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Objetivos 

En el presente trabajo nos planteamos los siguientes objetivos: 

 

1. Determinar si la calcitonina puede detectarse en el fluido crevicular 

gingival y evaluar los cambios producidos en sus niveles en los 

lados de tensión y compresión durante los estadios iniciales del 

movimiento dentario ortodóncico con aparatología fija. 

 

2. Valorar posibles asociaciones entre los cambios en los niveles de 

calcitonina en el fluido crevicular gingival y la intensidad de dolor 

percibida por el paciente durante los estadios iniciales del 

tratamiento ortodóncico con aparatología fija. 

 

3. Evaluar si la calcitonina puede detectarse en saliva y analizar los 

cambios producidos en sus niveles durante los estadios iniciales 

del movimiento dentario ortodóncico con aparatología fija. 
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Material y método 

IV.1. ESTUDIO CLÍNICO 1 

 

IV.1.1.IV.1.1.IV.1.1.IV.1.1. Selección de la población de estudioSelección de la población de estudioSelección de la población de estudioSelección de la población de estudio    

 

Se seleccionaron 15 pacientes jóvenes (8 mujeres y 7 hombres; edad 

media: 12,6 años) que presentaban un diastema interincisivo superior e 

iban a ser tratados con ortodoncia fija. Los criterios utilizados en la 

selección muestral fueron: 

 

Criterios de inclusión: 

� Edad entre 10-15 años. 

� Origen caucásico. 

� Presencia de diastema entre los incisivos centrales superiores ≥ 

1,5 mm. 

 

Criterios de exclusión: 

� Pacientes en tratamiento con antibióticos en los seis meses 

anteriores al inicio del estudio. 

� Pacientes en tratamiento con antiinflamatorios en el mes anterior 

al inicio del estudio. 

� Pacientes con algún tipo de enfermedad sistémica o alteraciones 

metabólicas o endocrinas. 

� Pacientes con enfermedad gingival o periodontal, demostrable 

mediante una profundidad de sondaje ≥ 3 mm o evidencia 

radiográfica de pérdida ósea. 

� Pacientes con mala higiene bucodental. 

 

Los padres de todos los pacientes fueron informados de las 

características del estudio y se obtuvo su consentimiento informado para 

que sus hijos participaran en el mismo. 
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IV.1.2.IV.1.2.IV.1.2.IV.1.2. DiseñDiseñDiseñDiseño del estudioo del estudioo del estudioo del estudio    

 

Dos semanas antes del inicio de este estudio longitudinal prospectivo, 

cada participante recibió una profilaxis e instrucciones de higiene oral. 

Todos los participantes mostraron su consentimiento para seguir 

estrictamente dichas indicaciones. Los pacientes fueron instruidos para no 

tomar ninguna medicación, incluyendo antiinflamatorios no esteroideos, 

durante el periodo del estudio. Se realizaron controles de placa y motivación 

durante todo el estudio. 

 

IV.1.2.1.IV.1.2.1.IV.1.2.1.IV.1.2.1. Movimiento ortodóncicoMovimiento ortodóncicoMovimiento ortodóncicoMovimiento ortodóncico    

 

Se cementaron brackets (0.022 x 0.028 pulgadas, Mini Master, 

American Orthodontics, Sheboygan, WI, USA) en la cara vestibular de los 

incisivos centrales superiores. El diastema interincisivo fue cerrado 

aplicando una fuerza de 100 g por medio de una cadeneta elástica (American 

Orthodontics, Sheboygan, WI, USA) (Fig. IV. 1). Para evitar movimientos de 

alineación verticales, no se introdujo ningún arco en la ranura del bracket 

durante el estudio. 

 

El diente experimental fue el incisivo central superior derecho. El 

diente control fue el primer premolar superior derecho o izquierdo, que no 

llevó ningún tipo de aparatología ortodóncica, ni recibió ningún tipo de 

fuerza. 

 

 

 

Figura IV.Figura IV.Figura IV.Figura IV.    1. Cierre del diastema interincisivo1. Cierre del diastema interincisivo1. Cierre del diastema interincisivo1. Cierre del diastema interincisivo    
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IV.1.2.2.IV.1.2.2.IV.1.2.2.IV.1.2.2. VisitasVisitasVisitasVisitas    

 

Se recogieron muestras de fluido crevicular en mesial (compresión) y 

distal (tensión) del diente experimental y en mesial del diente control en los 

siguientes momentos (Fig. IV. 2– IV. 4): 

 

� 0 horas: justo antes de activar el movimiento. 

� 1 hora después de haber iniciado el movimiento. 

� 24 horas después de haber iniciado el movimiento. 

� 7 días después de haber iniciado el movimiento. 

� 15 días después de haber iniciado el movimiento. 

 

 

 

Figura IV.Figura IV.Figura IV.Figura IV.    2222....    Recogida de fluido crevicular en mesial Recogida de fluido crevicular en mesial Recogida de fluido crevicular en mesial Recogida de fluido crevicular en mesial del diente experimentaldel diente experimentaldel diente experimentaldel diente experimental    

 

 

Figura IV.Figura IV.Figura IV.Figura IV.    3. Recogida de fluido crevicular en distal del diente experimental3. Recogida de fluido crevicular en distal del diente experimental3. Recogida de fluido crevicular en distal del diente experimental3. Recogida de fluido crevicular en distal del diente experimental 

 

 

 

Figura IV.Figura IV.Figura IV.Figura IV.    4. Recogida de fluido crevicular en 4. Recogida de fluido crevicular en 4. Recogida de fluido crevicular en 4. Recogida de fluido crevicular en mesial del diente controlmesial del diente controlmesial del diente controlmesial del diente control 
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IV.1.2.3.IV.1.2.3.IV.1.2.3.IV.1.2.3. Parámetros clínicosParámetros clínicosParámetros clínicosParámetros clínicos    

 

En cada cita se evaluaron los siguientes parámetros clínicos en el 

diente experimental y control, y en los dos dientes adyacentes a éstos: 

    

� Índice de placa (PI): se observó de manera visual y mediante una 

sonda periodontal la presencia o no de placa en 3 localizaciones por 

diente y se le asignó un valor de 0 a 3 según el Índice de Sillnes y Loe 

(Silness and Loe, 1964). 

� Índice gingival (GI): el estado gingival se evaluó en función de dos 

criterios. Primero se determinó la condición gingival en tres 

localizaciones por diente, siguiendo los criterios del Índice Gingival 

Modificado de Lobene (Lobene et al., 1986). 

� Índice de sangrado al sondaje (BOP): en segundo lugar, se valoró el 

sangrado al sondaje mediante una sonda periodontal en tres 

localizaciones por diente según los criterios de Mühlemann y Son 

(Mühlemann and Son, 1971). 

 

Estos parámetros clínicos se midieron tras las tomas de fluido 

crevicular gingival para no alterar los parámetros del fluido. 

 

El disconfort o dolor se midió mediante una escala análoga visual 

(VAS) en cada momento del estudio, previo a la recogida del fluido 

crevicular y a las medidas de los índices periodontales. 

 

IV.1.3.IV.1.3.IV.1.3.IV.1.3. Recogida Recogida Recogida Recogida del fluido crevicular gingivaldel fluido crevicular gingivaldel fluido crevicular gingivaldel fluido crevicular gingival    

 

Las muestras de fluido crevicular se tomaron con puntas de papel tipo 

Periopaper, según protocolo descrito anteriormente (Toygar et al., 2008; 

Dilsiz et al., 2010). 

 

Los dientes seleccionados se aislaron con rollos de algodón, se eliminó 

la placa bacteriana y se secaron cuidadosamente con aire. Se introdujeron 
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las tiras de papel 1 mm subgingivalmente, y se mantuvieron in situ durante 

30 segundos. Si alguna de las muestras resultó contaminada por saliva o 

sangre, se desechó y se esperó al menos 10 minutos para la toma de una 

nueva muestra en la misma localización. 

 

Cada muestra fue colocada en un tubo tipo Eppendorf de 1,5 ml y 

almacenada a -80º C, para posteriormente procesarlas todas juntas, una vez 

terminada la fase clínica del estudio. 

 

IV.1.4.IV.1.4.IV.1.4.IV.1.4. EEEEvaluación devaluación devaluación devaluación del disconfortl disconfortl disconfortl disconfort    o doloro doloro doloro dolor    

 

En la visita basal el paciente rellenó un breve cuestionario para evaluar 

la experiencia previa con el dolor general y dental. La experiencia previa del 

dolor general fue evaluada con una escala analógica visual (VAS) de 100 

mm, con dos puntos finales, etiquetados como ``no dolor´´ en la izquierda y 

``máximo dolor´´ en la derecha. La misma escala fue usada para medir el 

dolor dental relativo a situaciones experimentadas previamente. 

 

 Las molestias o dolor durante el periodo del estudio también fue 

evaluado con la VAS. Los pacientes indicaron su nivel actual de intensidad 

de dolor espontáneo y de dolor experimentado mientras apretaban rollos de 

algodón con el diente experimental y control. 

 

IV.1.5.IV.1.5.IV.1.5.IV.1.5. Análisis de WesternAnálisis de WesternAnálisis de WesternAnálisis de Western----    BlotBlotBlotBlot    

    

IV.1.5.1.IV.1.5.1.IV.1.5.1.IV.1.5.1. Preparación de las muestrasPreparación de las muestrasPreparación de las muestrasPreparación de las muestras    

 

Los niveles de calcitonina del diente experimental y del diente control 

fueron analizados mediante un análisis de Western-blot con anticuerpos 

específicos frente a la calcitonina. 
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El día del análisis cada muestra fue diluida en 100µl de buffer al 1% 

Triton X-100 en 50 mM Tris-HCL (pH 7.5) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, 

Buchs, Switzerland) y centrifugada a 12500 rpm durante 5 minutos. 

 

Se preparó una dilución con tampón de carga (20µl de muestra + 20µl 

de tampón de carga). Se calentó la dilución 5 minutos a 95 ºC. 

 

Tampón de carga 5x: se disolvieron 6,05 g Tris en 80 ml de agua, se 

ajustó el pH a 6,8 con HCl; se añadieron 0,4 g SDS y se completó hasta 100 

ml con agua. Se tomaron 12,5 ml de la solución anterior y se le añadieron 10 

ml de glicerol, 2 g de SDS y 0,0005 g de azul de bromofenol, y se completó 

con agua hasta un volumen final de 25ml. Después se hicieron alícuotas de 

800 µl y se congelaron.  

 

Cada vez que se repetía la técnica se descongelaba una alícuota y se le 

añadían 200 µl de mercaptoetanol (en la campana de gases). Finalmente se 

completaba con agua hasta obtener un volumen de 5 ml (tampón de carga 

1x). 

    

IV.1.5.2. IV.1.5.2. IV.1.5.2. IV.1.5.2. ElectroforesisElectroforesisElectroforesisElectroforesis     

 

Se realizó la electroforesis de las proteínas en geles con una matriz de 

poliacrilamida. La electroforesis en poliacrilamida es un método 

conveniente, rápido y económico; además la cantidad de muestra que se 

requiere es solo del orden de microgramos de proteínas. 

 

Las proteínas presentan una carga eléctrica neta si se encuentran en un 

medio que tenga pH diferente al de su punto isoeléctrico y por eso tienen la 

propiedad de desplazarse cuando se someten a un campo eléctrico. La 

velocidad de emigración es proporcional a la relación entre las cargas de la 

proteína y su masa. Una ventaja importante de los geles de poliacrilamida es 

que son químicamente inertes, transparentes y estables en un amplio rango 

de pH, temperatura y fuerza iónica. 
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La electroforesis en geles de poliacrilamida se puede realizar 

empleando sistemas de uno o más geles, en estos casos se habla de sistema 

continuo o discontinuo. En los sistemas discontinuos el primer gel asegura 

la migración de todas las proteínas en el frente de migración, provocándose 

la acumulación de todas las proteínas que se han cargado en el pocillo. La 

separación realmente comienza a partir del momento en el que el frente de 

migración alcanza la frontera del segundo gel. Este sistema es especialmente 

adecuado para analizar muestras diluidas sin perder resolución, en general, 

se emplean sistemas de dos geles (discontinuas). A continuación, se puede 

determinar el peso molecular aparente de cualquier proteína por 

comparación con un patrón de proteínas de pesos moleculares conocidos. 

 

Se prepararon los geles a una concentración del 10% (Fig. IV. 5). Una 

vez habían gelificado se situaron en la cubeta de electroforesis (tabla IV. 1 y 

IV. 2). Se colocaron 40 µl de dilución (20 µl de muestra + 20 µl de solución 

tampón) en cada pocillo, excepto en dos pocillos donde en uno se puso 12 µl 

de peso molecular y en otro se puso calcitonina pura (control positivo). Se 

añadió el tampón de electroforesis 1x a la cubeta. La electroforesis se 

mantuvo constante a 80 V durante 2 ó 3 horas (Fig. IV. 6 y IV. 7). Pasado este 

tiempo la línea del frente de migración estaba aproximadamente a 1 cm del 

borde de la cámara. 

 

 

RUNNING GEL 2 GELES 10% 

Acrilamida 30% 3.1 ml 

Running buffer 4x 2.3 ml 

SDS 10% 90 µl 

Glicerol 50% 0.9 ml 

Agua 2.7 ml 

APS 10% 100 µl 

TEMED 20 µl 

 
Tabla IV.Tabla IV.Tabla IV.Tabla IV.    1. Running gel al 10%1. Running gel al 10%1. Running gel al 10%1. Running gel al 10%    
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GEL SUPERIOR 2 GELES 10% 

Acrilamida 30% 0.8 ml 

Stacking buffer 4x 2 ml 

SDS 10% 80 µl 

Agua 5.12 ml 

APS 10% 100 µl 

TEMED 20 µl 

 
Tabla IV.Tabla IV.Tabla IV.Tabla IV.    2. Gel sup2. Gel sup2. Gel sup2. Gel superior al 10%erior al 10%erior al 10%erior al 10%    

 

 

� Running buffer 4x: Se disolvieron 18,5 g de Tris en 80 ml de agua, se 

ajustó el pH a 8.0 y después se completó hasta 100 ml con agua. 

� Stacking buffer 4x: Se disolvieron 6 g de Tris en 80 ml de agua,  se 

ajustó el pH a 6.8 y después se enrasó a 100 ml con agua. 

� SDS 10%: Se disolvieron 5 g de SDS en 50 ml de agua. 

� Glicerol 50%: Se disolvieron 50 ml glicerol en 50 ml de agua. 

� APS 10%: Se disolvió 1 g APS en 10 ml de agua. 

� Tampón de electroforesis 5x :     

 

15g de Tris 

72g de Glicina 

5g de SDS 

 

Se completó hasta 1000 ml con 

agua. Finalmente se llevó a 1x: se 

tomaron 200 ml de tampón 5x y se 

le añadieron 800 ml de agua. 

 

 

 

 

Figura IV.Figura IV.Figura IV.Figura IV.    5. Geles de poliacrilamida al 10%5. Geles de poliacrilamida al 10%5. Geles de poliacrilamida al 10%5. Geles de poliacrilamida al 10% 
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Figura IV.Figura IV.Figura IV.Figura IV.    6666    y IV.y IV.y IV.y IV.    7777. Proceso de electroforesis. Proceso de electroforesis. Proceso de electroforesis. Proceso de electroforesis 

 

 

IV.1.5.3. IV.1.5.3. IV.1.5.3. IV.1.5.3. TransferTransferTransferTransferenciaenciaenciaencia 

 

La transferencia de proteínas o “blotting” supone la inmovilización de 

las proteínas sobre membranas sintéticas. Una vez que las proteínas fueron 

separadas mediante electroforesis se transfirieron a una membrana 

electroforéticamente. El procedimiento consistió en poner en este orden: 

papel de filtro, la membrana de nitrocelulosa, el gel y otro papel de filtro, 

todo empapado en tampón de transferencia sobre un tanque en el que se 

encontraban dos electrodos planos. Se dispuso de forma que el gel quedaba 

hacia el ánodo (-) y la membrana hacia el cátodo (+)(Fig. IV. 8). 

 

La transferencia se realizó a 15V y 0,30A durante 20 minutos. 

 

� Tampón de transferencia:  

  

5,82 g Tris 

2,9 g Glicina 

937 µl SDS 10% 

Se completó hasta 800 ml con 

agua. De los 800 ml se tomaron 

200 ml y se le añadieron 50 ml 

de metanol. 
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Figura IV.Figura IV.Figura IV.Figura IV.    8. Proceso de transferencia8. Proceso de transferencia8. Proceso de transferencia8. Proceso de transferencia 

 

IV.1.5.4. IV.1.5.4. IV.1.5.4. IV.1.5.4. BloqueoBloqueoBloqueoBloqueo        

 

Una vez que teníamos las proteínas en nuestra membrana de 

nitrocelulosa ya transferidas, la pusimos durante una hora en una solución 

de bloqueo (PBS + leche al 5%) a temperatura ambiente (Fig. IV. 9). 

 

Tras la incubación se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS. 

 

 

 

Figura IV.Figura IV.Figura IV.Figura IV.    9. Bloqueo de la membrana9. Bloqueo de la membrana9. Bloqueo de la membrana9. Bloqueo de la membrana 

 

 

IV.1.5.5. IV.1.5.5. IV.1.5.5. IV.1.5.5. IncubaciIncubaciIncubaciIncubaciónónónón    

        

IV.1.5.5.1.IV.1.5.5.1.IV.1.5.5.1.IV.1.5.5.1.    Anticuerpo primarioAnticuerpo primarioAnticuerpo primarioAnticuerpo primario    

 

 Tras el bloqueo, la membrana de nitrocelulosa fue incubada con el 
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anticuerpo primario Calcitonin mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) a una concentración de 1:100 y debió 

permanecer en movimiento- agitación durante toda la noche en el frigorífico 

a 4ºC. 

 

Tras la incubación se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno con 

PBS también en movimiento para facilitar la retirada del anticuerpo 

primario.  

 

 

IV.1.5.5.2. Anticuerpo SecundarIV.1.5.5.2. Anticuerpo SecundarIV.1.5.5.2. Anticuerpo SecundarIV.1.5.5.2. Anticuerpo Secundarioioioio    

 

A continuación, la membrana de nitrocelulosa fue incubada ahora con 

el anticuerpo secundario Anti-Mouse IgG peroxidase conjugate (Sigma 

Aldrich, St Louis, MO, USA) a una concentración 1:200 durante una hora en 

movimiento a temperatura ambiente.  

 

 Tras este periodo se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno 

con PBS en movimiento para facilitar la retirada del anticuerpo secundario. 

 

IV.1.5.6. IV.1.5.6. IV.1.5.6. IV.1.5.6. DetecciónDetecciónDetecciónDetección  

 

Una vez que teníamos la membrana lavada procedimos a la detección 

de la proteína por quimioluminiscencia. Se colocó la membrana en un 

recipiente y se le añadió 1 ml de cada uno de los dos componentes del 

revelador (ECL Western Blotting Analysis System (Amersham, GE 

Healthcare, Ballardvale St, Wilmington, MA 01887, USA). Se agitó 

suavemente para que toda la superficie de la membrana entrara en contacto 

con el reactivo quimioluminiscente, posteriormente se dejó en oscuridad 

durante 2 minutos. Después se utilizó un software de tratamiento de imagen 

(Imagen Reader Las 400 Fujifilm) y se realizó el estudio de las imágenes 

guardándolas toda en formato tif; así después se abrieron dichas imágenes 

desde el software que nos permitió identificar las imágenes escaneadas. 
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Este procedimiento se repitió para todas y cada una de las membranas (Fig. 

IV. 10). 

 

Con este procedimiento obtuvimos imágenes digitales formadas por 10 

pocillos, de los cuales uno de ellos en todas las imágenes pertenecía al 

control positivo (calcitonina pura) y otro al peso molecular, quedándonos 

así 8 pocillos para las muestras de los sujetos analizados. 

 

 

 

Figura IV. 10. Detección de las proteínas Figura IV. 10. Detección de las proteínas Figura IV. 10. Detección de las proteínas Figura IV. 10. Detección de las proteínas  

 

 

IV. 1.6. IV. 1.6. IV. 1.6. IV. 1.6. Análisis densitométricoAnálisis densitométricoAnálisis densitométricoAnálisis densitométrico 

 

Mediante el software Quantity one 1-D Analysis software, de análisis 

densitométrico de imagen (BIO-RAD, Hercules, CA, USA), se realizó una 

comparación entre los distintos pocillos de los pacientes referidos al control 

positivo al cual le dimos un valor determinado y calculado. Así se 

determinaron los valores absolutos de calcitonina en todas las muestras 

procesadas. 

 

Además, obtuvimos una recta de regresión que se realizó mediante un 

Western- blot con concentraciones de calcitonina pura conocidas y las 

bandas obtenidas fueron también cuantificadas densitométricamente. Se 

efectuaron Western-blot con concentraciones de 8 µg, 17 µg, 20 µg, 25 µg y 
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30 µg de calcitonina pura (Fig. IV. 11). 

 

Para obtener la recta se cargó la calcitonina pura en diferentes 

concentraciones junto con el peso molecular para comprobar que la banda 

de la calcitonina coincide con la altura de su peso molecular control (peso 

molecular de la calcitonina: 14,5 KDa). 

  

 Para calcular las concentraciones problema de las diferentes muestras, 

se realizó una recta de regresión representado la densidad de diferentes 

concentraciones conocidas de calcitonina pura (Sigma Aldrich).  

 

 

                 8µg 17 µg 20 µg 25 µg 30 µg 

Figura IV.Figura IV.Figura IV.Figura IV.    11111111. Diferentes concentraciones de calcitonina pura. Diferentes concentraciones de calcitonina pura. Diferentes concentraciones de calcitonina pura. Diferentes concentraciones de calcitonina pura    

 

    

IV.1.7. IV.1.7. IV.1.7. IV.1.7. Análisis estadísticoAnálisis estadísticoAnálisis estadísticoAnálisis estadístico    

    

IV.1.7.1. IV.1.7.1. IV.1.7.1. IV.1.7.1. Estadística descriptivaEstadística descriptivaEstadística descriptivaEstadística descriptiva    

 

Para todas las variables del estudio se calcularon las medias, 

desviaciones estándar e intervalos de confianza para cada grupo en todos 

los momentos analizados. Para describir las variables categóricas, se 

utilizaron frecuencias (porcentajes). 

 

IV.1.7.2. IV.1.7.2. IV.1.7.2. IV.1.7.2. Estadística analíticaEstadística analíticaEstadística analíticaEstadística analítica    

    

 Los cambios longitudinales detectados en los niveles de calcitonina en 

el fluido crevicular se expresaron como porcentajes de los valores basales (0 
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h). Tras evaluar la normalidad de las muestras, se efectuó un análisis de 

ANOVA para medidas repetidas y con tests post hoc para comparar 

diferencias entre las zonas (tensión, compresión y control) y para analizar 

las diferencias intragrupo entre los diferentes momentos del estudio (1h a 

24h, 7d, o 15d; 24h a 7d o 15d; y 7d a 15d). Para estudiar las posibles 

correlaciones entre el nivel de calcitonina en el fluido crevicular gingival y la 

intensidad de dolor, y entre la intensidad de dolor y el dolor dental y general 

experimentado previamente se realizó un análisis de regresión lineal 

múltiple. Se utilizó el software SPSS 19.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) para el 

análisis estadístico. 

 

 

IV.2.IV.2.IV.2.IV.2. EEEESTUDISTUDISTUDISTUDIO CLÍNICO 2O CLÍNICO 2O CLÍNICO 2O CLÍNICO 2----ESTUDIO PILOTOESTUDIO PILOTOESTUDIO PILOTOESTUDIO PILOTO    

    

IV.2.1.IV.2.1.IV.2.1.IV.2.1. Selección de Selección de Selección de Selección de la población de estudiola población de estudiola población de estudiola población de estudio    

    

 Se realizó un estudio piloto prospectivo longitudinal con dos grupos: 

un grupo de estudio, formado por 5 pacientes que iban a iniciar su 

tratamiento de ortodoncia con aparatología fija en la arcada superior y un 

grupo control, formado también por 5 sujetos de similares características en 

cuanto a sexo, edad, origen, nivel socio-económico y cultural, pero que no 

recibió ningún tipo de tratamiento ortodóncico (Fig. IV. 12 y IV. 13) 

 

 Los individuos que participaron en el estudio fueron informados del 

mismo y de sus implicaciones de forma oral y mediante un consentimiento 

informado que todos firmaron. 

 

 Se enumeran a continuación los criterios empleados para la selección 

muestral: 

 

 Criterios deCriterios deCriterios deCriterios de    inclusión: inclusión: inclusión: inclusión:     

    

� Sexo masculino. 
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� Edad comprendida entre los 20 y 35 años. 

� Origen caucásico. 

� Pacientes diagnosticados de maloclusión que requerían tratamiento de 

ortodoncia con aparatología fija al menos en la arcada superior. 

� Uso de brackets metálicos o estéticos (zafiro) por vestibular, en todos 

los dientes de la arcada superior. 

 

Criterios de exclusión:Criterios de exclusión:Criterios de exclusión:Criterios de exclusión:    

    

� Pacientes en tratamiento con antibióticos en los seis meses anteriores 

al inicio del estudio. 

� Pacientes en tratamiento con antiinflamatorios en el mes anterior al 

inicio del estudio. 

� Pacientes con algún tipo de enfermedad sistémica o alteraciones 

metabólicas o endocrinas. 

� Fumadores. 

� Pacientes con enfermedad periodontal. 

� Pacientes con mala higiene bucodental. 

 

 

    

Figura IV. 12Figura IV. 12Figura IV. 12Figura IV. 12. Grupo de estudio. Grupo de estudio. Grupo de estudio. Grupo de estudio    

    

    

    

Figura IFigura IFigura IFigura IV. 13V. 13V. 13V. 13. Grupo control. Grupo control. Grupo control. Grupo control    

    

    

    

    



  

50505050    

 

Tesis doctoral 

IV.2.2.IV.2.2.IV.2.2.IV.2.2. Diseño del estudioDiseño del estudioDiseño del estudioDiseño del estudio 

 

IV.2.2.1.IV.2.2.1.IV.2.2.1.IV.2.2.1. VisitasVisitasVisitasVisitas    

    

 Se obtuvieron cuatro muestras de saliva de cada sujeto en los 

siguientes momentos: 

    

� T0: justo antes de la colocación de aparatología fija.    

� T1: 24 horas después del inicio del tratamiento.    

� T2: una semana después del inicio del tratamiento.    

� T3: cuatro semanas después del inicio del tratamiento. 

    

IV.2.2.2.IV.2.2.2.IV.2.2.2.IV.2.2.2. Parámetros clínicosParámetros clínicosParámetros clínicosParámetros clínicos    

 

Una vez tomada la muestra de saliva se determinaron tres índices:     

� Índice de placa (P.I): Se valoró la presencia de placa según 

el Índice de Sillnes y Loe (Silness and Loe, 1964).    

� Índice gingival (G.I): Se determinó la condición gingival 

siguiendo los criterios del Índice Gingival Modificado de 

Lobene (Lobene et al., 1986).    

� Índice de sangrado (BOP): Se registró la presencia de 

sangrado según los criterios de Mühleman and Son 

(Mühleman and Son, 1971).    

 

En todos los casos se tomaron en todos los dientes permanentes de la 

arcada superior. 

 

IV.2.3.IV.2.3.IV.2.3.IV.2.3. Recogida de la salivaRecogida de la salivaRecogida de la salivaRecogida de la saliva    

 

Para la recogida de la muestra de saliva se estimuló su secreción 

mediante un trozo de parafina. Los pacientes la masticaron y durante los 

dos primeros minutos la saliva generada se deshechó. Durante los siguientes 

cinco minutos el paciente la depositaba en un tubo de recogida. 
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Una vez obtenidas las muestras de saliva se congelaron a -20º para su 

almacenaje. 

 

IV.2.4.IV.2.4.IV.2.4.IV.2.4. Análisis de WesternAnálisis de WesternAnálisis de WesternAnálisis de Western----BlotBlotBlotBlot 

    

IV.2.4.1.IV.2.4.1.IV.2.4.1.IV.2.4.1. Preparación de laPreparación de laPreparación de laPreparación de lassss    muestramuestramuestramuestrassss    

 

Posteriormente se descongelaron las muestras de saliva y se 

recogieron 1000 µl de saliva usando una pipeta (Sorderex, modelo Acura 

825) (Fig. IV. 14 y IV. 15), colocándola en tubos Eppendorf.  

 

A continuación se centrifugaron las muestras de saliva preparadas, en 

una  centrifugadora Sigma 4K10 durante 10 minutos a 3000 rpm (3000 G) 

(Fig. IV.16). 

 

Tras el centrifugado se obtuvo un sobrenadante del cual se pipeteó la 

saliva, se desechó el pellet, es decir, la parte del fondo del tubo, que contenía 

células muertas, materia orgánica, biofilm y otras sustancias que no se 

precisaban para el estudio e incluso podían influir en los resultados, y se 

almacenó en tubos Eppendorf para su posterior análisis clínico (fig. IV. 17). 

Se recogieron 650 µl de saliva y se almacenaron a -20º para su posterior 

análisis. 

 

Para detectar la presencia de calcitonina en saliva se llevó a cabo un 

análisis Western-blot sobre alícuotas de 20 µl de saliva de cada visita.  

 

Conocida la concentración de proteínas totales se preparó una dilución 

con tampón de carga (20 µl de muestra + 20 µl de tampón de carga). 

Seguidamente se calentaron 95ºC durante 5 minutos. 
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Figura Figura Figura Figura IV.IV.IV.IV.    16161616. Centrifugadora empleada. Centrifugadora empleada. Centrifugadora empleada. Centrifugadora empleada( Sigma 4K10)( Sigma 4K10)( Sigma 4K10)( Sigma 4K10)    

 

 

 

Figura Figura Figura Figura IV.IV.IV.IV.    14141414....    Pipeta empleada en el estudioPipeta empleada en el estudioPipeta empleada en el estudioPipeta empleada en el estudio    (Sorderex(Sorderex(Sorderex(Sorderex, modelo Acura 825), modelo Acura 825), modelo Acura 825), modelo Acura 825)    

 

 

 

  

    
FiguraFiguraFiguraFigura    IV.IV.IV.IV.    15151515....    Obtención de la muestra de salivaObtención de la muestra de salivaObtención de la muestra de salivaObtención de la muestra de saliva    
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Figura Figura Figura Figura IV.IV.IV.IV.    17171717. Detalle del sobrenadante y el pel. Detalle del sobrenadante y el pel. Detalle del sobrenadante y el pel. Detalle del sobrenadante y el pellllletetetet    

 

 

IV.2.4.2.IV.2.4.2.IV.2.4.2.IV.2.4.2. Electroforesis, transferencia, bloqueo, incubaciElectroforesis, transferencia, bloqueo, incubaciElectroforesis, transferencia, bloqueo, incubaciElectroforesis, transferencia, bloqueo, incubación,ón,ón,ón,    deteccióndeteccióndeteccióndetección    y y y y 

análisis densitométricoanálisis densitométricoanálisis densitométricoanálisis densitométrico    

    

Estos procesos del análisis de Western- Blot son los descritos 

anteriormente para el estudio clínico 1. 

    

IV.2.5.IV.2.5.IV.2.5.IV.2.5. Análisis estadísticoAnálisis estadísticoAnálisis estadísticoAnálisis estadístico 

    

IV.2.5.1.IV.2.5.1.IV.2.5.1.IV.2.5.1. Estadística descriptivaEstadística descriptivaEstadística descriptivaEstadística descriptiva    

 

Para todas las variables del estudio se calcularon las medias, 

desviaciones estándar e intervalos de confianza para cada grupo en todos 

los momentos analizados. Para describir las variables categóricas, se 

utilizaron frecuencias (porcentajes). 

    

IV.2.5.2.IV.2.5.2.IV.2.5.2.IV.2.5.2. Estadística analíticaEstadística analíticaEstadística analíticaEstadística analítica    

 

Se planificó analizar las diferencias intra e intergrupo en cada 

momento tras comprobar si cumplían o no el supuesto de normalidad (test 

de Shapiro Wilks). Seguidamente, al no cumplir el supuesto de normalidad, 

se analizaron las diferencias intra e intergrupo utilizando un test de Anova 
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no paramétrico de dos vías para medias repetidas (Friedmann test con 

contrastes a posteriori de Dunn’s). 

 

Los análisis se llevaron a cabo con el paquete estadístico SPSS versión 

19. El nivel de significación estadística se estableció en P<0.05.al 95%.    
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V.1. RESULTADOS DEL ESTUDIO 1 

 

V.1.1.  Cambios en los niveles de calcitonina en el fluido crevicular gingival 

 

El volumen de las muestras de fluido crevicular oscilaba entre los 0,1 

y los 0,9 µl. 

 

La tabla V.1 muestra la estadística descriptiva de los niveles de 

calcitonina expresados como la cantidad total por 30 segundos de recogida 

de la muestra, en el lado de tensión y comprensión del diente experimental 

y en el lado mesial del diente control. Se encontró un pronunciado 

incremento en el porcentaje de los niveles de calcitonina en el intervalo de 

tiempo comprendido entre desde 1 hora a 7 días en la zona de compresión 

; estos niveles permanecieron bastante estables en las zonas de tensión y 

control (Fig. V.1-V.4). En la tabla V.2 se muestran diferencias longitudinales 

en los cambios de calcitonina entre las zonas de estudio, expresadas como 

el porcentaje de cambio con respecto a los niveles basales respectivos. Se 

detectó un incremento en el porcentaje de los niveles de calcitonina en la 

zona de compresión comparada con la zona control a los 7 días (p=0.014). 

Además, se realizaron comparaciones entre los diferentes momentos del 

estudio, que indicaron un incremento en el porcentaje de los niveles de 

calcitonina entre 1 hora y 7 días en la zona de compresión. Sin embargo, no 

se hallaron diferencias significativas en el porcentaje entre las zonas de 

tensión y control a lo largo del tiempo (Tabla V.3). 

 

 

 Tensión Compresión Control 

 pg/30s pg/30s pg/30s 
 Media DS IC Media DS IC Media DS IC 
Basales 23,0 34,4 13,5 5,7 4,4 6,0 25,9 25,9 18,0 
1 h 29,9 24,7 21,0 6,7 6,9 4,8 33,8 45,1 17,3 
24 h 36,3 44,4 18,9 11,2 17,0 2,9 25,8 27,5 13,8 
7 d 43,7 64,4 14,3 38,2 32,0 26,0 21,8 23,6 12,9 
15 d 31,7 31,8 16,8 27,7 22,6 22,1 27,8 23,7 19,8 

 
Tabla V. 1. Estadística descriptiva de los niveles de calcitonina expresados como la 
cantidad total por 30 segundos de recogida de muestra en el lado de tensión, compresión 
y control durante el estudio. DS: desviación estándar. IC: intervalo de confianza 
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Figura V. 1.  Evolución de los valores de calcitonina medios en los sitios de 
tensión, compresión y control durante el estudio 

 

      8 µl 0h 1h 24h 7d 15d 

Figura V. 2. Ejemplo de imagen del Western-blot de un diente 

experimental (calcitonina pura y lado de tensión) 

 

 

 
 

    8µl 0h 1h 24h 7d 15d 

Figura V. 3. Ejemplo de imagen del Western-blot de un diente 

experimental (calcitonina pura y lado de compresión) 

 

 

      8µl 0h 1h 24h 7d 15d 

Figura V. 4. Ejemplo de imagen del Western-blot de un diente 

control (calcitonina pura y mesial de diente control) 
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 Tensión-Compresión Tensión-Control Compresión-Control 

 Dif 
media 

DS Valor 
P 

Dif 
media 

DS Valor 
P 

Dif 
media 

DS Valor 
P 

1 h -87,9 213,9 0,643 7,3 18,6 0,160 95.3 209,8 0,770 

24 h -484,8 1032,4 0,492 3,6 7,4 0.059 488.5 1031,2 0,770 

7 d -772,4 1876,7 0,131 4.2 9,9 0,123 776.7 1874,8 0.014 

15 d -727,5 2305,6 0,770 4.9 12,0 0,432 732.5 2301,1 0,160 

 

Tabla V. 2. Diferencias entre las zonas para los niveles de calcitonina expresados como 
porcentajes con respecto a los niveles basales en las zonas de tensión, compresión y 
control 

 

 

 TENSIÓN COMPRESIÓN CONTROL 

 Media DS Valor 
P 

Media DS Valor 
P 

Media DS Valor 
P 

1h-24h 4,0 15,7 0.322 -392,7 828,9 0.547 0,4 0,9 0.160 

1h-7d 3,6 8,9 0.492 -680,8 1672,6 0.010 95,8 209,7 0.375 

1h-15d 1,8 8,7 0.557 -637,7 2129,6 0.131 -0,5 1,8 1 

24h-7d -0,4 9,2 1 -288,0 1081,1 0.193 0,1 0,4 0.275 

24h-
15d 

-2,2 9,2 0.846 -244,9 1756,6 0.160 -0,9 2,5 0.846 

7d-15d -1,7 3,4 0.129 43,1 782,7 0.695 -1,0 2,7 0.426 

 

Tabla V. 3. Diferencias entre los diferentes momentos del estudio entre los niveles del 
calcitonina, expresados como porcentajes con respecto a los niveles basales, en los 
lados de tensión, compresión y control 

 

 

V.1.2.  Evaluación del disconfort o dolor 

 

El cuestionario basado en una entrevista reveló que el dolor general 

más fuerte experimentado previamente fue asociado con “torcerse un 

tobillo”, seguido por “cortarse un dedo”. El dolor dental más fuerte 

experimentado previamente fue asociado con “inyección” y “perforación”. 

Se observó una diferencia sustancial entre el dolor dental y general 

experimentado previamente por los sujetos. 

 

La figura V.5 muestra la evolución de la puntuación VAS media para el 

diente control y experimental durante el estudio. En el diente experimental 

la intensidad del dolor espontáneo se incrementó en el intervalo de tiempo 

entre 1 hora a 24 horas, mientras la intensidad del dolor cuando estaban 

apretando rollos de algodón se incrementó sustancialmente a partir de la 
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aplicación de fuerzas ortodóncicas, 0 h, a las 24 horas. La intensidad del 

dolor volvió a los valores iniciales después de 7 y 15 días, respectivamente. 

Sin embargo, en el diente control la intensidad del dolor no cambió en 

ningún momento. No se encontró ninguna correlación entre la intensidad 

del dolor experimentada durante el estudio y el dolor dental y general 

experimentado previamente. 

 

Se encontró una asociación negativa entre el incremento de los 

niveles de calcitonina y la puntuación VAS en el diente experimental 

cuando se apretaban rollos de algodón en el periodo de las 24 horas a los 

15 días.  

 

 

 

Figura V. 5. Evolución del dolor 

 

V.1.3.  Índice de Gingivitis, Placa y Sangrado 

 

Todos los pacientes mantuvieron una buena higiene oral durante el 

estudio. No hubo ningún cambio significativo en los índices PI, GI ni BOP en 

ninguna zona ni en ningún momento del estudio (Fig. V.6-V.8). 
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Figura V. 6. Índice de gingivitis a lo largo del tiempo en el grupo tratado y en el control 

 

 

 

Figura V. 7. Índice de placa a lo largo del tiempo en el grupo tratado y en el control 
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Figura V. 8. Índice de sangrado a lo largo del tiempo en el grupo tratado y en el 
control 

 

 

V.2. RESULTADOS DEL ESTUDIO 2- ESTUDIO PILOTO 

 

V.2.1. Cambios en los niveles de calcitonina en la saliva 

 

Los resultados obtenidos, tanto en el grupo experimental como en el 

grupo control fueron 0 pg/µl en todos los casos y en todas las visitas, como 

se expone en las tablas V.4, V.5 y en la figura V.9. 

 

Estos resultados indican que el Western-blot no detectó calcitonina 

en saliva, bien porque no había o bien porque la cantidad era tan mínima 

que no podía detectarla. 

 

A lo largo del primer mes del tratamiento de ortodoncia con 

aparatología fija tampoco aparece calcitonina en saliva detectable 

mediante Western-blot. 

 

Por tanto no hubo diferencias entre ambos grupos ni el tratamiento 

de ortodoncia con aparatología fija influyó en la aparición de calcitonina en 
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saliva durante el primer mes. Al no detectarse calcitonina en ningún 

paciente no se prosiguió con los análisis estadísticos previstos. 

 

 

GRUPO EXPERIMENTAL 

  0 horas 24 horas 7 días 1 mes 

Paciente 1 0 0 0 0 

Paciente 2 0 0 0 0 

Paciente 3 0 0 0 0 

Paciente 4 0 0 0 0 

Paciente 5 0 0 0 0 

 

Tabla V.4. Niveles de calcitonina en saliva a lo largo del estudio en los pacientes 
del grupo experimental (pg/µl) 

 

 

GRUPO CONTROL 

  0 horas 24 horas 7 días 1 mes 

Paciente 1 0 0 0 0 

Paciente 2 0 0 0 0 

Paciente 3 0 0 0 0 

Paciente 4 0 0 0 0 

Paciente 5 0 0 0 0 

 
Tabla V.5. Niveles de calcitonina en saliva a lo largo del estudio en los sujetos del 
grupo control (pg/µl) 

 

 

 

Figura V.9. Resultados del Western-blot en saliva para la detección 
de calcitonina 

 



 

64 
 

Tesis doctoral 

 

V.2.2.  Índices de Gingivitis, Placa y Sangrado 

 

Las figuras V.10-V.12 muestran la evolución de los tres índices 

determinados, gingivitis, índice de placa e índice de sangrado, 

respectivamente, en los dos grupos de estudio. En ningún momento hubo 

diferencias estadísticamente significativas entre los dos grupos de estudio.  

 

 

 

  

 
Figura V.10. Índice de gingivitis a lo largo del tiempo en el grupo tratado y en el 
control 
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Figura V.11. Índice de placa a lo largo del tiempo en el grupo tratado y en el control 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura V.12. Índice de sangrado a lo largo del tiempo en el grupo tratado y en el 
control 
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VI.1. DISCUSIÓN DEL ESTUDIO 1 
 

VI.1.1.VI.1.1.VI.1.1.VI.1.1. Discusión de la técnica: WesternDiscusión de la técnica: WesternDiscusión de la técnica: WesternDiscusión de la técnica: Western----BlotBlotBlotBlot    

 

El Western-blot es una técnica usada para identificar, cuantificar y 

determinar el tamaño de proteínas específicas en un tejido completo o en 

extractos del tejido (Jensen, 2012). Este proceso implica la separación de 

proteínas de una célula de acuerdo a su tamaño, la inmovilización de éstas 

en una membrana, y la utilización de un anticuerpo para detectarlas (Elliotts 

et al., 2014). 

 

Es una técnica ampliamente usada en biología molecular, bioquímica, 

inmunogenética y otras disciplinas (Pan et al., 2010). Su amplio uso se debe 

a que es fácil de realizar, presenta una sensibilidad moderada, gran 

especificidad, resolución y rendimiento, además de ser una técnica semi-

cuantitativa (Campanella and Bramanti, 2014; Elliott et al., 2014; Zlotoryski, 

2014). 

 

En el Western-blot resulta esencial la utilización de anticuerpos 

específicos y de alta calidad para que se unan específicamente a la proteína 

que se desea analizar, entre una mezcla de cientos de proteínas. La mayoría 

de los anticuerpos son obtenidos fácilmente de fuentes comerciales, pero 

son relativamente caros e inasequibles para algunos laboratorios. Se está 

intentando la aplicación de métodos que usen la mínima cantidad de 

anticuerpo sin comprometer los resultados, lo que sería muy ventajoso. 

Hasta el momento, se ha realizado la incubación de la membrana en bolsas 

de plástico selladas o la aplicación de reactivos directamente en un solo lado 

de la membrana para reducir el coste de los anticuerpos y de los reactivos, 

sin embargo, usar este proceso requiere bolsas especiales y un cuidado 

extremo para prevenir pliegues en la membrana. El reactivo se agota con 

mucha facilidad y la membrana quizás se seque cuando aplicamos el 

reactivo en un solo lado de la membrana. La principal ventaja de este 

método de incubación económico es el ahorro de aproximadamente del 80% 
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del anticuerpo primario y secundario, y del reactivo, sin comprometer la 

sensibilidad de la técnica de Western- blot (Pan et al., 2010). 

 

Entre los inconveniente del Western-blot destacan que es una técnica 

cara, consume mucho tiempo, necesita anticuerpos validados y no puede 

determinar la ubicación de la expresión de la proteína en la célula 

(proteínas intracelulares o proteínas de superficie) (Campanella and 

Bramanti, 2014; Elliott et al., 2014; Zlotoryski, 2014). Además, durante la 

realización del Western-blot puede ocurrir que los anticuerpos reaccionen 

con proteínas que no son el objetivo de nuestro estudio, particularmente si 

éstas contienen una región con estructura similar a la proteína que 

queremos estudiar. Este problema ocurre frecuentemente con anticuerpos 

policlonales, pero incluso anticuerpos monoclonales pueden mostrar 

reacciones no específicas con proteínas que no deseamos estudiar (Elliotts 

et al., 2014). 

 

Estas limitaciones, junto con la gran cantidad de proteínas nuevas que 

se están descubriendo, para las cuales esta técnica está limitada por la falta 

de disponibilidad de anticuerpos con una alta especificidad para éstas; han 

creado la necesidad de desarrollar nuevas técnicas para la cuantificación de 

proteínas (Campanella and Bramanti, 2014). 

    

VI.1.2.VI.1.2.VI.1.2.VI.1.2.     Relación entre niveles de calcitonina y movimiento dental Relación entre niveles de calcitonina y movimiento dental Relación entre niveles de calcitonina y movimiento dental Relación entre niveles de calcitonina y movimiento dental 

ortodóncicoortodóncicoortodóncicoortodóncico    

 

El análisis bioquímico de los componentes del fluido crevicular nos ha 

provisto de un modelo no invasivo para investigar la respuesta celular del 

ligamento periodontal durante el movimiento dental ortodóncico en vivo 

(Dilsiz et al., 2010) 

 

En el fluido crevicular existen una serie de factores celulares y 

bioquímicos que reflejan el estado del periodonto subyacente (Kereshanan 

et al., 2008). En él se han encontrado varios marcadores bioquímicos 
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relacionados con la reabsorción ósea, como IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α, 

sustancia P ó β-glucuronidasa, y con la formación ósea, como osteocalcina ó 

leptina (Dilsiz et al., 2010; Dudic et al., 2006; Ren and Vissink, 2008; 

Uematsu et al., 1996). 

 

Actualmente existen pocos indicadores bioquímicos que nos indiquen 

la cantidad de movimiento dental cuando un diente se somete a fuerzas 

ortodóncicas. 

 

La calcitonina inhibe la reabsorción ósea en estados de hipercalcemia, 

ya que inhibe la motilidad, la formación de anillos de actina y los 

mecanismos de reabsorción ósea de los osteoclastos (de Paula and Rosen, 

2010; Qin and Yang, 2008; Qin et al., 2009; Turner et al., 2011). Por lo tanto, 

la calcitonina podría servirnos como un indicador bioquímico que nos 

reflejaría de forma cuantitativa el proceso de remodelación ósea durante el 

tratamiento ortodóncico. 

 

En esta investigación nos plateamos una serie de interrogantes, el 

primero de ellos era ¿existe calcitonina en el fluido crevicular en los sitios de 

compresión y de tensión de un diente sometido a fuerzas ortodóncicas? Otra 

interrogante que nos planteamos era ¿está asociada la calcitonina a cambios 

que ocurren durante la fase temprana del movimiento ortodóncico? Y 

finalmente, ¿los niveles de calcitonina están relacionados con la intensidad 

de dolor percibida durante el tratamiento ortodóncico? 

 

Nuestros datos mostraban que en los dientes control no se 

encontraban cambios significativos en los niveles de calcitonina. Los dientes 

control no estaban sometidos a ninguna fuerza ortodóncica, sino a un 

proceso de remodelación óseo fisiológico. Por lo tanto no existía ningún 

proceso de hipercalcemia, y la calcitonina se mantuvo constante. 

 

En el lado de tensión, donde ocurría un proceso de aposición ósea, no 

se produjo ningún cambio significativo en las concentraciones de 
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calcitonina. Probablemente esto se explique porque el proceso de aposición 

ósea está regulado por otros mecanismos en los cuales la calcitonina no 

tiene ninguna función, puesto que no se produce un estado de 

hipercalcemia, y por lo tanto no se estimula la producción de calcitonina. 

 

En el lado de compresión se halló un incremento significativo en los 

niveles de calcitonina del diente experimental en el intervalo de tiempo 

comprendido entre 1 hora a 7 días después de la aplicación de fuerzas 

ortodóncicas. Este incremento fue probablemente debido a un cambio en la 

homeostasis del calcio en el hueso inducido por las fuerzas ortodóncicas. En 

otras palabras, un incremento en los niveles de calcio en el suero en el lado 

de comprensión, donde se produce un proceso de reabsorción, podría 

provocar un incremento inmediato en la liberación de calcitonina. 

 

A partir de los 7 días hasta los 15 días, la calcitonina se mantuvo 

constante o incluso disminuyó ligeramente en el lado de compresión; ésto 

puede deberse a que se para el proceso de reabsorción inicial y empieza un 

proceso de aposición en un estadio más posterior. Estas fluctuaciones 

podrían explicarse por las actividades biológicas de la calcitonina, que 

incluyen bajar las concentraciones de calcio del suero en estados de 

incremento marcado de la reabsorción ósea, principalmente por inhibir la 

actividad de reabsorción ósea de los osteoclastos (Marzia et al., 2006; 

Nakamura et al., 2005; Turner et al., 2011). 

 

Los niveles de calcitonina medidos mediante la técnica de Western-blot 

se expresaron como la cantidad total de calcitonina contenida en una 

muestra tomada durante 30 segundos, al igual que otros autores que 

también usaron cantidades totales contenidas en una muestra tomada 

durante 30 segundos en lugar de concentraciones de parámetros 

bioquímicos debido a los problemas inherentes en la determinación precisa 

del volumen de fluido crevicular (Giannopoulou et al., 2006). No obstante, 

no podemos descartar que el incremento en el porcentaje en los niveles de 

calcitonina encontrado estuviera influenciado por un incremento potencial 
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en el volumen de fluido crevicular gingival asociado al tratamiento 

ortodóncico (Samuels et al., 1993). 

 

El hueso es un tejido complejo que se remodela continuamente a través 

de la reabsorción de hueso antiguo dañado por los osteoclastos y la 

subsecuente formación de hueso nuevo por los osteoblastos. El sistema 

OPG/RANKL/RANK juega un papel crucial en esta remodelación ósea (Chen 

et al., 2012).  

 

El receptor activador para el factor nuclear KB (RANK) es un péptido 

de 616 aminoácidos que se encuentra en la superficie celular de precursores 

de los osteoclastos. El ligando de receptor activador para el factor nuclear 

KB (RANKL) es un péptido de 317 aminoácidos que está producido por 

células de linaje osteoblástico y células T activadas. La osteoprotegerina 

(OPG) representa una proteína de 380 aminoácidos que es secretada por 

células osteoblásticas y de otros linajes. Se conocen dos tipos de receptores 

para RANKL: RANK y OPG. 

 

Las mayores acciones biológicas de la OPG son la inhibición de la 

diferenciación de los osteoclastos, inhibición de la función reabsortiva de los 

osteoclastos y la estimulación de la apoptosis de los osteoclastos, ya que 

actúa como un receptor de unión de RANKL inhibiendo la interacción entre 

RANKL y su receptor RANK en la superficie de los osteoclastos. La 

diferenciación y activación de las células precursoras de osteoclastos en 

osteoclastos maduros requiere la unión de RANKL a RANK. El papel de 

RANKL es promover la formación, fusión, diferenciación, activación y 

supervivencia de los osteoclastos, además de mejorar la reabsorción ósea. 

 

Diferentes estudios clínicos han mostrado la presencia de RANKL Y 

OPG en el fluido crevicular gingival durante movimientos dentales 

ortodóncicos. Entre éstos se encuentra el estudio de Toygar et al. (2008), 

que confirmaron la presencia de OPG en el fluido crevicular gingival en 

pacientes con aparatología ortodóncica y concluyeron que la OPG es uno de 
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los mediadores clave responsable de la remodelación ósea alveolar durante 

el movimiento dental ortodóncico. 

 

El sistema OPG/RANKL/RANK regula la remodelación ósea en el 

movimiento dental ortodóncico. Una fuerza de tensión induce un 

incremento dependiente de magnitud en la síntesis de OPG y una 

disminución asociada en la expresión de RNAm de RANKL y liberación de 

RANKL de los osteoblastos. En resumen, la relativa expresión de OPG y 

RANKL en los lados de compresión y tensión en los dientes regula la 

remodelación ósea durante el movimiento dental ortodóncico (Tyrovola et 

al., 2008). 

 

Los papeles multifuncionales de RANK, OPG y RANKL quizás 

proporcionen una importante conexión entre la remodelación ósea, el 

movimiento dental ortodóncico y la reabsorción de la raíz junto a otras 

condiciones locales y sistémicas (Yamaguchi, 2009). 

 

Además de la regulación de la reabsorción ósea en el lado de 

compresión mediante el sistema RANKL-RANK-OPG, descrito en la 

literatura, por los resultados de nuestro estudio podemos decir que la 

calcitonina también interviene en situaciones de hipercalcemia tal y como 

ocurre en el lado de compresión cuando se aplica una fuerza ortodóncica. 

Así pues la calcitonina también jugaría un papel importante en el proceso 

bioquímico implicado en el movimiento dentario ortodóncico. 

 

VI.1.3.VI.1.3.VI.1.3.VI.1.3. Relación entre los niveles de calcitonina en el fluido crevicular y la Relación entre los niveles de calcitonina en el fluido crevicular y la Relación entre los niveles de calcitonina en el fluido crevicular y la Relación entre los niveles de calcitonina en el fluido crevicular y la 

intensidad deintensidad deintensidad deintensidad de    dolor percibidadolor percibidadolor percibidadolor percibida    

 

La calcitonina también tiene propiedades analgésicas, especialmente 

en el dolor óseo (Blau and Hoehns, 2003; Knopp-Sihota et al., 2012; Ofluoglu 

et al., 2007), pero su mecanismo analgésico todavía no está bien definido. 
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Otro objetivo de nuestro estudio era investigar la posible relación entre 

los niveles de calcitonina presentes en el fluido crevicular y el grado de 

disconfort/dolor percibido por el paciente, relativo a una posible función 

analgésica de la calcitonina. 

 

Nuestros resultados muestran que la mayor intensidad de dolor dental 

fue percibida a las 24 horas del inicio del tratamiento ortodóncico, de modo 

similar a los resultados de estudios previos de igual temática (Giannopoulou 

et al., 2006; Luppanapornlarp et al., 2010; Polat and Karaman, 2005). Como 

novedad, en el presente estudio se introdujo una tarea funcional en la 

evaluación del dolor dental percibido: apretar un rollo de algodón. En este 

caso se encontró una asociación negativa entre los niveles de calcitonina y 

los cambios en las puntuaciones del dolor del VAS en los dientes 

experimentales en el periodo comprendido entre las 24h y los 15 días tras la 

aplicación de fuerzas ortodóncicas. Estos resultados indicaron que, cuando 

los niveles de calcitonina alcanzan su máximo pico, el dolor dental 

disminuye. 

 

La calcitonina necesita alcanzar una determinada concentración para 

ejercer su efecto analgésico, esta concentración debería determinarse en 

estudios posteriores (Knopp et al., 2005). 

 

Estos resultados podrían reflejar un efecto analgésico de la calcitonina 

en el dolor dental inducido ortodóncicamente, pero el mecanismo por el 

cuál se produce este efecto todavía no está aclarado. 

 

Como se mencionó en el apartado de introducción se han propuesto 

tres hipótesis para explicar este efecto analgésico de la calcitonina. Una 

acción central (Azria, 2002; Nakamoto et al., 2000), posiblemente debida a 

una acción moduladora de la calcitonina sobre las corrientes de calcio 

voltaje dependientes, a nivel neuronal (Hagenacker et al., 2011); tal vez sea 

una de las hipótesis más importantes. Otra opción es una estimulación de la 

liberación de β- endorfinas al plasma en la glándula pituitaria (Franceschini 
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et al., 1989; Ofluoglu et al., 2007; Pecile, 1992), que reduce el dolor óseo 

durante un periodo corto de tiempo. La hipótesis más antigua es que inhibe 

la síntesis de PGE₂ y tromboxano (Ceserani et al., 1979; Pecile, 1992). En 

otros estudios sobre el dolor dental ortodóncico, la intensidad inicial de 

dolor (1 hora después del inicio del tratamiento ortodóncico) estaba 

asociada con niveles incrementados de PGE₂ en el fluido crevicular, y el 

incremento de IL-1β en el fluido crevicular estaba asociado con una 

intensidad de dolor 1 día después del inicio del tratamiento ortodóncico 

(Giannopoulou et al., 2006; Luppanapornlarp et al., 2010). 

 

A medida que se avanza en la investigación sobre el efecto analgésico 

de la calcitonina se confirma que la calcitonina tiene un efecto analgésico 

posiblemente mediado a través de las β-endorfinas (aumento de los niveles 

de β- endorfinas en el plasma) y de la modulación central de la percepción 

del dolor, probablemente por receptores de unión de la calcitonina en el 

sistema nervioso central (Knopp et al., 2005; Hamdy and Daley, 2012). 

 

VI.2. DISCUSIÓN DEL ESTUDIO 2-ESTUDIO PILOTO 

    

El principal objetivo de este estudio fue el análisis de los niveles de 

calcitonina en saliva durante los estadios iniciales del tratamiento 

ortodóncico con aparatología fija. Este objetivo se estableció tras haber 

evaluado la presencia y los cambios en los niveles de calcitonina en fluido 

crevicular en dientes sometidos a movimiento dentario ortodóncico, 

analizando tanto el lado de tensión como el de compresión.  

 

En el seno de la misma línea de investigación nos propusimos 

investigar si tales cambios en los niveles de calcitonina podrían 

manifestarse también en la saliva, que es un medio más accesible con fines 

tanto de investigación como de una posible aplicación clínica posterior. 

 

La saliva es un fluido que está ganando popularidad en el análisis de 

numerosas sustancias, con la ventaja de que la concentración de múltiples 
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factores que se encuentran en los niveles plasmáticos, también se 

encuentran en ella. La recogida de muestras de saliva es un método no 

invasivo, fácil, rápido y que no requiere una formación especializada por 

parte del personal encargado de su toma. Pese a ello, hay un número muy 

limitado de estudios que valoren la saliva como un método de diagnóstico 

ideal (Alvarez-Sanchez et al., 2012). 

 

La saliva constituye actualmente un fluido de referencia para 

estandarizar nuevos biomarcadores que reflejen algunos fenómenos 

fisiológicos como la inflamación de los tejidos paradentales, el movimiento 

dentario o la capacidad de reacción al ataque de los radicales libres. Todas 

estas cuestiones son de gran interés en ortodoncia.  

 

En algunas investigaciones incluso se propone el análisis de la saliva 

como alternativa para el diagnóstico de algunas enfermedades, como 

elemento para monitorizar la evolución de determinadas patologías o la 

dosificación de medicamentos. Boras et al.,( 2010) midieron los niveles del 

gen de la calcitonina asociado al síndrome de boca ardiente en saliva y 

sangre, concluyendo que los niveles eran idénticos en ambos medios. 

 

Otros estudios semejantes también miden diferentes sustancias en 

saliva en relación con el tratamiento ortodóncico. Alarcón et al., (2012) 

midieron los niveles de Oxido Nítrico (ON) en saliva, justificado porque 

otros autores habían comunicado en sus publicaciones que el ON es 

producido por los osteocitos y es un importante regulador de la actividad de 

remodelación ósea (Tang et al., 2009). Concluyeron que, en este caso, los 

niveles de ON en saliva podrían constituir un indicador indirecto del grado 

de movimiento dentario. 

 

En otro estudio de diseño similar se evaluaron los niveles de 

melatonina en saliva durante el primer mes de tratamiento ortodóncico. Los 

resultados demostraron el aumento de la melatonina en mujeres adultas 

jóvenes a las 24 horas de iniciar el tratamiento de ortodoncia con 
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aparatología fija, y a partir de ahí, se mantenían estables. Los trabajos más 

recientes sobre este tema, apuntan a la capacidad de la melatonina para 

mejorar la osteointegración de implantes dentales endoóseos y su efecto 

protector frente a la enfermedad periodontal (Cutando et al., 2008; Gomez-

Moreno et al., 2007). 

 

Nuestros resultados se limitan a lo que acontece en pacientes adultos 

jóvenes, pues se llevó a cabo en varones de edades comprendidas entre los 

20 y 35 años. La edad es un factor que influye en el movimiento ortodóncico 

dentario. Esto es debido a que al aumentar la edad la actividad celular 

disminuye y los tejidos se hacen más ricos en colágeno, afectando la 

respuesta de los tejidos adultos a las fuerzas ortodóncica. Por consiguiente, 

los tejidos periodontales en individuos jóvenes reaccionen más rápidamente 

a la carga ortodóncica que los tejidos periodontales del adulto. Con el diseño 

experimental desarrollado no podemos saber si se obtendrían resultados 

similares en niños. 

 

Todos los pacientes de nuestro estudio mantuvieron una buena higiene 

oral a lo largo del periodo evaluado, tal como reflejan los índices de placa, 

gingival y de sangrado al sondaje. Así pues, los hipotéticos cambios 

registrados en los niveles de calcitonina no se verían afectados por estos 

parámetros ligados a la presencia de placa bacteriana. 

 

Los resultados obtenidos en el presente estudio piloto indican que la 

calcitonina no se detecta en saliva por medio de la técnica Western-blot ni 

antes ni durante los estadios iniciales del tratamiento ortodóncico con 

aparatología fija. Este resultado puede tener una doble explicación: que 

realmente no hay calcitonina en saliva, o a unos niveles tan bajos que 

incluso una técnica tan sensible como el análisis Western-blot es incapaz de 

detectarla, o bien que realmente la técnica empleada no es adecuada para la 

evaluación de los niveles de calcitonina en saliva. Dada la amplia literatura 

existente que avala las numerosas ventajas del análisis Western-blot nos 

inclinamos a pensar que no es una cuestión metodológica, sino que 
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realmente, la calcitonina no se expresa en el flujo salival. Ante estos 

resultados consideramos que la calcitonina en saliva no puede considerarse 

un biomarcador del remodelado óseo que acontece durante el movimiento 

dentario ortodóncico, aunque es necesario realizar más estudios en los 

cuales el grupo control y experimental sean más amplios para confirmar 

nuestros resultados del estudio piloto. Así pues las investigaciones sobre 

calcitonina en relación al proceso de remodelación ósea que acontece a nivel 

alveolar durante el movimiento dentario ortodóncico, quizás deberían 

centrarse más en el estudio del fluido crevicular, donde la calcitonina si se 

expresa a niveles suficientes como para permitir su análisis. 
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Conclusiones 

Tras analizar los resultados obtenidos hemos llegado a las siguientes 

conclusiones: 

 

1.1.1.1. La calcitonina está presente en el fluido crevicular gingival y puede 

detectarse y cuantificarse mediante la técnica de Western-blot. 

 

2.2.2.2. Los niveles de calcitonina en el fluido crevicular gingival aumentaron 

significativamente en el lado de compresión en el periodo 

comprendido entre 1 hora y 7 días después de la aplicación de 

fuerzas ortodóncicas. Por el contario, en el lado de tensión no se 

detectaron cambios en los niveles de calcitonina. 

 

3.3.3.3. El aumento en los niveles de calcitonina en el lado de compresión 

mostró una asociación negativa con la intensidad de dolor percibida 

por el paciente durante el apretamiento con rollo de algodón en el 

periodo comprendido entre 24 horas y 15 días después de la 

aplicación de fuerzas ortodóncicas. 

 

4.4.4.4. La calcitonina no se expresa en la saliva, o al menos, no en 

cantidades suficientes como para poder ser detectadas por la técnica 

de Western-blot. La saliva no puede considerarse, por tanto, un 

medio adecuado para el análisis de los cambios en los niveles de 

calcitonina durante las primeras fases del movimiento dentario 

ortodóncico, mediante esta técnica. 
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Las abreviaturas utilizadas en esta memoria son: 

 

� ILILILIL----1111β:::: Interleucina 1-βeta 

� ILILILIL----6666: Interleucina 6 

� ILILILIL----8:8:8:8: Interleucina 8 

� TNFTNFTNFTNF----α:::: Factor de necrosis tumoral alfa 

� MMMM----CSFCSFCSFCSF: Factor estimulante de colonias de monocitos/macrófagos 

� GGGG----CSF:CSF:CSF:CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos 

� GMGMGMGM----CSF:CSF:CSF:CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos 

� CRP:CRP:CRP:CRP: Proteína C reactiva 

� MMPMMPMMPMMP----8888:::: Matriz metaloproteinasa-8 

� OPGOPGOPGOPG:::: Osteoprotegerina 

� ICTP:ICTP:ICTP:ICTP: Telopéctido C-terminal del colágeno I 

� VIH:VIH:VIH:VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana 

� GRPGRPGRPGRP::::    Péptido regulador de gastrina 

� TRH:TRH:TRH:TRH: Hormona liberadora de tirotropina 

� CGRP:CGRP:CGRP:CGRP: Péptido relacionado con el gen de la calcitonina 

� TrisTrisTrisTris----HCL:HCL:HCL:HCL: Hidrocloruro o forma ácido de tris (trisaminometano) 

� Tris:Tris:Tris:Tris: Trisaminometano 

� HCHCHCHCl:l:l:l: Ácido clorhídrico 

� SDS:SDS:SDS:SDS: Dodecilsulfato sódico 

� TEMED:TEMED:TEMED:TEMED: Tetrametiletilendiamina 

� PBS:PBS:PBS:PBS: Tampón fosfato salino 
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