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£l cemento radicular es el tejido conectivo calcificado,
especializado que cubre las superficies radiculares del diente, el
cemento forma la interface entre la dentina radicular y los tejidos
conectivos blandos del ligamento periodontal.

El cemento es una forma altamente especializada de tejido
conectivo calcificado que se asemeja estructuralmente al hueso,
aunque difiere de este en varios aspectos funcionales
importantes, de los tejidos calcificados del diente, es &l mas
blando y el que tiene menor proporcidn de sales minerales, es
mas obscuro que el esmalte dentario y casi del mismo color que
la dentina "

El cemento difiere del hueso en: El cemento es avascular, el
cemento no presenta inervaciones, el cemento no sufre
remodetacion significativa; presenta una formaciéon activa
caracterizada por un deposito continuo durante toda la vida.

El cemento contribuye al procesc de reparacion de las lesiones
de la superficie radicular. ©

Las variaciones en la estructura de la matriz extracelular
permiten la clasificacidon del cemento en fibrilar y afibrilar. Cuando
se observa el cemento con el microscopio electronico. En el
cemento fibrilar pueden apreciarse numerosos haces de fibrillas
de colageno con bandas, asi como un material de matriz amorfo
interfibrilar con granulaciones finas, pero e! cemento afibrilar se
encuentra libre de fibras colagenas.

El cemento afibrilar acelular consiste en una matriz



mineralizada; la cual parece similar a la matriz interfibrilar de las
fibras extrinsecas del! cemento acelular, pero ninguno contiene
fibras de colagena.

La falta de fibras de colagena indica que este cemento tiene
una gran variedad, y no sobre su funcidn de adhesion radicular, el
cemento acelular afibrilar puede ser identificado por medio det
microscopio electréonico.

Un variado numero de capas las cuales varian de densidad
y textura pueden llegar a ser de tipo granular o reticular; y asi
mismo dar una apariencia multifactorial a! mismo cemento.

El cemento afibrilar acelular es depositado en forma de
remiendos aislados en areas menores de esmalte, dentina y
pequenas areas de la corona; en la unién cemento -esmailte los
espolones del cemento se funden en esta misma unién.

Las células responsables para la formacion del cemento
acelular afibrilar pueden estar determinadas con precision, esta
formacion comienza después de la formacidn y maduracién del
esmalte y continua por un periodo desconocido. Las células del
tejido conectivo son responsables de la formacion de este tipo de
cemento al ponerse en contacto con la superficie del esmalte.

En experimentos in vitro se darfian ias capas calcificadas,
las cuales morfolégicamente sé reemsamblan; estas se
encuentran inmersas en suero, suplementadas con fosfatasa
alcalina y un origen organico semejante al monofosfato éster B-
glicerofosfato; sin embargo la enzima de fosfatasa alcalina es
recurrida para la mineralizacion; en la situacién in vivo esta
enzima en particular es asociada con ceélulas del ligamento
periodontal que se encuentra entre el hueso y el cemento. @



£l cemento afibrilar se ve con mayor frecuencia en la region
cervical, sobre la raiz o la superficie de la corona.

El cemento fibrilar posee un sistema de fibras dobles, el
colageno producido por los cementoblastos y orientado al azar o
paralelo a la superficie radicular forma el sistema de fibras
intrinsecas.

Las fibras extrinsecas son producidas por fibroblastos del
ligamento periodontal, inicialmente las fibras de Sharpey estan
insertadas en el cemento en angulos aproximadamente rectos
con respecto a la superficie del diente.

Ambas formas de cemento experimentan mineralizacion y
pueden poseer lineas de cemento. "

Existen principalmente dos tipos de cemento radicular:
acelular (primario) y celular (secundario), los dos se componen de
una matriz interfibritar calcificada y fibrilas colagenas. “%

El cemento acelular suele ser la primera capa depositada;
se encuentra, por lo tanto, inmediatamente adyacente a la
dentina; el cemento celular cubre las porciones medias y apical
de la superficie radicular. Sin embargo no existe una linea
divisoria entre estos tipos, y una forma puede encontrarsé
emparedada entre capas de la otra. Ambas formas pueden
presentar una matriz de finas fibrillas colagenas incrustadas en
una matriz amorfa o finamente granuiadas.

La estructura del cemento celular es similar a la de la forma
celutar, salvo por la presencia de cementoblastos atrapados y
células epitelilales de la vaina radicular.®®




El término de cemento primario suele utilizarse para
describir la capa acelular depositada inmediatamente adyacente a
la dentina durante la formacion radicular y antes de la erupcion

dentaria. El cemento primario esta formado de pequenas fibrillas
de colagena orientadas al azar e

incrustadas en una matriz
granular.

El! cemento secundario incluye a las capas depositadas
después de la erupcion, generalmente en respuestas a exigencias
funcionales. El cemento secundaric suele ser celular y contener

fibrilas de colagena gruesas orientadas en sentido paralelo a la
superficie radicular.

Generalmente el cemento primario estd mineralizado en una

forma mas completa y mas uniforme que el cemento secundario y
posee menos lineas de desarrolioc. @

El tipo celular (secundario) contiene cementocitos en
espacios aislados (lagunas), que se comunican entre si mediante
un sistema de canaliculos anastomosados; el cemento celular
esta menos calcificado que el acelular, el cemento celular es mas
comun en el tercio apical y en las zonas de furcas.

El cemento celular es el que produce el depédsito continuo
del mismo cemento.“



El cemento acelular (primario) se forma en conjuncidn con
la formacion radicular y erupcién dentaria, este no contiene
células, se encuentra presente en el tercio coronario de la raiz y
se compone de una serie de lamelas que corren paralelas a la
direccion de la raiz, se forma con comitante con la formacién de
la dentina radicular y en presencia de ta vaina epitelial de
Herwig_‘s-”

Las fibras de Sharpey ocupan la mayor parte de la
estructura del cemento acelular, que desempefia un papel
principal en e! sostén del diente, estas se hallan calcificadas por
cristales paralelos a las fibrillas tal como lo estan en la dentina y
el hueso.

El contenido organico del cemento esta constituido
principalmente por colagena de los tipos | (90%) y colagena tipo
I (6%), proteinas no colagenas, glicoproteinas y proteoglucanos.

Estudios histoquimicos indican que la matriz del cemento
contiene un complejo de proteinas y carbohidratos. Hay
mucopolisacaridos neutros y acidos en la matriz, asi como en el
citoplasma de algunos cementoblastos, el revestimiento de
lagunas y lineas de crecimiento y precemento son ricos en
polisacaridos acidos, posiblemente condroitinsulfato B, 9

El contenido inorganico del cemento asciende del 45% al
50% de hidroxiapatita Ca1(PO4)s(OH)2 y es menor que el hueso




ya que este consta de un 65.9%, el esmalte 95.7%, la dentina
70%; el calcio y la relacién magnesio-fosforo son mas elevados
en areas apicales que en las cervicales |la composicion del
cemento es similar a la de {fa dentina pero con un contenido de
cenizas ligeramente inferior, aproximadamente un 26% y 13% de

fosforo.@®

El cemento contiene de 0.5% a 0.9% de magnesio, esta
porcidn es ia mitad encontrada en la dentina, en concentraciones
de fluoruros contiene el 0.9% de su peso y de 0.1% a 0.3% como
constituyente de la matriz organica.'

E! espesor del cemento en la mitad coronaria de la raiz
varia de 16 a 60 micrones de espesor, aproximadamente el
grosor de un cabello, este adquiere su mayor espesor que es de
150 a 200 micrones en el tercio apical y furcas.‘®



Jones (1981) propone una clasificacion para el cemento
radicular y Schroeder (1986) adopta y modifica la clasificacion
anterior, esta se basa en la presencia de celulas de acuerdo al
origen de las fibras de colagena.''?

CLASIFICACION DEL CEMENTO.

TERMINO

ABREVIATURA

COMPONETES
ORGANICOS

LOCALIZACION

T FUNCION

1 Cemento AAC Matriz En ia umion { Desconocida
afibrilar acelutar homogenea no | dentino esmalte
celular, fibras no
colagenas N
2 Fibras AEFC Fibras de {De cervical a la|Anclaje del
extrinsecas del colagena como | parte central o diente
cemento acelular fas de Sharpey, y| media de la raiz
fibras no
celulares
3.Fibras CIFC Fibras colagenas | Superficie Reparacion ¥
intrinsecas del intrinsecas y | radicular, adaptacion.
cemento celular cementocitos . interradiculares,
apicales Yy
resorciones.
fracturas Yy
lagunas.
4.Fibras AIFC Fibras de _En apical © [ Adaptacion.
intrinsecas de colagena y fibras | interradicular
cemento acelular no celulares
intrinsecas.
5.Cemento mixto | CMSC Fibras de { En apical ¥ | Adaptacion Y
estratificado colagena superficies anclaje de la raiz.
celular(AEFC+CIF intrinsecas. fibras | interradiculares y
CIAIFC). de Sharpey, | radiculares

cementocitos




ta principal funcién del cemento es la de mantener la salud
del ligamento periodontal asi como de las fibras de la superficie
de la raiz; este contribuye al proceso de reparacion de la
enfermedad periodontal.

{a regeneracion clinica del periodonto (formacién de hueso,
nuevo cemento y tejido conective de adhesidon) incluyen
tratamientos directos a la estimulacion y aumento de ta formacion
del cemento.®

£l cemento cumple dos funciones especificas, la primera es
proporcionar fijacion a las fibras del ligamento periodontal a
medida que el diente se mueve ya sea en erupciéon o en el
movimiento fisiologico, grupos de fibras se desprenden del
cemento y degeneran.

Continuamente se forman nuevas fibras para sustituir las
anteriores y se hace una nueva fijacidn a la capa del cemento
secundario que se esta depositando en ese momento.

Una segunda funcidn es proteger la raiz de un diente
cuando se aplica una fuerza anormal. La presion de una raiz
sobre el hueso alveolar conduce principalmente a ta resorcion del
hueso y no del cemento, pero a esto sigue la reparacion y la
mayor parte del moldeado se lleva entonces acabo en el hueso
alveolar; si fuera de otra forma, el tratamiento ortoddncico
causase la resorcion de la raiz mas que el movimiento del diente.




£l crecimiento del cemento puede ser muy pronunciado en
la regidn apical del diente. En efecto, alarga la raiz y puede
compensar la pérdida del esimalte de la atricion.

El cemento no depende de la dentina o de la pulpa para su
nutricién, y por lo tanto, continda funcionando aun si la pulpa
muere. Esta es la razén de que se retenga un diente carente de
pulpa, porque sus membranas periodontales estan insertadas en
el cemento todavia vital.®"
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La formacion del cemento tiene un origen mesenquimatoso,
y comienza al igual que el hueso y ia dentina, con Ila
mineralizacion de la trama de las fibrillas colagenas dispuestas
irregularmente, dispersas en la sustancia fundamental interfibrilar
o matriz denominada precemento o cementoide.

Su espesor aumenta por aposicion de la matriz efectuada
por los cementoblastos, cuando esta alcanza un espesorde 3a 5
micras se cubre con una sustancia a manera de matriz amorfa y
subsecuentemente se mineraliza.

Al progresar la mineralizacion las células epiteliales de la
vaina radicular comienzan a separarse entre si, y de la superficie
de la dentina emigran hacia el tejido conectivo periodontal, al
mismo tiempo la lamina basa! que separa las células epiteliales
de la dentina en desarrollo; se vuelve difusa y es remplazada por
una capa de fibrillas de colagena finas, orientadas al azar, estas
se extienden entre las células epiteliales de separacién pero no
hacia la dentina en desarrollo.

La formacion del cemento comienza al igual que el hueso y
la dentina, con la mineralizaciébn de lIas fibras colagenas
dispuestas irregularmente, dispersas en las sustancias interfibrilar
o matriz, denominada precemento o cementoide.

A medida que las células residuales de la vaina radicular de
Herwig se separan de la dentina recién formada, se deposita una
matriz cementoide alrededor de las células que tienen el aspecto
de fibroblastos ubicados cerca de la superficie dentinaria en el
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extremo apical que esta calcificando, desplazandose una breve
distancia a lo largo de la superficie radicular, esta células toman
la forma comun de los cementoblastos y se inicia la calcificaciéon
del material cementoide.

Generaimente la capa inicial del cemento es acelular, pero
durante la cementogénesis los cementoblastos pueden quedar
atrapados en el cemento recién formado; los cementoblastos
parecen ser fibroblastos especializados que extienden
prolongaciones citoplasmaticas entre las fibrilas colagenas al
interior de fa capa cementoide o precemento. Estas ceélulas son
electrodensas y contienen sisternas endoplasmaticas llenas de un
material denso. Tiene un aparato de Golgi bien desarrollado y
numerosas mitocondrias, esta es una caracteristica de que las
células estan sintetizando proteinas. 'V

En algunas zonas, soélo persisten una o dos capas de
células epiteliales, las células de tejido conectivo sobre la vaina
epitelial se diferencian tomando dentina en desarrollo.

Esta capa forma el precemento o cementoide, se acumula
en la matriz amorfa y se calcifica al mismo tiempo, al progresar la
calcificacion del cementoblastos se desplazan de la superficie y
suelen no incorporarse. Asi la capa primaria de cemento que
cubre la raiz recientemente formada suele ser acelular, sin
embargo los cementoblastos como las células epiteliales de Ia
vaina de Herwig pueden verse atrapadas dando lugar al cemento
celular.

Los cementoblastos difieren de otras células del tejido
conectivo en que estan localizados cerca del cemento y se
encuentran polarizados, ya que extienden sus prolongaciones
citoplasmaticas entre las fibrillas colagenas y el precemento.
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El resultado final de la cementogénesis es la formacion de
una delgada capa de material extracélular calcificado al nivel de ia
interfase de la dentina y el tejido conectivo no calcificado que

sirve como sitio de insercién para las fibras colagenas del tejido
conectivo periodontal.

Las células residuales de la vaina epitelial radicular forman

una red dentro del ligamento periodontal, a esto se ie denomina
restos celuiares. ™

El espesor del cemento aumenta por aposicion de su matriz,
esta es efectuada por cementoblastos, la mineralizacion
progresiva de la matriz comienza en la unién dentino-cementaria
Yy avanza en direccidbn de los cementoblastos, primero se
depositan cristales de hidroxiapatita dentro de las fibras y en ta
superficie de ellas, después de la sustancia fundamental los
cementoblastos separados iniciaimente por cementoide no
calcificado, en ocasiones quedaran incluidos en la matriz, una vez
encerrados se les denomina cementocitos y quedan viables de
manera similar a los osteocitos; el proceso continuo de Ia

formacion del cemento es mas lento que la del hueso y la
dentina.®
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La formacion del! cemento puede ser subdividida en
prefuncional y funcional.

La etapa de desarrollo prefuncional del cemento esta
formada durante el desarrolio radicular, el desarrollo prefuncional
del cemento, es un proceso largo y duradero, ya que este abarca
un periodo de 3.75 a 7.75 anos(formacion de la raiz).

El desarrollo funcional de! cemento sobre otros tejidos,
comienza cuando el diente esta cerca de extenderse a nivel
oclusal, este es asociado con la adhesion de la raiz con la
superficie del hueso.®
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MENTO RADICULAR

L.a mineralizacidn del cemento comienza en la hendidura del
precemento, los finos cristales de hidroxiapatita son depositados
primero entre la hendidura y posteriormente dentro de las fibras
de colagena, aparentemente esta identificado como un tejido

éseo mineralizado.

Zander y Hdarzeler examinaron la densidad del cemento
humano de dientes extraidos a varios individuos de diferentes
edades; los depodsitos de cemento que fueron encontrados en los
dientes se observo un desarrollo de 3 micrémetros por arfio, pero
se encontraron variables, deacuerdo al tipo de diente, tipo de
cemento formado y deacuerdo al area de la superficie radicular.

Un porcentaje similar esta formado por fibras de cemento
extrinseco acelular en dientes humanos jovenes y se podra
encontrar en premolares, dientes impactados y dientes jovenes
no funcionales (dientes fuera de oclusién ).

E! cemento forma un porcentaje muy alto de los dientes
desiduos de la macaca fascicularis monkey, esta presenta un
desarrollo de 0.1 micrémetros por dia de fibras de cemento
intrinseco celular, y presumiblemente esto puede ocurrir a otros

animales.

L a anchura de los lagos del precemento humano es de 3 a
5 micrometros, los cristales de mineral! se alargan de manera
similar a los del hueso y la dentina dentro de 1 a 4 micrémetros
de calcificacion frontal, aparecen dentro de los procesos de
estabilizacién apropiados con las condiciones para ta

15



cristalizacién, con un aumento por aposicion de cristales; se lleva
acabo en meses de una forma lenta.

La distribuciéon mineral dentro de la maduracién de los

tejidos muestran una gran parte de variabilidad, estudios hechos
por microradidlogos usan una técnica que basicamente refleja la
distribucién de calcio en los tejidos, nos muestra unas células de
cemento mixtas extratificadas, generalmente tienen un bajo
contenido de minerales y se encuentran en las fibras del cemento
extrinseco acelular. La diferencia puede en parte ser acontecida
por medio de las estructuras no mineralizadas de las fibras del
cemento no celular; en esta se incluyen lagunas de cementocitos.

Las fibras de cemento estratificado y las fibras de Sharpey
generaimente tienen un centro mineralizado. La ultima
caracteristica es un contraste a las fibras intrinsecas y a las fibras
de Sharpey en fibras de cemento intrinseco acelular el cual
exhibe un grado mayor de mineralizacion.®

16



EMENTO RADIC

En la formacién del cemento actian dos células especificas
importantes que son: los cementoblastos y los cementocitos; los
cementoblastos son metabdlicamente activos, y estos sintetizan
la matriz cementoide; estos se originan de céijulas
mesenquimatosas.

Los cementocitos son cementoblastos que han  sido
atrapados en el espesor del cemento que ellos mismos secretan y
se encuentran relativamente inactivos, y en ocasiones
degenerados, estos pueden tener diferentes formas y tamafios,
algunos son planos, redondos u ovalados y varian en tamafno de
8 a 15 micras.

La deposicidn de fibras intrinsecas de cemento célular esta
caracterizada por el atrapamiento de cementoblastos, ya que
llegan a rodearse por la matriz que ellos mismos forman.

Aparecen tantos numeros de ceélulas que llegan a ser
incorporadas proporcionalmente al deposito de cemento, la
densidad de la ceélula del cemento intrinseco celutar de los
dientes humanos es mucho mas bajo que los tejidos del hueso.

El sistema de interconexidn que es por medio de canaliculos
tiene un gran poder para mantenerse nutricionalmente activos; los
cementocitos cierran la superficie del cemento sobre los
cementoblastos, sin embargo el aporte del citoplasma es reducido
y contiene menor reticulo endoplasmico.®

Estas observaciones indican que el cambio de metabolitos
en las fibras intrinsecas de cemento celular estan limitados y
sumergidos en los lagos del mismo.

17



PAPEL DEL CEMENTO EN

LA REGENERACION PERIODON]

La enfermedad periodontal es una de ilas causas mas

frecuentes en la pérdida de los 6rganos dentarios en los seres
humanos; esto constituye uno de los problemas mayores de la
salud en todo el mundo, aproximadamente el 95% de ia pobiacién
mayor de 65 afios sufre algun grado de la enfermedad, la
enfermedad es causada principalmente por colonizacion
bacteriana en el surco gingival y su extensién apical a lo largo de
la superficie radicular.

Las bacterias y sus productos interactuan y activan los
mecanismos de respuesta del huésped, los cuales incluyen
cascadas de coagulacion y de complemento, La infiltracion de
leucocitos polimorfonucleares, monocitos, células linfoides y

factores inmunes humorales.
Estos procesos causan la conversion del epitelio de union

en epitelio de la bolsa y la destruccion del tejido conectivo dei

periodonto.

y dano a laos tejidos conectivos

periodontales produce pérdida de {a inserciéon fibrosa de la
superficie radicular, resorcion del hueso alveolar y de raices

dentarias y finalmente perdida del diente.

La inflamacion

18



El! objetivo principal de la terapéutica periodontal es la
restauraciéon de la insercién del tejido conectivo que ha sido
perdido debido a la periodontitis. Sin embargo, la mayor parte de
los procedimientos clinicos actualmente disponibles llevan acabo
procesos de reparacién y no de regeneracion.

El cemento radicular forma la interfase entre la dentina
radicular y los tejidos conectivos blandos que lo rodean, el
cemento es una estructura calcificada que sin embargo difiere del
hueso.

La estructura e integridad bioquimica de ia superficie
radicular determinan si la nueva insercion puede llevarse acabo.
La nueva insercidn no ocurre sobre raices que han estado
expuestas a la enfermedad periodontal, los fibroblastos no se
adhieren o crecen sobre ellas; esto se sabe, a que el cemento
expuesto a 1a enfermedad contiene sustancias toxicas
depositadas por las bacterias, y las ceélulas epiteliales se
adhieren y crecen mas rapidamente sobre estas superficies, el
raspado y alisado radicular, cuyo objetivo primordial es la
remocidn de sustancias toxicas parece no promover la nueva
insercion, por esto se han realizado intentos para crear
condiciones que favorezcan la nueva insercién, estos incluyen
desmineralizacién de las superficies radiculares, aplicacién de
fibronectina, factores de crecimiento suplementarios y matrices
desmineralizadas de hueso. ®
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La colocacién de una membrana entre la encia y la
superficie radicular parece resultar en la formacion de hueso
nuevo, cemento y fibras del ligamento periodontal. La eficacia de
este procedimiento llamado regeneracién tisular guiada, se cree
que es debido a la capacidad de la membrana para incluir las
células gingivales epiteliales y permitir la migracion de las ceélulas
responsables de la regeneracion periodontal.

Datos obtenidos recientemente demuestran que sustancias
presentes en el cemento influyeron en la migraciéon, crecimiento y
sintesis de proteinas sobre fibroblastos del periodonto, ademas
que estas moléculas no estan presentes en los tejidos que rodean
al cemento. Estas observaciones indican que los componentes
del cemento pueden participar en la regeneracién periodontal
seleccionando y promoviendo el crecimiento de las poblaciones
celulares necesarias; si este es el caso, el bloqueo de las
moléculas bioldgicamente activas del cemento por las
endotoxinas o la eliminacion por procedimientos terapéuticos,
podrian ser factores por los cuales la nueva insercién no se forma
en las superficies expuestas a la periodontitis.®
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METODO.-EXPERIMENTAL

Se recolecto medio condicionante de células derivadas de un
cementoblastoma humano y células osteoblasticas derivadas de
hueso alveolar humano del mismo paciente. Estas células cuando
estuvieron en etapa de confluencia, fueron Ilavadas con
amortiguadcr de fosfatos, (10 mi tres veces) y posteriormente se
colocd medio libre de suero o-MEM suplementado con
antibidticos, Penicilina 100 UiI/ml y estreptomicina, 100 ug/ml. y
las células se cultivaron durante 48 hrs y el medio recolectado se
dializo en bolsas de didlisis de corte 30,000 daltons contra H,0
doblemente destilada. Posteriormente se liofilizdé. A estos
extractos se les determind la concentracidon de proteina de
acuerdo al método de Bradford, utilizando albumina sérica bovina
como patron. Una vez determinada se procedid a conocer el
patron de proteinas de estos extractos por medio de geles de
poliacrilamida-SDS (dodecil sulfato de sodio), en geles al 12.5 %,

con patrén de pesos moleculares.
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GEL INFERIOR

Acrilamida 6.25 ml
tris ph 8.8 3.75 ml
SDS 10% 300 microlitros
DDH20 5.15 mi
TEMED 5 microlitros
APS 25 microlitros

GEL SUPERIOR

Acritamida 1.26 ml
tris ph 6.8 1.875 m!t
SDS 10% 75 microlitros
DDH20 4.445 mi
TEMED 7.5 microlitros
APS 50 ricrolitros



MATERIALES

- Medio condicionante de cementobiastos.
- Medio condicionante de osteoblastos.
- Micropipetas 20 microlitros.
200 microlitros.

1000 microlitros.
- Fuente de poder 40 mA.
- Camara de electroforesis.
- Marcador de peso molecular de proteinas.
- Espectofotémetro.
- Colorante de Bradford.
- Cubetas para espectrofotémetro.
- vibradores electrdnicos.
- Balanza electronica.
- Papel milimetrico.
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Una vez obtenidas las muestras de cementoblastos y
osteoblastos se procedid a medir la concentracion de proteinas
por medio de una curva de albumina seérico bovinacgraica 1).
utilizando la técnica de Bradford y un espectofotometro la cual
nos dio como resulitado 1.64 mg de osteoblastos en 1.0 mi y
0.8278 mg de proteinas de cementoblastos en 1.0 ml.

Habiendo realizado y calculado la concentracidn de
proteinas se procede a colocar las proteinas en ebullicion durante
5 min. para desnaturalizar su estructura cuaternaria.

Ya obtenidos los datos anteriores se procedio a la
preparacién de la técnica para calcular los pesos moléculares de
las proteinas encontradas en los cementoblastos y osteoblastos

por medio de electroforesis.
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La electroforesis es un método por el cual moléculas
cargadas en solucidon, proteinas y acidos nucleicos migran en
direccién a un filtro eléctrico deacuerdo al peso molecular y la
permeabilidad de estas en el transcurso al recorrer un gel.

La electroforesis en gei se halla entre los métodos
resolutivos y convenientes mas empleados en la separacion
macromolécular, la poliacrilamida posee poros de dimensiones
moleculares, cuyos tamanos pueden especificarse. La
separaciones moleculares se basan, por tanto, sobre la filtracién
en gel asi como en las movilidades electroforéticas de las
moléculas que se estan separando. iz

En la electroforesis los geles retrasan las moléculas
grandes con respecto a las menores; el movimiento de las
moléculas de tamano mayor se halla impedido, con relacién al de
las moléculas menores al emigrar las moléculas a través del gel.

En la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), se
confeccionan los geles por la polimerizacidn inducida por
radicales libres de acrilamida y de N,N’- metilenbisacrilamida.

En la forma mas sencilla de PAGE, se suspende
verticaimente un tubo de 3 a 10 cm de longitud, en el que se ha
polimerizado el gel entre un recipiente superior y otro inferior;
puede confeccionarse también el gel en forma de !amina
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rectangular delgada, en la que pueden analizarse varias muestras
simultaneamente colocandolas en paralelo. El tampdn, que es el
mismo en ambos recipientes y en el gel, es de un PH al que las
macromoléculas tienen carga neta negativa y, por tanto, emigran
hacia el anodo situado en el recipiente inferior, cada muestra
puede contener cantidades tan pequefas como 10 microgramos
de material macromolécular ;en los geles en forma de lamina, las
muestras se aplican en ranuras o muescas preformadas en la
parte superior det gel.

Se hace atravesar una corriente de 300 v por el gel durante
un intervalo de tiempo suficiente para separar los componentes
macromoleculares en la serie de bandas discretas ( 30-80 min).
Se separa el gel del recipiente que lo contiene y se ponen de
manifiesto las bandas por un método apropiado, utilizando esta
técnica puede resolverse una mezcla de proteinas de 0.1 0.2 mg
en hasta 20 bandas discretas.®*®

El gel separador, en el que tiene lugar la separacion, se
prepara tal como se describié con anterioridad y a continuacién se
deposita sobre &l una capa corta (1cm) de gel espaciador o get
concentrador de poro grande. El tampén del recipiente inferior y
del gel separador es el descrito anteriormente, mientras que et de
la disolucién de la muestra y el del gel concentrador tiene un ph
que es de unas dos unidades inferior al del recipiente inferior. E!
ph del tampdén situado en el recipiente superior, que debe
contener un acido débil se ajusta al ph proximo al del recipiente
inferior, cuando se hace pasar la corriente, los iones del tampoén
del recipiente superior emigran al gel concentrador, a medida que
los iones de este Ultimo emigran fuera de &l. En esta situacién los
iones del tampdn del recipiente superior hallan un ph que es
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mucho menor que su pk, adoptan por tanto, su forma sin carga y
se convierten en inmaobiles electroforéticamente.

Este hecho origina una deficiencia de portadores de carga;
es decir, una resistencia eléctrica R, en esta region que, debido a
la necesidad de una corriente constante | a través del circuito
eléctrico da como resultado de acuerdo con la ley de ohm
(E=IR), un incremento muy localizado en el campo eléctrico, E.

En respuesta a este incremento en el campo eléctrico, los
aniones moleculares emigran rapidamente hasta que alcanzan la
region del gel concentrador que contienen los iones, en la que su
movimiento se hace mas lento debido a que en este punto no
existe deficiencia ionica.

Este efecto provoca que los iones macromoleculares se
aproximen al gel separador como bandas apiladas muy estrechas
o discos, que estan ordenados de acuerdo con sus movilidades y
se situan entre los iones emigrantes del recipiente superior y los
del gel concentrador.'®

A medida que los iones macromoleculares penetran en el
gel separador, su movimiento se hacen mas lento como
consecuencia de los efectos de la filtracidn por el gel. Esto
permite a los iones del recipiente superior alcanzar a las bandas
macromoleculares y, como el gel separador posee un ph mas
elevado, y asume, su forma cargada plenamente cuando
igualmente penetran en el gel.

La deficiencia de carga que existia desaparece, segun fo
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expuesto y desde este punto la separacion electroforética
transcurre normalmente. Sin embargo, La compacidad de las
bandas macromoleculares que penetran en el gel separador
aumenta mucho la resolucion de las separaciones
macromoleculares.

Las bandas de un gel pueden detectarse por tefiido o
mediante cuenta radioactiva, las bandas resultantes de una
separacion por electroforesis en gel pueden localizarse por varias
técnicas, las proteinas se ponen de manifiesto por tenido, el tinte
o colorante empleado con mayor profusion es el Coomassie
brilliant blue (azul brillante de Coomassie), que se aplica mojando
en gel en una disolucion alcohdlica, acida, que contiene el
colorante; éste se fija a la proteina en el gel, desnaturatizandola y
formando un complejo con ella.

El exceso de colorante se elimina por un lavado prolengado
del gel con una disolucidon acida o por un destedido
electroforético, de este modo pueden detectarse proteinas en
fracciones de microgramos.

las bandas de gel que contienen cantidades de proteinas
menores que ias antes mencionada pueden hacerse visibles por
terfiido con plata, que es mas sensible, pero algo mas dificil de
aplicar.

LLa flucrescamina, un tipo alternativo de tinte para proteinas,
es un molécula no fluorescente que reacciona con las aminas
primarias, como la lisina, y rinde un producto de adicion que es
muy fluorescente bajo la radiacion [SAVARRY

Si la muestra es radioactiva, puede desecarse el gel en
vacid para obtener un material como celofana, o también recurrir
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el gel con una cubierta de plastico y luego adherirlo a una hoja de
pelicula de rayos X. Después de transcurrido un tiempo (desde
unos pocos minutos a muchas semanas segun la intensidad de la
radiacién) se desarrolla el filme y la autorradidégrafia resultante
muestra las posiciones de los componentes radiactivos por el
ennegrecimiento de la pelicula.

Pueden obtenerse secciones del gel, en toda su longitud,
obteniendo muchas secciones y el nivel de cada seccion puede
determinarse mediante un cortador de escintilaciones; este aitimo
meétodo proporciona resultados mas exactos que fa
autoradiégrafia.ciz)
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Los jabones y los detergentes son moiéculas anfipaticas, que se
comportan como agentes desnaturalizantes potentes de las
proteinas, por las razones explicadas anteriormente.

El dodecil suifato de sodio (SDS), es un detergente que se
emplea frecuentemente en las preparaciones bioguimicas, se une
muy tenazmente a las proteinas induciéndolas adoptar una forma

cilindrica.

La mayor parte de las proteinas se unen al SDS en la
misma proporcién, 1.4 g SDS /g de proteina (aproximadamente
1 molécula de SDS por cada 2 restos de aminoacido).

La gran carga negativa que imparte el SDS enmascara la
carga intrinseca de la proteina de modo que las proteinas
tratadas con SDS tienen a exhibir idénticas relaciones carga-
masa y formas semejantes.

La electroforesis de proteinas en un gel que contenga SDS
la separa deacuerdo con sus masas moleculares, debido a los

efectos de la filtracion en el gel.

LLas masas moleculares de las protefnas normales se
determinan rutinariamente con una exactitud del 5% al 10%,
mediante el método SDS-PAGE. Las movilidades relativas de las
proteinas en este tipo de geles varian linealimente, con el
logaritmo de sus masas moleculares.

30



En la practica, la masa molecular de una proteina se
determina sometiendo a una electroforesis conjunta a la proteina
problema con varios marcadores; estas son proteinas con masa
molecular conocida, o que permite interpolar la masa molecular
de ia proteina que interesa.

El tratamiento con SDS anula las interacciones no
covalentes entre estas sub-unidades, por dicha razén, el método
SDS - PAGE proporciona las masas moleculares de las sub-
unidades en lugar de la masa molecular de la proteina intacta, a
menos que las sub-unidades se hallen unidas por puentes de
disulfuro; sin embargo, se afade mercaptoetanol a los geles,
habitualmente, en el método SDS - PAGE, a fin de reducir los
enlaces de los puentes disulfuro. 3
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Se utilizo un marcador de proteinas el cual nos indica los
siguientes niveles y pesos moleculares, encontrandose algunas
diferencias entre proteinas de los medios condicionantes de
cementoblastos y osteoblastos; se encontré mayor concentracion
de proteinas en el medio condicionante de cementoblastos, pero
proteinas de mayor peso molecular en el medio condicionante de
osteoblastos,la diferencia mas notable entre las proteinas de
ambos medios fueron proteinas que no encontraron en ambos
medios, las cuales se muestran en [a siguiente tabla.

DIFERENCIAS DEL PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS
DEL MEDIO CONDICIONANTE DE CEMENTOBILASTOS Y

OSTEOBLASTOS.
CEMENTOBIASTOS OSTEOBLASTOS
a3 kDa. 75 kDa.
54 kDa. 65 kDa.
45 kDa. 62 kDa.
39 kDa. 58 kDa.

Esto se obtuvo como resultado de la electroforesis y
habiéndose comparado los resultados de los dos medios
condicionantes, asi como después se procedid a graficar los
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resultados de ambos medios.raficazy 3)

MARCADOR DE PROTEINAS

- .6 cm
- . cm
- 2 cm
- 3.2cm
- 4.9 cm

que equivalen a 180
que equivalen a 116
que equivalen a 84
que equivalena 58
que equivalena 48.5
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PESOS MOLECULARES DE LAS PROTEINAS DEL MEDIO
CONDICIONANTE DE OSTEOBLASTOS

1- 0.7 cm equivalentes a 137 kDa.
2- 1 cm equivalentes a 110 kDa.

3- 2.1 em equivalentes a 80 kDa.

4- 2.3 cm equivalentes a 75 kDa.

5- 2.5 cm equivalentes a 71 kDa.

6- 2.7 cm equivalentes a 67 kDa.

7- 2.8 cm equivalentes a 65 kDa.

8- 3 cm equivalentes a 62 kDa.

9- 3.8 cm equivalentes a 48 kDa.

10- 4.8 cm equivalentes a 38 kDa.

PESOS MOLECULARES DE LAS PROTEINAS DEL. MEDIO
CONDICIONANTE DE CEMENTOBLASTOS

1- 0.7 cm equivalentes a 137 kDa.

2- 1 cm equivalentes a 110 kDa.

3- 1.6 cm equivalentes a 93 kDa.

4- 2.1 cm equivalentes a 80 kDa.

5- 2.5 cm equivaientes a 71 kDa.

6- 2.7 cm equivalentes a 67 kDa.

7- 3.4 cm equivalentes a 54 kDa.

8- 3.8 cm equivalentes a 48 kDa.

9- 4.1 cm equivalentes a 45 kDa.

10- 4.7 cm equivalentes a 39 kDa.

11- 4.8 cm equivalentes a 38 kDa.



Curva de albumina sérico bovina

Graficane 1
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Peso molecular de proteinas en un medio

condicionante de cemerntoblastos.

Grafica ne 2
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Peso Molecular de proteinas en un medio
condicionante de osteoblastos.

Grafri 5
38 kDa 4.8 cm.
48 kDa 3.8 cm.
58 kDa 3.2 cm.
62 kDa 3 cm
65 kDa 2.8 cm
67 kDa 2.7 cm
71 kDa 2.5 cm
75 kDa 2.3 em
80 kDa 2.1 em
110 kDa 1 cm.
137 kDa 0.7 cm,
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E! cemento es el tejido conectivo calcificado que se asemeja
estructuralmente al hueso; este contribuye a un proceso de
reparacion de las lesiones de la superficie radicular.

El cemento contiene dos variaciones estructurales que son:
el cemento fibrilar y el cemento afibrilar; en el primero se
observan en el microscopio electronico numerosos haces de
fibrillas de colagena; el cemento afibrilar contiene una matriz
mineralizada.

Existen dos tipos de cemento radicular que son el cemento
acelular y el cemento celular;, el cemento acelular se encuentra
desde la porcion coronaria hasta la porcidon media radicular; y el
cemento celular se encuentra en la porcién apical y en la zona de
furcas.

El cemento tiene una composicidon inorganica de colagena

tipo | y tipo Ill, proteinas no colagenas y protecoglucanos, y en su
porcion organica esta compuesto por hidroxiapatita
Ca10(POa4)s(OH)2.

El cemento se encuentra asociado por dos tipos de células:
los cementoblastos y los cementocitos. Solo los cementoblastos
son metabolicamente activos, ellos son los responsables de
sintetizar la matriz cementoide, mientras que los cementocitos
son relativamente inactivos. Los cementoblastos se originan de
células precursoras que se encuentran en los espacios
endoteliales del hueso alveolar, estas migran hacia la matriz

dentinaria y se diferencian en cementoblastos al contacto con la
dentina.
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El cemento radicular se clasifica en base a la presencia de
ceélulas deacuerdo al origen de las fibras de colagena: cemento
afibritar acelular AAC, fibras extrinsecas de cemento acelular
AEFC, fibras intrinsecas de! cemento celular CIFC, fibras

intrinsecas del cemento aceiular AIFC, cemento mixto
estratificado celular CMSC.

Una vez realizada la electroforesis se obtuvo como
resultado que existe una variante entre las proteinas de los
medios condicionantes de cementoblastos y osteoblastos, entre
las principales diferencias se encontraron proteinas de diferente
peso molecular; y las diferencias son:

En el medio condicionante de cementoblastos se
encontraron proteinas de 83 kDa, 54 kDa, 45kDa, 39 kDa; asi
como en el medio condicionante de osteoblastos se encontraron
proteinas de 75 kDa, 65 kDa, 62 kDa, 58 kDa; se llego a la
conclusion de que existe un mayor numero de proteinas en los

cementoblastos asi como también proteinas de menor peso
molecular.
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