frr Especandades Maora SC Director Ge-

neral

Resumen

El subgalato y subsalicilalo de bisruto son sustancias que se han utlizado como jenies
hemostaticos en adenoamigdalectomias, activando el faclor XNl de la coagul-cion, Pregunta:
. 8on elicaces y seguros, después de la extraccidn de terceros molares? Objetivo: Valorar su
eficacia y sequridad como agenies hemostaticos. Hipétesis: Son agenles choaces v - uios
para detener el sangraco por extraccionas de terceros molares. Justiticacién: No se cuc o
un agente elicaz, seguro, facil de conseguir y econémico para ayudar al control e la hemorragia
Tipo de estudio: Ensayo clineo controlado aleatorizado placebo controlado. Método: Pacientes

con indicacian de extraccion guinirgica de 4 terceros molares, se aplco de manera alcatong

subgalato o subsaliclate de bismulo en lorma topica en uno de los atvéolas v colocaiilo g
susiancia control en al alvénlo contralateral. Resultados: Se obtuviaron por varaneia (1 OVAS
Se wncluyeron en e estudio 71 pacientes. Se realizaron 284 extracciones quirgrgicas Sra oy

ung con cada una de las sustancias, cada una con su control. 1 grupo maneyada con st im0
de pismuic, obluve 1.97 mun y el control 2 {3.52 min} abservando una dife:s. i eslane, I
significativa (F = 146 62, p < 0 05). Conclusion: El subgalato vy subsa Llato de bisrivlo »on
eficaces y seguros para el control de! sangrado, sin enconirar &factos adversos,

Palabras clave: Subgalalo de bismuto, subsalicilalo de bism' “, terceros molares rirugia oral

Abstract

The subgafiate and subsalicitaie of tismuth are substances that had hraen employed as hernosiate
agenis, in adenolonsifectomies activaling the Hageman Faclor m coagufahon Question: Atg ey
safe and effcientt hermostatic agents after third molar extractions 7 Purpase: Evaluate the affcioncy
and safety as hernostanc agents. Hypothesis: They are sale and elficient agents for the hlveding
control afler third molar extractions. Justification: There isn't an efficient, 2ale, easy 1o oblar and
unexpensive agenl 1o neln bleeding control Study design: Randormized placebo-conirotied tnal
Method: In patients with: indication for surgical extractions of the thrd molars, subgaliate or subsabcian
of bismuth was appied lopicatly randomly «t each alveoius and a conlrol substance in tha contralat-
eral atveolus. Resulls: The data were anahzad with the ANOVA parametng test Sevenly one patent
were enrolied Two hundred and ewghly four surgical extraction ware padormed Seventy one with
aach of the substances, each one valh s conrol The group with subgaffale and subsahciiate of
bismuth obtain the rnor sme (1 97 min} and the controf group ot:taned the largest (3 52 aw) wati
a staustcally significan! diference (F = 146,62 p < 0.05) Conclusion. The subgaliate and subsalciate
of tusmuadti are efficient and safe in the bleading conirol wathout acdversa effects

Key words: Bismsth subgafiale, bismuth subsahcilate, tnirg maars, oral surqery
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February 24, 2003

Dr. Salvador Garcia-Lopez

Metropolitan Autonomous University

Av, Rio Churubusco 594-10!

Mexico City, Del Carmen Coyoacan 04100
MEXICO

Dear Dr. Garcia-Lopez:

This will confirm acceptance to present your Oral Research Abstract Presentation entitled: “The

‘Cellular Action of Interleukin 12 by Murine Osteoblasts In Vitro", at the American Association of

Orthodontists’ (AAO) 103 Annual Session in Hawaii. The abstracts will be presented on Monday,
May 5 at the Hawaii Convention Center. The time and location of your presentation will be sent at
a later date.

Each presenter is allotted ten minutes for presentation and five minutes for questions and answers.
A moderator will be present to introduce each presenter and to monitor each presenter’s vime. Three
screens, three slide projectors, a computer projecior for PowerPoint, a laser pointer, and a podium
microphone will be available for use during the presentation.

As a reminder, participants are requested not (o distribute advertising material of any kind and no
commercial promaotion is allowed.

if you have any questions regarding the Oral Research Presentations, please call John Terranova at
the AAQ Central Office at 314-993-1700 or 800-424-2841.

On behalf of the members of the Council on Scientific Affairs, we thank you for your interest in the
103® AAO Annual Session scientific program and look for ard to your participation.

Sincerely,
Ravindra Nanda

Ravindra Nanda
Chair, Council on Scientific Aflairs

RN/IT/cim
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"TNFa and [1-6 production by murine osteoblasts during mechanical stimelation

‘GARCIA-LOPEZ S,; MEIKLE M.C,. A R,; MONTARO L,; MASSO F,; RAMIREZ V,
BOJALIL R Universidad Auténoma Metropolitana, National Cardiology Institute, Genera! Hospital Gea
Gonzalez, México City., King's, Guy's and St. Thomas Hospital . Londor.

Orthodontic tooth movement requires bone remodelg during the treatment of malocclusions. 1t s Beon

suggested that cytokines such Interleukin 1B (IL-18), tumour necrosis factor (TNF) and Interleukin-6 (0.-6)
are involved in bone remodeling, bone resorption and new bore deposition. IL~6 is a pleiotropic cytokine that
possesses activities that may enhances or suppress inflammatory bone destruction . However IL-1 receptor
antagonist and a TNF-binding protein have shown both the inhibition of bone resorption in animal models.
The aim of this study was to examine the stimulation of murine osteoblasts under organ culfure condiion 10
respect of TNF-¢ and IL-6 production. Calvaria from 1-2 day new-born balb / ¢ females mice were obtained,
frontal and parietal bones were removed and exposed to timed digestion with trypsin. The cells released were
cultured in F-12 / Dulbeco’s modified eagle media, containing 10% foetal calf serum and antibiotics.
Incubation was carried out at 37°C. In a 5% CO? with 95% air. Media was collected for determination of 116
-and TNFa by the enzyme-linked immuncassay (ELISA) at 0, 24, 48, 72 and 96 hours. . Results have shown
|that cultured murine osteoblasts stimulated and none mechanically stimnlated released TNF~¢ and IL-6 from
0 10 96 hours. Supematant of murine osteoblasts mechanically stimulated have demonstrated to increased
TNF-u significantly at 24 hours (2135.47046 pg/ml) compared to control (823 +0.969 pg/m; p<0.001) while
the production of [L-6 was increased significantly at 48 hours in cells mecharically distorted (7206 + 957
pg/ml) compared to non stimulated cells (3401 = 082 pg/ml) (p<0.001). This in vitro model has demonstraied
that the mechanical stress on mirine osteoblasts increased the production of TNF-a before of IL-6 released.
The role of these cytokines may suggest their influence in bone remodelling duning orthodonfic sl
 movement, further in vivo studies are required to confirm this event.

e Ay m o m e i mm e
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! The transcription fastors decoy: a possible novel approach ot controlling osteoclastic E
1 h I
i resarption. . o :
! r(;IOVANNMI , COZZANI M., SICTLIANI G. Unijvormty s)l.‘ ¥ zrvars, Ferrara, Iialy.

_____________________________________________ e e E NS EEdEA RS m .

The objective of this & vitro study was to cxamine tbc__b!foct of decoy DNA/DNA
mo]ccnii::ﬁmrgbling tho nuclear factor kappaB (NF-kappsB} ou apoptqﬂls of hum&;
osteoclests (OCr), in order to jnterfero with ﬂ?e p;r‘*_,m?:y rogulating osto::;m
differontiation and programmed cell doath. Hurnan primery {18 wero prepared cul g
for 14 days poripheral blood mononuclear colla in tho proxenygy f receptoc aotivator OfNIl:
kappeB ligand ({LANKL), macrophage colony—stimnlating f_f.\-rmr (M-CSF) and %
hormone (PTH) OCs werc transfected with 0.5, 1 end 2;1}¢mL of tho doublo-gtran
decoy molecules mimicking the NF-kappaB binding sitos pri-art in the LTR of the HIV-IS.
complexed with 2.5, 5 and 10pg of PC:DOTAP cationlo Hpoymues, respectively, for 24, 4 S
and 72 hr. Apoptosis was valuated by TUNEL staining &14: sonfirmed by induction o
Caspase-3 and Johibition of [L-6 exprossion. The reeults {>tained demonstrate that in
primary colls expressing typical ostooalast markers such as I’RAP and MMPE, }‘T%
deccys significatstly stimulates programmed coll dewth tn (01 8t & very carly stago
moro than & 13-yuld increase in the poroentage of apoptotic n_;JLc:Tclum. By uging the above-
meationed apprsach in clinical orthodontics, it oould be Hawsible to alter ostcoclast e
spans. ln this respect, the decoy approach could be an effeddye novel biologlcel means to
vontro] osteoclestic resorption during orthodoatic tooth move a1int,

M.




N B . American Assaciation of Orthodontists

O})“,mljg Ceremonies

Lo gt 48

Yoo I I TS PR A T S S MpE?

, s e oo ?



]
t
\

R [——
Ty - . —r B r
e et %!mm.._—-«r’“'ﬂ

RIS

c%&%m;’(’m Pzw%w

173 TRREORTSHECHTEH IS T B IO O B G ESY Menday, ey 5 00
ORAL ABSTRACT RESEARCH 10:45am 42:15pm _
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crosshite Patients
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Aarhos, Denmark

19:00am

Growth Paclor lnduced Osteogencsis
During Expansion of the Midpalatat
Suture

Clanice 5 Law. D Han, T. Tuong, K Ting
Los Angeles. Califormia, USA

t: )'5am

—— e e n =

The [ntracelluidr Response on
Orthodontic Force Simulation

Uwe Baumen, Ph.D., I. Gotan. B Becker,
M Redhich, & Roes, AL Palmon,
D Mussig

Regensburg, Germany

1o ?Oam

The lllul.;r Aclum .>f lm(,ritul-un i2

by Murine Osteoblasts In Vitro

Salvador Garcia-Lopez, R Vllanuzya.

L Moo, V Ranurez R Bealil
Mevoo Cay Mexaco

Todemine s tanoad aedies e ool et

e Atr
i

Molec-ular Response of the Alveolar
Bone Cells fo Orthodontic Tooth
Movement

Dubravke Pavlin, 1. Gluhak-Heinnch
San Antonio, Texas. USA

11:15am

The Effects of Stretch on the
Expression of Collagen I Gene in
Cuttured Rat Gingival Connective
Tissue Fibroblasts

Bahram G. Saffar, L. Terracio, U. Fotadar,
P. Sacks
New Yark, New Yark, USA

{1:30am

Effects of Osteoporosis on Orthodontic
Tooth Movement? in the Rat

Apostolos |. Tsolakis, K. Alexandndis,
E Chrysomali. L. Chaldi. [, Donmas.
M.N Spyropoulos

Lamssa. Greece

Effect of Prostaglundin in E2,
Vitamin D, and Calcium Gluconate
on Orthedontic Tooth Movemenl and
Rool Resorption in Rats

Mussoud Seifi, B Eslami
Tehran, Iran
12:00pm

EiTcet ufTInr:l\:nc on ()rlhodunnc
Toath Movement and Root
Resarption in Rats

Massnod Seifi, B Eslam
Tehran, Irun

12: 30pm -

Bone 'D'ansport in Alveolar Clefl

Ralac! ¢. Algulde. M. Milsugi, |. Yamada.
K. Yamauchi
Seaitle. Washinglon. USA

ORAL ABSTRACT RESEARCH
PRESENTATIONS

Mcnday, May 5
Session ]
7:30am-12:45pm
HCC -319

7:30am

Smile Latcral ‘Black Tunnels"
Aesthetic Value for Dentists and
Laypersans
Mavro Cozzam, L. D'Elia. M. Manfrine,
G. Siciham

Lz Spezia. haty

/ 4‘5&m

Impac! ol OI"lllOdOllllC .-\pphdncc.s un
Sleep Quality - A Pilot Study

Akbar Rawji. L. Parker, D. Woodside,
B. Tompson, C Shapiro
Toronio, Omar;o, Canada

&: Oﬂam

]he Relalmn:hlp Iietuecn MRJ
Findings and ThJ Related Painin
THD Patients
Dong-Gewn Lee, H Cheon

Anvang, Kyoungki-do South Korew
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The cellular:action of Interlenkin 12 by murine osteoblasts in viro. _!
GARCIA-LOPEZ S,; VILLANUEVA R ; MONTANO L,; MASSO F,; RAMIREZ V, BOJALIL R.

Metropolitan  Autonomous University, National Cardiology Institute, General Hospital Gea |
Gonzalez, México City

Osteoblasts and osteoclasts play a role in the bone remodelling in response to mechanical forces during
orthodontic tooth movement and orthoapedic treatment. It has been suggested that pro-inflamatory cytokines
such Interleukin 1-B (IL-1B), tumour recrosis factor (TNF) and Interleukin-6 (IL-6) are involved in bone
remodeling, bone resorption and new bone deposition. Recently it has been descnibed that .- 12 snhibit
osteoclasts formation in cultures of coculture of murine osteoblasts (Horwood et al, 2001).

The aim of this study was to examine the stimulation of murine osteoblasts under organ culture condition to
respect of Interleukin-12 (TL-12) production. Calvaria from 1-2 day new-bom balb / ¢ females mice were
obtained, frontal and parietal bones were removed and exposed to timed digestion with trypsin.  The cells
released were cultured in F-12 / Dulbeco’s modified eagle media, containing 10% foetal calf scrum and
antibiotics. Incubation was carried out at 37°C. In a 5% CO* with 95% amr. Media was collecied for
determination of IL-12 by the enzyme-linked immunoassay (ELISA) at 0, 24, 48, 72 and 96 hows. Results
have shown that cultured mmrine osieoblasts non stimulated and stimulated homonal or mecharnically
reieased IL-12 from 24 to 72 hours. It has been observed I1-12 increased at 24 hours of stmulation with a
bormoue (2 pg/ml of oestrogen) (1750 pg/m) or mechanically (1930 pp/ml) compared with contsol (850
pg/mi) (p<0.001). This model has shown that IL-12 was produced by cultured murine osteoblasts which is!
involved to the immunity response mediated by TH1 cells, and might exert their influence durivg the cary |
stages of orthodontic tooth movement. ‘

- |
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E Intercellular mechanical signallng through adherens junctions in fibroblasts.
! KO, K.5.,, TOMPSON, B.,, ARORA, P.D., and McCULLOCH, C.A.G. [C!MR Group in
i Matrix Dynamics; Depertment of Orthodontics, Facutty of Dantistry, Univaraity of Toronto, Canada)

g A . - — A e B et e el e e, e o e i el

Orthodontic tooth mavemeant involves force-induced tizsue remodeling of the periodontal lgama  which
ta compasad of a network of cells connected through extensive gap junctions and cadherin-mediated
adherens junctions. Currently, it la unknown whsther these junctions in connactive tissue fibroblasts
tranamit rechanical signals and coordinate mutticellular adaptations to physical forces. Wa developed a
novel modal system in which controlled mechanical forcas were applied to intercallular junclions by
elactromagnats acting on cells cantairing Intemalizad magnetite baads. Force application induced
displacoment of magnetite-bead loaded ceils and robust intracelluar Ca®™ signals (85494 nM abave
basallne). a second messenger system that regulates important cellular processes such as call survival
and proliferation, We aiso found that thesa Cs™ signals depended an influx of extracellular Ca** through
mechanosensitive channels as both Ca” chelation and gadolinium chioride (a mechanosensitive channel
iﬂhlt?lﬁ:)l") abolished the responsa aftar farce application. Similar Ca®* tranclents were Inducod by farce
application to anti-N-cadherin antibody-coated magnatite beads, indicating N-cadherin along could tngger
the signal. Furthermora, these force-induced caltular signals may mediate strengthening of cell-celt
connoctions since force application induced polymaerization of actin, a cytoskeletal protein at the cellcell
contacts and this actin ramodeling response was Inhibited by buffering Intracellular Ca%* fluxes. With the
uge af specific gap juaction inhibitars, our major finding is that rnechaanteal forcas applied to Intarceliular
[unctions induce robust Ca** signals that are Independent of gap Junctions. To the best of our knowdedge,
this Is the first study showing that forces transmitted spacificalty through cadherins can actlvate a second
messenger system and increase cyloskelelal polymerization. This study advences our understanding of

how controfled physiological forcas lead to tissue remodeling and how pathologlcai forces lead to tisgue
adaptation and repalr.

-~
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1 g Email: salgarlop & hotmail.com
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; T e atoador Garcia-Lopez
Vi mninan Artonomous University e
+ FROMI: Ovhan Tuncay

Chaw. Council on Sc1ent1ﬁc Affairs

RE: Oral-Research Abstract Prasentation
2002 umual Session. Philadelphia. Penpsvivania

[

Presentation of yvour Qral Reszarch Abstract entitled: “Jmrerlenkin- 107 ve o050 Y - e
Oistzadlasis: A Frehiminary Report”. atihe 2002 American Associahon of Onhodonnsr. oy
Session has bean sehieduled for 11:00am in Room 2024 of the Pemmma b ovin Conr e 0 i
Level 200, These presentations are held cn Mondav, Mav 6. 2002,

Lach presanter s elloved 1en mbwites for presentation and five mimuies for cuzvbony and a0
4 moderaror will he present 10 introduce eacli presenter and tonomior -;.zJ'- AR IR P

Tivee serezas, three slide projeciors. a computer projector for PoverPon o e oopor i s
pedin pmerephone will be available for use during the preseninion

Asa remmder. participanty are rquasted not to distnbute advertising me o0
comimercal promoien s 2llow2d

Ifxou have any quastons regardng the Oral Researchy Abstract prese: . i e 0700
Temranomva at the A0 Central Office a1 314-993-1700 or {00-424-2841
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osteoblasts: a preliminary report. - E
MONTARO L, MASSO F,; RAMIREZ V.,;BOJALILR. |
ology Institute, Mexico City. !

. i

Imterleukin 10 feleased by murine
. GARCIA-LOPEZSS,; VILLANUEVAR,; ! :
| Metropalitan Autonomous University and National Cardi

_..-_.-__.-__..-__..__.._——_....__-..-_.-_._._..-____-...___..—__.._--....-_-_....--.._____._.____....-“._....-.-»__..._.

like booe function are modulated by mechanical forces, it has been
sugpested that osteoblasts may play an important role in the control of bone rermodelling in response

*.10 mechanical stress that occurs during orthodontic movement or during the orthopaedic treatment,
51" the cellular mechanism involved in the transduction of biomechanics forces into mojecular events
ki -.-j":have demonstrated that Interleukin-1 (IL-1) and tumour necrosis factor (TNF) induced Interleukin-6
ik (IL-6) production in murine and buman osteoblasts when these cells are stimulated by mechanical
1. stress or by hormoaes. The aim of this study was to examine the stimulation of murine osteoblasts
20k under organ culture condition to respect of Interlukin-10 ([L-10) production. Calvanas from 1-2 day

A" new-borm balb/ ¢ fernale mouse were obtained, froatal and parietal bones were removed and exposed
7 to timed digestion with trypsin. The cells released were cultured in F-12 / Dulbecos’s modified eagle
1 media, containing 10% foetal calf serum and antibitics. Incubation was carried out at 370C. i « 5%
02 / 95% air. Media was collected for determiration of IL-10 by the enzyme-linked immunoassay
(ELISA) at 0, 24, 48, 72 and 96 hours. Results have shown that murine osteoblasts stimulated
_ mechanically released great amounts of [L.-10 when are compared with the coatrol (350 pgp/m)
p<C.01). The addition of a hormone (2ug/mi of cestrogen) to the cultured osteoblasts demonstyated
ha ighibition of IL-10 at 24 hours (p<0.0001). This in vitro study suggests an evideace that 1L-10
might exert at least part of their influence in the bone remodelling.

A Muscles and  endothelial cells

R S S memnem e .

. ; -.,hdngg of Myosin Heavy chain mRNA in muscles afier experimental advance: :
:.:ner:! of mandible. HARZER;W.; Buttner, C.%, Gedrange, Th': Luck, O !

[ B W) s L - . - ' . §
 Depaniment of Orthodontics, ? institute of immunology, TU Dresden, Germany

The aim of the investigalion was to analyse the proportion of myosin-heavy chain (MHC)
: rq-RNA in type | {slow fwitch) and type lib (fast twitch) fibres during sagitlal advancemer
of the mandible in pigs by compelitive polymerase chain reaction (PCR).The experimen
were carried cut on 10 week old pigs (six test animals were fitted with as ylic bil: hlocks
fpr permanent advancemeni of mandible, six controls) over a 28-day period. Using the
! tlssjue szmples from seven Cifierent regions, anterior (M1), medial (M2)and postenor
(M) fegion of m. masseter, anterior (TP 1) and posterior (TP2) region of m. temporalis,
tn'e medigl Dlerygoio (Ph} and the geniohyoid (GH) muscle, total RNA was exlracted.
;\:i‘ar‘reverse transcription competitive RNA for type | and Type |lb were produced. In the
an»}cr:o: pfart Gi m. masseterincreased the content of type | MHT from 271 pg /ug tolal
er\ﬁk to 662 pa/ug totel RNA and the aaterior part of m. temporales increased the conter
Oi lvoe | MHC from 222 pg /pg total RNA to 342 pg/ug total RNA. No change of type |
vas f(_)’fl_md in the ¢iher rzgions. With the competitive PCR can be shown the
ggfﬂt.ig‘?hon of the lype | and type i MHC m-RNA shift afier experimental advancemsn
frmandihie,

ltis concluded that mechanical siress

esulted in a fasi-twich 1o slow twitch lransition.
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Oral Abstract Research Presentations

Oral Abstract Research
Presentations

Monday, May 6
Session 1
10:30am-4:30pm
PCC - 202A

10:30am

Orthodontic Treatment

Qutcome Using the ABO

Grading System for Dental

Casts

Hesham Amer D. Poulion
Riverside, CA, USA

12:45am

Effects of RGD Treated
Biomaterial on Osteoblast
Attachment and Transduction
of Mechanical Forces
Tlisalreta Ada Cavalcanii-Adam,
1. Shapira, E Macarak, R Composio,
C. vdams

Philaaclpraa, PA, USA

I:00am

Interleukin-10 Released

by Murine Ostecoblasts:

A Preliminary Report

Salvador Carcia-lopez. R Villanueva,

L. Montanao, V. Ramniree, R Bojalil
NMoenico CHy, Mexico

I:13am

Level of Interleukin 1-B in

Gingival Crevicular Fluid

During Canine Distahization

Seda Cuison Flawdarn 5 Buhin, € Sesen
Ankary, Turkey

-

11:45am

2:45pm

The Effect of Vitamin D with

Calcium Gluconate and PGE2

on Root Resorption Following

Ornthodontic Tooth Movement

in Rats

Massoud Seifi, B. Eslami, M. Naziri
Tehran, Iran

1:30pns

Stability of Mandibular

Advancements in Bimaxillary

Orthognathic Surgery with

Rigid Internal Fixation

Adriano M. Araujo, M. Cabrizlii,

A. Sanos-Pintos. L Gandini, P. Sakima
Sao Jose Das Campas, S Brazil

I:45pm

Stability and Relapse of
QOrofacial Deformities After
Crthognathic Surgery
Umbena Geragiola, V. Ghiglione,
K. Niskivama

fnveruno, Atilano, haly

2:00pm

Periodental Status Following
Surgical Orthedontic
Alignment of Impacted
Maxillary Incisors by a Closed
Eruption Technique
Siclla Chaushu, A Becker ! Brin,
Y. Ben-Bassat, Y. Zilberman

Jerusatemn, 1srael

2:15pm

The Effect of
Gingivoperiostcoplasty on

Mandibular Deficiency in
Knockout Mice Lacking Bone
Sialoprotein Expression
Shiva Shadmand, D. Weodside,
P Rossouw, ). Aubin

Torento, Ontarie, Canads

3:00pm

Midface Distraction

Osteogenesis in Adolescent

Midface Deficieucies

Ursula Hirschfelder, S, Schulize-Mosgau
Eriangen. Bavaria, Germany

3:15pmn

Cephalometric Comparison

Between Children with

Enlarged Tonsils and

Adenoids

Renaio Farsckian Manins, A, Sanies-

I'irio, L. Mamns, D. Ravelli, L. Candini
Araraquara, San Paclo, Grazil

3:30pm

The Comparison of the Lateral

Cephalograms Taken in

Natural Head Position and 5

Degrees Flexion and Extention

of the Head

Hosseirr Ravanme<hr, N, Ravar deh
Tehran, lran

3:d3pm

The Craniofacial

Characteristics in Pierre

Robin Sequence

Sunjay Sur, 8 Rass, B joomicn
Chandigarh, India

the Outcome of Secondary

EEARE
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Differentiation in the

Periodontium

* 4o susae Poleksc
Winmpes, Maniioba, Canada

o s Garan

el e o b figea! etes

SO 11.30am Alveolar Bone Graft 4:00pm

E(’LJ:S': r H Yhi Sao, B Grayson, | Banllas, Tranqvcrgp *\llalysis of
i Effect of Experimenial C Comi : § f‘ ‘ ‘l b

3 - - Lutning ; NCi
ke Tooth Maovement on Cell 5 Craniofacial Morphiolog)

Neow York, NY, LISA

3:30pm

Determination of Temporal

Expression of Molccules

Involved in Mineralization

Process

Stana Torena Garnido, [T Arcane
Meowon Criv, Mesico

in UCLP Families
Young looh voon, R Tallents,
5 Kyrlandes

Rachester, NY, LISA
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Frontal cephalometric features In patients with hemifacial -

microsomia

O Ortega-Oteo, M Agullar-Saavedra, M Yudovich-Burak, S
Garcla-Lopez, J Qulraz-Barrios

Caiz. Tislpan £300Tlalpan 14000, Maxico

The aim of thus study was tocorrelate the upper maxillary complex
delormity, nasal cavity and orbils with the degree of deformity in
hemutfacial microsomia. Forty-five frontal and panoramic radio-
graphs from patients who were referred to the Orthodontic
Departmen! at the Manuel Gea Gonzalez General Hospital,
distribuled by sex and age and subdivided into three groups
according Pruzansky’s classification were used. Cephalometnc
analysis {Rickets) was traced using planes and angles measure-
ments to correlate the upper facal skeletor: with the lower face.
Results revealed 2 direct relation between the mandibular
Pruzansky’s deformuty degree regarding the vertical and trans-
versal maxillary asymmetry, nasal cavity and orbit ridge in the
group studied according to Pearson’s correlation coefficient statis-
fics analysis (P<0.001). 1 is suggested that the assessment of the
upper and lower maxillary skeleton should be considered in the
diagnosis and treaiment plan of such disease.

Degree of bending ot newly tormed bone posterior to
mandlbular distraction using a chin cup

M Yudovich-Burak, M Agullar-Saavedra, J Escobar-Mnfir,
F Mollne- Montatva

Playa Gaviotas 36 Col Feforma irtaccthuat DS840, Mexico Gty

Early distraction osteogenesis treatment permits the elongation of
the deformed mandible but in some instances alters the occlusion
and creates open bites. The use of high pull chin cup therapy
posterior to mandibular distraction permits us&£o diminish, pre-
vent and correct the secondary deformed growth potential in
these patients. We analvsed eight patients with hemifacial micro-
somia through panoramic, lateral and anteroposterior cephalom-
etries, before arid after the use of the high puli chan cup therapy.
Results were as follows. 300g of force applied to the deviated side
determines the rotation pattern and degree of flexion of the newly
formed bone, while compensatory changes in the mandibular
ramus and corpus length also ocour in the non affected side. A
remarkable correction of the mandibular growth curve was
achieved. Early treatment of mandibular asymmetries with dis-
traction osteogenesis and high pull chin cup therapy gives the
panent a satisfactory functional and aesthetic appearance.

An evaluation of the inffuence of the mandibular third molar
on arch length and postretention crowding
Abraham Lifshitz

The role of the mandibular third molars in postretention crowding
has provoked much speculation. The purpose of this study was to
deternune the influence of the mandibular third molar on the arch
length and the ahgnment of mandibular incisors during mean
postretention period of two years Postreatment and postretention
mandibular casts of 28 subjects were divided in 1o four groups
according to the presence or absence of mandibular third molars,
and treated with or without exrachon of two premolars in the
mandibular arch. The parameters selected for statistical analysis
were presence of mandibular thurd molars, arch length; and lower
wncrsot crowding There was no stanstically significant difference in
the decrease of arch length berween the groups with or without
thard molars. it was concluded (hat the mandibular third molars
appear not 1o have an influence on the decrease of arch Jenglh and
tower macor crowding duntng the postretennon period.

Faclal growth in children from Yucatan, Mexico

Fernando Jorge Hermnandez Teilo

Cafle 51 #555-J Por 80 Y 62 Merkie, Yucatan 97000 Mealco

The aim of this research was to establish facial growth tendencies
inchildren from 2 region of Mexaco. A non-probabilistic sample of
226 cephalogams of type-subjects of apes ranging from 7-14 years,
born in Yucatan state and Angle’s class | molar relation, withoui
caries, rotations and previous orthodontic freagment was taken.
They were divided according 10 age group and sex. Independent
variables were age and sex; dependent variables were Y axis,
Bijork's polygon, and PFH/AFH ratio. General measures resulls
were Y axis 67.66° sella =126.62° articular=141.77"
gomon=125.66°> sum=394.08°, PFH=73.21 millimeires, ATl
113 13 millimetres, and PFH/AFH ratio=64.73%. ANOVA ang
student’s t analysis were run, The results obtained showed 1he
growth tendencies in the chikirer. fiom this Mexican region and
aliowed us to elaborate a model of the growth tendency of these
children.

Mandibular response analysis in orthodontics

Sergio A Cardisi-Rios, Marcelo Gastelum Gomez-Palacic

Av Latars Cordenas #1750 Col. Chapuliapes Sur CP 58260, Morella, Mich, Mezlco
Tre practice of arthodontics has increased markedly and 1s now
pracused by anincreasing number of specialists. Sometimes though,
the work done by the orthodonnst with uruversity training and
that done by the general dennst cannot be drfferentated There-
fore. dentists themselves do the orthodonue work. There are
bascally two rypes of orthodontic treatment, either with or with-
out expansion of the dental arch Whale the formner reports a long
term stabiiity rate exceeding 90%, the latter 1s responsible for what
has been krmown as the ‘orthodontic look’. This prescntation
describes T George S Harris' stmple analysis of mandibular
growth and response that he has developed and which has been
used oveé, the past thirty vears Since the orthodonust can madify
the direction of the patient's growth potential favourably or
untavourably the mandibular respanse analysis monitors these
changes

An In vitro model to study bone turnover with mechznicsl
stimuli

S Garcia-Lapez, R E Villanueva, J Bustos, R Bojalil, | Macotela-
Diaz. A Cortes

Caro del Hombre, 5212, Coycacan (A320, Maxico

Mechanical forces are apphed in the correction of dentofac:!
discrepancies and dentoalveclar malocclusions during arthodon:
nc tooth mavement nevertheless the cellular mechamsot -
volved in the translabion of climcal forces into biclogical responses
are poorly understood  The purpose of thus study was to assess a
maolecular mecharesm in the signal transduction pathways of the
regulation of bone lumever duning mechanical stress. Results may
supgest that human clonal osiecbiast-ike cells produced 1L-18
more rapidly 10 response to mecharcal lorce at 24 (13.721.2 pe/
mljand4Bhours {21 221 9pg/mlycompared with human fibroblast
at 24 (4.12«0% pg/ml) and 4k houry (304212 pg/ml: P<O.00Y)
respectively. The selechve gene expression of 1L-16inboth groups
have been demenstrated 1o be infiuenced by mechanical sttmuia-
non o rero

Facial changes in children using maxillary orthopaedics
C D Jose Sclen Cisneros Jimenez
Lazaro Cardenas 2 — 1205 bis cat Centre CF P 05000, Mezico
i the hterature there are some stodies In rejation at the tacial
changesin maxilbary expansionin orthopaedics. but few it any of
them report elimica! changes i the faces of the chuldren Thisstudy
iad the abjective o recording, the facial changes im 60 chuid ren
Cwsng saprttal apparatus e maallary arthopaedic expansio The
3 5fo<1} s blved iabang fve raciel planes over athree month e riod
"L uNIng 2 scalla vermer and faciab nash made for ¢
"’“n'ﬁabguu-mcr\; n.'«fh[e]::‘:'.:t:l.lg ool mask made dor the pricion

Microbiology of the root canal

Tatiana Caraceioll, Gerson Caraccioli

Miguat Secrano # 6 Col Del valie 03100 Mexico

Mucrobes are, have beenand wlicontinee o beinvolved in puipal
and penradicular pathology A avnanuc and didacue presentation
showng the pathways of pulpal and penradicular ifections, the
microbal inlerachon and the sae response wil be presented 1t
intended wbe ashomtop through the dentinal tubules, reaching the
puinal e, viewing theinflammateey response and the eovican-
roncntal changes in IP\e(?(_1: content e neural respanse, the vascular
changes and the offocty of the e rotab imteraction and colormsation
Kienadedyeof all these processes wiil lead o an improved manaee-
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ABSTRACTS

rogl resorphion was observed. damagiog 16 tecth (six cenlra)
and 1 iaicral incisors).

CONCLUSIONS: The prevalence of impacied canines
observed 1n tie examined populadon appears Lo be simntar
1o the data available i the Werature. Quie high however
seems 10 be the prevalence of tooth resorption caused by
impaction and Lhe Tollowing ectopic erupnon of the canines
I would appear that careful evaluation of the posiion of the
uncrupied canmes should be performed at an early age and
thal subjects preseniing anomalies in the paih of eruption
should be carefully followed radingraphically (o prevent or
inlercep! possible futurc damage

6 BREATHING TESTS IN CHILDREN

WITH AND WITHOUT MOUTH-
BREATHING SIGNS
G Frano, E Barhato, D Prowin. M P Pogaesi. D Cannon.
Depariment of Ornhedentics Umversity ¢l Rome.
La Sapienza. ftaly

AN Tocompare chmcal and rhinomanomenc parameiers
mwa eroups of chibdren with and without mouth-breathing
\,i_nﬂ.’\.

SUBJECTS AND METHODS: The case group consisied
al 3 subjects 16 females and 14 males fmean age 9.4 = 1.8
searsh showmg at least four of the (ollowing signs. anam-
neshic ity pale lace undeideveloped middie-lace. small
and pooriv developed nostrds, abnormal ip colour. exture
aird pustore The comrul group consisted of 20 subjeets,
12 females and B misdes {mean ape 87 2 | vears) Chmeal
Breathing teas and anwentor acuve rinomanomelry were
performed by three clnoaians none of whomn purhicipated in
the scicetion of gragps Diagnosng consisiency osaluated by
Kappaetest was goad I order wo evaluae sigmlicam differ-
enees between the graups o Cha square lest was performed
RESULIS: No srgnificant differences were found with
respuect o any hreathme test Chnn test, gnancreased sespar-
story frequeney was amenved an 23 ¥ per cent of subjects
tveray Mpercont Tar control group s holdmg hps closed and
260 per coerd of case zrowp Gversus 1A per cont contral
efoupl blocking ane nostnl w test the opposite side, 6.6 per
cent of cuse wroup showed umbaterad nasal ehstrucnon
Romernthal 1est an icreased respiratary freguency win
foand i 45 4 per cont ol case group vessus 20 per cent
control groupt Gudi tos SO per cenu el case pooup {versos
25 e cent contral group slsmeed g poor relles contral ol
the slar musdles Antenos ackive rhinomanometns did e
show gnmeresse of totad nasal resistance m boi araups, 26 6
put cent of Siuse group Gersus 13 per cent contol groun)
shoneed an mcredse of umibgicrad nasal resstance
CONCLUSIONS Angnaesane dute and facial foatores oiten
supprt mowth breathane Qdiagnosss bet chokal functional
tests andigr chutommartem e can sosull nogste e for nasad
obatruenon Maouth-bregiting min be duc 1oacgnired babiy
bbb pravous rhiog praringeal obslrogiion ghs g
sl Nt g oo Pred o nan T PSP b S T Ly

A Chm o o Tt s ausing S ol g, o

6 CRANIOMANDIBULAR DISORDERS:
1 TREATMENT PLANNING USING THE
ELECTROMYOQOGRAPH AND THE KINESIOGRAPH
U Garagiola'. ¥V Ghighone'. M Fubkai’. School of Dennstry
"Wversity of Milan. ltaly, and “Umiversity of Tokve, Japan

AIM, Toshow how of the cleciromyograph and the Kinesio-
giaph help 1o hagnose and treat masnicalory muscle pain and
temporomandibular joint disorders {TMD}.

SUBJECTS: Tweniy nine patients witl ¢raniomandibular
drsorders symplomalic al the time of the examinanon were
compared with a group of previously studied healihy sulnects,
METHODS: TMINisacollective term embracing a humbe
of climcal problems (hat mvolve the masticalorny: muscy-
lature angd the lemporomandibular joints. There are » v
known contnibuting Tactars to the complex mubiila. 114
nature of TMD: Iraumatic. anatomic. pathophysialogic.
neuropathic, psychogen and psychosocial. Theretuore dys
funcuonal pauents require an interdisaiplinary collaboranar
between orthodontics. prosthodontics, periodontics. cral and
maxillofacial surgery. implantology. All TMD pauenis and
conteols were evaluged using electramyvography and kKinesio-
wraphy. The hioelectinic processor. or EM2 electromyogiaph
15 @ diagnostic nstruimenl used W measure muscle aciwily
at rest and during Tunciion, The K6 hinesiograph s used 1o
measure 2ad record movements of the jaw an all thiee
drmensions

RESULTS: TMD patents have disinetly difTerent pato i
of musele acnvity than asvmplomanc sebyects, In addinon o
resticnons and deviatiuns. INNons N jaw movement .
mmpartant diagnosuc cntena, Success{ol tresmen reduces
the regulary and severny of muscle dvsluncnion andd
inpraves mandibular movements. Compaarnson of  proe-
and posi-lreatment resolts demonsboale treament oificm
ind effecineness.

CONCLUSTONS: The complex actiology of TMD requine
an merdisciphnary appraach fur successiol diggnoses 1o
went and mamenance. Electromyopraphy and kineswographn
are extremely valoabie for initial paent evaluations, o weelt
as {or monnonpy freatment results,

6 COMPARISONOF WO TYPES OF
HUMANOSTUEORL AS IS UNDER YO LIC

STRAMNIN VITRO

S Garcia-Lopez, RE Villonueva, Maodecutar and € 1)

Rielagy Unit, Lmiveradad Astonona Metropolitaa.

Muevico Cur

AIM Tocvnune the effects al mvchameal sress m untn
asteoblints and o hunian ostomaerconn cell line undet aegan
culture condinans with respect oomterlculan prodacinm

METHOR Human osteoblaas wore oblaned bnun e
uf coread plate durmg thid malar exiract:on ard an s a
safoncell e (8aton 2oty from the Amcrcan bvped ool
calleeton A LCCH Atwer dheesiion of the formier ol wene

seeddod g s Juosi ol 2% s O eeflveemT B aeeae ulogn
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Masks and grown a1 37°C in a humidified aimosphere, 95 per
centanr, S per cent CO.n 11 Ham's F12-Duibecco's modified
Eagle's mediom {DMEM) supplemented with 10 per cent
loetal call serum and anubrotigs After seaching confluence
duning the sccond passage. the ceils of both groups
were removed with trypsin-EDTA and placed in groups of
10 cultures randomly aliocated on peiriperm dishes under
cvchic strain of 5 seconds every 1.5 minuies during 8. 24, 48
4nd 76 hours. Media werg collected 1 8 longiludinal manner
for determination of laterieukin-1B (IL-1p) by enzyme-linked
IMMUNORSSAY -

RESULTS. Dunng mechanical siress of both types of cells
there was no production of 11-1P at 8 hours. However after
24 hours the group of osteosarcoma cells could be detected
mmedia (13.7 = 1.2 pg/ml) and were significantly different at
4& hours (21.2 = 1.9 pg/mi} compared with media of human
osteoblasis (3.2 = 0.8 pe/ml. P < 0.05).

CONCLUSION: The findings of the present evaluation can
be interpreted 10 show that human osteosarcoma cell bne
release large amounts of 1L-1p i companson with normal
human osteeblasts under cyclic sirain, '

63 EVALUATION OF BONE DERSITY USING
PANORAMIC RADIDGRAPHS

1 Gedranpe' V Hietschoid®, W Harzer'. K Kohler™.

Depaniments of 'Orthodontics and ?Radiclopy.

Techmcal Unyversity, Dresden, Germany

Al Imvestiganon of bone densiy n different areas of
the mmandible using panoranuc radwgraphs (OPG) as a
preparators slep i the held of implantology and oriho-
denlacy

MATERIAL OPG and compuied 1omographic {CT ) images
ol young male patients were evaluated. These normalized
vidues were compared wath the CT Hounshield values
METHODRS The pauents were radographed i a Siemeny
device Phatometnically measured OPG Lim densinies
wute normahzed 10 Xovay dose {mAs product) The dose
disinbution a0 @ was delermined by imaging of an
alumipum wedee Qnh regions with o near constant dose in
ait were meluded by evaluanon Thickness and disiance
masureinents were performed on the CT images
RESULTS The thickness of the mandible and compacla
showed anly small mterandividual differences A pood
correlalion berween film density. ooth toots and compacta,
spamst the oistance hetween rool and compacta coutd be
shown Mueasurements wn the region of the upper jaw bone
td not result mouselul caua due 10 superimposinon with
the palat: and hps

CONCLUSION Since bone demsis between 100th roons
and compacta s stronghomfluenced by the thistance between
roal end compacta, and the feln densiy o thas Tegion s
eonwd corretanian wath this distance 1@ car he concludad thas
the meisurcd fdm dersities are suitehly for duetermiping the

Bt <3 atus ol the loses b b
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64 TEMPOROMANDIBULAR JOINT EFFECTS
OF ACTIVATOR TREATMENT.

A PROSPECTIVE MAGNETIC RESONANCE

IMAGING STUDY

B Geers. S Ruf, H Pancherz. Depantment of Orihodonucs.

University of Giessen, Germany

AlIM: To assess the effect of activator treaiment on thr
position of the condyle and the anicular disc.

SUBIECTS: Thirty Class I] division 1 patients treated with
an activalor.

METHOD: Magnetic resonance images (MRIs) of both
temporomandibular joints (TMJs} were taken before aml
after 1 year of activator ireatment. The MRIs were analyscd
melncally 10 assess possible changes in the relative positon
of the condyle, disc and fossa.

RESULTS: None of the subjects cxhibited anv sipns o
symptloms of temporomandibular disorder either before o

afier reatment. On average the arucular dise (P <005} and |

the condyle (ns) showed a slightly anterior position relalive
Lo the fossa after 1 vear of activalor treatment. This was
probably due (o the fact that the Class I 1aw base relation
ship although improved. could nol be normalized n all
subjects during this short observalion period
CONCLUSION: Activaior (reatment does no! seem 1a
have an adverse effect on the This

6 . ULTRASOQUND BONE MEASLIRT MENT
5 IN ORTHODONTIC PATIENTS WITH
CONGENITALLY MISSING TEETH

Vv Ghighone. C Maspera. U Garagiola. Depariment of
Orthedonucs. University of Milan. laly

AIM: To esumale bone mincral denstty (BMDY i arcas
with congemitally messing 1eeth by the densiiomerer w pre-
cher if the bone s surtable for successivl orthodoauc/implant
therapy.

SUBJIECTS AND METHODS: Twenly males and 14
{emales with congennally missing teeth (aped belween
14 and 27 years) were invesiigated usmpg the Achilles
densitometer All the patiends tequired orthadonue treat-
ment Measurements on the os calos included speed of
sound ($05) broadband ultrasound atenuation (BUA ) and
3 caleulated sulfness index, Ultrasound measurements wert
correlated with BMD of the jaws on the panoraoic hilms and
anthe TAC 1o oblain a complete evaluanon of boae tepalogy
and reproducible and prediciable correlanons,

RESULTS. A sipmficant correlation berween TAC. pangr-
anue im and wlirasound hone measurement was found
BUA showed a correlavion with ape and way more
pronpunced tn women  There was na stiemficast ditlerence
in makes snd females in SOS values 5OS and BUA values
decreased with age momales, while i females $OS deereased
with age but not BUA The stiffnessmdes decrcased wih age
m hepth seses Sex differences for BMD were not saprisheant,
In patients whose BUA S SOS and stifness values ot
sigmibicanth loswer than m poninat contrals o supplemenial
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ABSTRACTS

group. The Bonferrom correction for muliiple lesting was
applhed.

RESULTS: Compared with chronological age the dental
age ave an over-eslimation ranging from 0.19 years (in the
voungesi age group of the boys} 10 1.00 vears (in the §-9-
vear-ald group of the boys). Almost all gver-esiimaunns
were sianstically sigmficant, In the 14-15.vear-old boys, an
underesimation was found due Lo the barders of the original
converaion lables. New 1able of age scores were construcied
from this sample. The accuracy of the ages predicled with
the new tahles was bigher than when predicted with the
original tables

CONCLUSION: A new scoring system for dental ape
determmaton that provides more accuraie prediclions in a
Belgian populahion has been developed.

Demirpan A, Goldstein H. Tanner M 1973 A new svstem of
denmal age assessmeni, Human Biology 4- 219-227

1” NICKEL RELEASE CONNECTED TO

/ ACIDIC CORROSION OF )
{SUPERJELASTIC ORTHODONTIC ARCHWIRES
A Véph, L Wopndrovits, Deparimeni of Orofacial
Ornthopedies and Orthodonues. Hein Pal Children’s
Haosputal and SZiKKT) Laboratory, Budapesi. Hungary

ATMS Immune response. or conlact dermainis, caused by
nickel has often been reported dunng the use of ¢onven-
nona!  orrthodonne  zppliances  (stamless  steel
cusiom-made  headgear or bp retractors. reiamers and
bracheish The new (nickel-tihanium ailoy) generavon of
archwites operate by means of the actvation of a martensigic
reaciron Allthese wires constitule a constant force in a wade

wIres,

range of defiecnon. requiring the wire 10 remam n the
mowtl for & long period

METHOD Archwire products were Sested with the o
prohe apsbvses Free of them showing the sane distnbuugn
callern were exposed 10 an aad corrosion test The surface
chanues were analysed by scanming eleciron microscopy
RESULTS. The dissoived mickel was caleulated by the
surface unu The different samples showed o release fpgiem™s
4 fullows No-Ti 0259, Copper Ni Ty 0533, Neo Sentallon
1975 Sentalion 5 284 Rematian Light 33 730 The muyr.
mhaloey of surface changes related 10 the amoum of dissely
tonndicated a tvpe of Natiening of the roughness whael was
capetially opserved m Senlalloy and Remantan Ligin wies
CONCLUSIONS The results indicate thal elasbe archwires,
Aased on mckelianiem allowvs used mthen as-received
condition. may corrade e the oral envoanment releasimy
remadrhable amounms of mchel and can cavse” hiolopscal
reachions inciuding sl contact hvpersensiiviy Meserth
lose the constant conssen of mokel o probahly below de
avirery mielany amake excduding svstemane effecty The
sarprsane resa s inat despate vhe sam Chermical compositbion
whide diffurence
resen PO tanes ) range wlhich s prcbohiy due 1ooth,

the amaunt yl mckel dessadved show . d o
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physical procedure used during the manufacture of different
producis.

ORTHODONTIC TREATMENT NEEDS
1 77 IN SCHOOLCHILDREN IN SOUTH
EAST MEXICO CITY
R E Villanueva-Arriaga, S Garcia-Ldpez,
S Macin-Cabrera, M E Rodriguez. Health Carc
Deparument, Universidad Auténoma Metropohtana,
Mexico City

AIMS: To assess the need for arthodontic treatment m
schoolchildren in South East Mexico {liny.

SUBJECTS AND METHODS: A raudom sample of 176
schoolchiidren between 10 and 12 years of age withowl a
previous histery of orthodenue trealment derived lrom o
preventive dental programme. The Index of Orthodons

Treatment Need (JOTN) was used by two previousty cahibrated
examiners 1n order (0 eshmale the orthodontic treatment need.
The indea has two componenls. the Aestheuc (AC) and
Dental Health (DHC). The DI3C is divided into five prades:
Grade 1 none. grade 2 litlle, grade 3moderate. grade 4 great,
and prade 5very greal. Addiuonally the subjects were Lo give
their own view on their dental appearance onascale ol | 10
By mean of phoiographs of the AC.

RESULTS: Dhfiercnces between bovs and girls were non
stausticaliy sigmiicant and the ratmps for she DT of JOTR
fur the schoolchildren were 342 pe. cend Pl e

ment, 37 6 per cend bordeshne need, and 8.2 per cemae L 3
for wearment. The sccond component was not recorded
becavse the subjects had diffwculty in understanding the AC
ol IGTN

CONCLUSION Based on the finchngs of this siee
supeested thar the DHC ol JOTN s a goad 0ol 10 assess il
need for orthodoni treaiment.

1‘7 RADILS UNION AS AN INDICATOR
FOR COMPLETION OF VERTICAL

DENTOALVEQLAR GROWTH

& Vivdra, H Panchere, Departiment of Onthodontes

Lnrversty of Gizssen, Germany

PROBLEN: The placement of a 1o00th wnptant before
cuvsaven of vernical dentoalveolar growth leads wanira-
wechusion of the artthoal 1ooth.

AIM. To asceriam if the skeletal mataroy stupe. Radis
unien ¢R ) can by used as mdicaler for verneal Jento-
alvealar growth completon,

MATERIAL: Hland-wost rachoeraphs and latoval s
Hlres tahen @t the same aecasion from 36 subpecis (37 mades
s 25 Temales) ~ S vcars ot ol orthodonnc trestment. Froam
cach mdrvidual three 0 four pars of radiographs Cunted
with approsmate v vear betweon the different Lbm prars,
Par U vear Detore P Paar 2o R Pars 3 amd ] wear

and-or Zaearsaliar Borespectneh
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Dr. Salvador Garcia Lopez '
Dr. Rosina E. Villanueva
Metropolitan Autonomous University
Cerro del Hombre 2-C-12

Mexico City 04320

Mexico

Dear Scientific Posterboard Participant(s):

Thank you for participating as a Scientific Posterboard Presenter at the American
Association of Orthodontists 95th Annual Session, May 14-18, 1999 in San Diepo,
California, USA.

The Planning Committee recognizes that the real success of the Annual Session =4

active involvement by individuals in programs such as this. Your Scientific

Posterboard was an imporant contribution. We appreciate the time spent in preparing, .
your scientific information and trust other attendees . cnefited from your presentation,

Again, thank you for your participation in this momentous event and fook forwaid to
your continued participation at the 100th AAQ Annual Session in Chicago, llinots,
USA.

Sincerely,

P Bozar

Lee R. Boese
General Chair, 99" AAO Annual Session
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A Study on the Position of Hyoid Bone
Makoto Kikuchi, Naoki Higurashi
{Narita, Chiba, Japan)

. Effects of Horseshoe Expander

Hong-Swk Kim, Young-Jun Lee,
Young-Guk Park Kyo-Rhim Chung
{Secu!, Korea)

The Effect of Qrthodonmtic Force Application
on Experimental Tooth Movement Rate and
Root Resorption in fAat
it-Gan Kim, Young-Jooh Yaon,
Kwang-Won Kim

{Kwangju, South Koras}

Effects of Thermocyeling on Bracket

Bonding Strength

Jong-Ghee Kim, Sang-Cheo! Kim
{Chenfu, Chonbuk, South Korea)

. Force Decay of Intraore! Elastics Over ﬁme

Accnrding to Stretched Length
Jong-Ghea Kim, Jong-Sun Park,
Choon-Bong Lee

{Cromju, Chonbuk. South Korea)

. A Sudy on Horizontal Reference Planes in

Lateral Cephalogram in Korean Children
Xyung-Ho Kim, Ji-Yeon Lee, Jung-Yun Han
{Seoul, Korea}

Menarcheal Age Among Yarious

Malocclusion Groups in Korsan Women

Kyung-Ho Kim, Hee-Sun Yun, Eun-Sve Son
{Secul, Kerea)

EHects of the Horseshoe Apphance
and Anmeriar J-Hook Headgear in
Maxiltary Excess

Su-Jin Kg, Meoa-Yaung 04, Yeung-Guk Park,

Kyu-Aftvm Chung
tSeoul Karea)

Defining the Amount of Cormtsel in Salive
from Z-& Year Gld Children
Egbert Koerperich, Eve-dndrea Holtgrave,
Maria Mueller

fBeriia. Germany)

Excessive Toath Aplasia
in a Femate Patient - Case Report
Balph Kretschmer, £, Eisenmann, H Lol
G Neumann, £A. Holigrave
{Berfin, Germuny)

9.

terboard kxhibit
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Jooth Mobility Change of Ankylosed

Tooth After Carticotomy During

Orthodontic Treatment

** Karuo Kushimoto, Shigehiro Hioks,

Shinsuke Ono, Kin-ichiro Niwa, Jun Adachi
{Motosu-gun, Gitu, Japan)

. Bona Remodeting: A Totat, Early, Orthopedic-

Qrthodontic Trestment Avoiding Flattened
Profiles, Extractions, and Surgery
*Leon Kussick

{Naples, FI. USA)

. An Exparimental Model tor the Study of

Intrusive Forces in Rats
Lavra Marta Labate, Carfos R. Guardo,
Romule L Cabrini

{Buenos Aires, Argentina}

Deep Overbite Treatment in Patients

Daolicocephalic Pattern

Lours Morts Labate, Carios B, Gusrdo
(Buenos Aires, Argentinal

. Ar Ahemnstive Approach for the Evaluation

cl the Soft Tissue Profile
5. Seadst Lajevardy, . Salsali
{Tekran, iran}

. Timing for Applicstion of Reverse Headgear

to Correct Skeletal Class Il Malocclysion
Ming-Hsien Lan
{Taipei, Taiwan, Republic of Chinal

Chargscteristics of Stretch-Activited fonic
Channe!s in G292 Osteoblastic-Like Cel!
* " Sang-Kuk Lee. Seung-Uk Lee, Eun-Hee
Kang, Soo-8yung Park

{Pusan. Korea)

. Arch Forms and Dimensions ARer

Orthodantic Treatment by Premolar
Extraction
Seung-Mi Lee, Youag-Jook Yoas,
Kweang-Wan Kim

{Kwang Ju, South Korea)}

A Study on Profite Change Concurient with
the Rewraction of Anterior Teeth
‘" Won Yoo Lee

{Wonju, Kengwon-Do. South Korea)

. Early Treatmem of Class I, Division ¥

Malocclusion with Functional Agpliance
“Li-Msiang Lin, Chin-Sung Cirer,
Chi-Yang Teai

fTaipes, Tarwan, Republic of Chinz)

89. PGE2 and CAMP Level After Interpanietal
Sutwre Expansion
Wei Lin, R. Xie
{Guangrhou, Guangdong. Chinal

100.The Influence of Anti-Spee-Arches on the
Vertical Dimension of Face
Hano Loidl, Raiph Kretschmer,
Guenther Neumann, tva-Andrea Holtorave
{Berlin, Germany)

10t. A Molecular Immuncrssay of Human
Osteoblasi-Like Cells During Mechamecal
Stress in Vitre
Salvador Garcia Laper, Rosina E Villanueva
{Mexico Cny, Mexicol

162 The Retationship Between Root
Mineralization Stages und Statural
Puberal Growth
Ricardp Luir de Lirme Barboss, V. €. Santana.
K Faltin Jr, Ricardo Barbosa
{Sao Panlo, SP. Brani)

103 Relattonship Between internuxitlary Suture
and Midline Diastems
Suwanner Luppanspoialarg
{Banghok, Thailand)

104, Avalistion of Forue Detvery by Elastomeric
Chain and Permanent [ elpomity - in Vicg
Sissy Machade, Suelly Mendes

{Belem Para Branl

105, The Inverse Lip Bumper Applianc,
Frerdavide Marctionn. Roliceto Dely
Cristina Grigpavdr Simone feal

{Rome, lraiy)

106.Social implications of Preventive Dentisiry
in Orthedontics
. Masorto, FA Mien. & Balesiro
A Ravars
{Padova, ftaly)

107 Relationship Among Facial Types, Slanding
Position of Mandibulsr Molacs and
Mand:hular Marphelegy Using CT Scanning
Toyohike Masumota, tkumasa Hayash,
Akira Kawamura, Koup Yasuda,

Xarutaks Kasa:
thiarsudo, Chiba, Japan)

108 Corrosion Suscepthility of Coated Stainless
Steel Drrect Bonding Bracke:s
Claude §. Matass
fHoflywood, FL {ISA)
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}TA molecular immunodassay of human osieoblasi-ike cells during mechanical stress :
' in vitro ‘
| Garcia-lopez S.. B.D.S.. M.Sc. and Villanueva R.E., B.D.S.. M.Sc. !
- Molecular and Cell Biology Unif, Metropolitan Autonomous University, Mexico City. H

Although mechanical stress has fong been recognised as an imporant factor in
the regulation of bone remodeling , specially during orthodontic tooth
movement, the molecular mechanism underlying these effecis has remained
obscure. A number of meihcds have been devised to apply forces in vivo to bone
or in vitro 1o cells in order to assay the biochemicai result of mechanical stimui. in
this report we have developed a method of culiured human osteoblast-fike cells
grown on petn dishes (n=5) capable of deformation. A cycle of cell deformation
of 5 seconds every 1.5 minutes was camed out over 76 hours. The cellul -
pedurbation in these cells was then compared to undeformed cells. ELISA ossoy .
weare used to determined levels of interieukin-6 [IL-§) production affer 8, 24, 45
and 76 hours. At 24 hours , mean of IL-6 levels were elevated dunng mechanicc!
stress(12.3 £ 2.1 pg/ml) ond being significantly difference at 48 hours (193 + 2.2
pg/mi) compared with control {12.3 ¢ 1.7 pg/ml}. These results suggests *he IL-¢
may play an impodant role during bone remodelling in the eary piases o
orthodontic tooth movement. Understonding  the celiular and moiecula:
mechonism which cause bone o adapt to changes in its mechanicct
environment is essentia! for the practice of clinical orthodontics.
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Dear Scientific Posterboard Participant(s):

Thank you for participating as a Scientific Posterboard Presenter at the Amencan
Assocaiation of Qrthodontists 98th Annual Session, May 16-20, 1998 in Dalias, Texas.
USA.

The Planning Committee recognizes that the reat success of tie Annual Session is
active involvement by individuals in programs such as this. Your Scientific
Posterboard was an important contribution. We appreciate the time spent in preparing
your scientific information and trust other attendees benefited from your presentation.

Again, thank you for your participation in this momen‘ous event =t look forvs - 1c
your continued participation at the 991" A 20O Annual Session in San Diego,
California, USA.

Sincerely,

1 ' . ’ f a;
e Ll ’:C)LLL:,) L

Witham C Gavlord
General Chair
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E Interleukin 18 release by human osteoblasts-like cells under mechanical stress in vitro
{  Garcia-Lopez S, B.D.S,, M.Sc. and Villanueva RE.,, BD.S. f M.Sc. :
\  Health Care Department, Metropolitan Autonomous University, Mexico City. E

In spite of extensive research in animals and man, the exact mechanism by which teeth move
during orthodontic treatment has still not been determined, histological changes have been
well documented. The intra-cellular biochemical events have been examined |, but thr
mechanisms for transcription of the physical forces into molecular events has not been
clarified. We have examined cultured humans osteoblasts like-cell grown on petri dishes
(n=5) capable of deformation with respect to inteleukin 18 (IL-18) production. A cycle of
cell deformation of 5 seconds every 1.5 minutes was carried out over 96 hours. The cellular
perturbation in these cells was then compared to undeformed celis. Cells were grown to
confluence in Ham’s F12/DMEM media which contained 10% foetal calf serum, 100pg/m)
streptomycin , 100 U/ml penicillin 'and 0.25 pg/m! amphotericin; incubations were cairied
out at 37°C in 5% CQO2/ 95% air. Media was collected after 8, 24, 48, and 96 hours and
stored at -20°C. until analysis. ELISA assays were used to quantify alterations in cellular
production of interleukins. The results suggests that IL-1B was raised when the cells were
grown during mechanical perturbation at 48 hours (455 + 7.6 pg/ml) and being
significantly difference at 72 hours (95.5 + 12.5 pg/ml; p<0.05). Further work should be
conducted to improve the study of bone remodelling dunng orthodontic tootl. i.ovement.
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