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La dentina posee proteinas con actividad inductora de osteogénesis (Kawai y Urist, 1989). La
formacién de nuevo tejido 6seo es un evento importante en situaciones clinicas como el
movimiento ortoddncico, la reduccién de fracturas y en fa regeneracién que ocurre como
resultado de la terapeltica periodontal. A pesar de que son conocidos los efectos de fa matriz
dentinaria en poblaciones celulares indiferenciadas, no se han descrito los efectos de las
proteinas de ésta matriz en poblaciones de osteoblastos. En este trabajo se determind el efecto
de las proteinas dentinarias extraidas con EDTA 0.5 M y HCIG 4M en: a) la sintesis de fosfatasa
alcatina, b) 1a formacion de nédules mineralizados, c) la proliferacion celular y d) quimiotaxis de
osteoblastos en cultive, RESULTADOS: Los osteoblastos en cultivo son una poblacién que
exhibe una morfologia fusiforme, y presenta como una de las principales caracteristicas
fenotipicas la expresién de fosfatasa alcalina. Las proteinas extraidas de matriz dentinaria
tuvieron un efecto inhibidor en la produccién de fosfatasa alcalina el cual fue concentracion-
dependiente . Las diferentes concentraciones de las proteinas extraidas de matriz dentinaria no
tuvieron un efecto significativo en la proliferacién celular de los osteoblastos a los 7 dias de
cultivo, mientras que al dia 14 s¢ observé una disminucién del 21.76 % con respecto a los
valores del grupo testigo cuando se cultivaron los osteoblastos con 0.5 ug del extracto soluble en
HCIG. Otra de las caracteristicas fenotipicas de los osteoblastos es la produccién de nddulos de
mineralizacién, Tanto las proteinas extraidas con EDTA como las solubles en HCIG de dentina
bovina aumentaron ligeramente la produccién de nédulos de mineralizacién en los cultivos de
osteoblastos de 7 dias aunque los valores no fueron estadisticamente significativos. A los 14
dias de cultivo solo el grupo de EDTA mostré un ligero aumento que no fue significativo. Los
ensayos de quimiotaxis mostraron que el extracto soluble en EDTA fue positivaments

quimicatrayents para los osteoblastos.

Palabras clave : Matriz dentinaria, Osteoblastos, Fosfatasa Alcalina, Nédulos mineralizados,

quimiotaxis,



ABSTRACT

Dentin matrix proteins are capable of elicit osteogenesis. Bone induction
is a main event in orthodontic movement, repair of bone fractures and
periodontal regeneration. The effects of dentin proteins on undifferentiated
cells are known but the response of osteoblast in vitro are not established.
The effect of guanidine 4M soluble dentin matrix proteins and EDTA 0.5 M
soluble dentin matrix proteins were evaluated in cultures of alveolar bone
derived osteoblasts. Osteoblasts exhibit and elongated spread shape,
have high levels of the membrane-bound enzime alkaline phosphatase.
Dentin matrix proteins decrease alkaline phosphatase activity. Celular
proliferation was not affected at seven day. On day fourteen 0.5 ul of
guanidine soluble dentin matrix proteins decrease osteoblast proliferation
21.76%. Soluble dentin proteins have no effects on noduie mineralization
formation by osteoblast. EDTA 0.5 pl soluble dentin matrix proteins was

positive chemotactic for human alveolar osteoblasts.

Key Words: Dentin matrix, Osteoblasts, Alkaline Phosphatase,
Mineralized nodule, Chemotaxis.



INTRODUCCION

El hueso es un tejido dinamico que se¢ remodela y repara asi
mismo a lo largo de la vida. La estructura, forma y cantidad de
los huesos se mantiene a través de un continuo baiance entre la
formacion y la resorcion del propio tejido 6seoc. La aposicion y la
resorcion 6sea son procesos realizados, el primero por células
formadoras de matriz ¢sea, los osteoblastos, en tanto que la
resorcién es llevada al cabo principalmente por células
multinucleadas llamadas osteoclastos, y en condiciones
fisioldgicas la actividad de ambas células es regulada por
diferentes sustancias como homonas, citocinas y factores de
crecimiento (Marks y Popoff, 1988).

La formacién de nuevo tejido 6seo implica la generacién de
osteoblastos a partir de células osteoprogenitoras, lo que
requiere del proceso de induccién, el cual en el aduito se realiza
en situaciones como el movimiento ortoddncico (Reitan y
Rygh,1994), la reduccién de fracturas y en la regeneracién que
ocurre como resultado de la terapeutica periodontal (Aukhil y col,
1990).

La induccion, es un mecanismo por el cual un tejido produce
una serie de sefiales para que otro tejido 6 célula sufra un
proceso de diferenciacibn y como resultado de éste se
especialice en la sintesis de una proteina, lipido o carbohidrato ¢
en la combinacién de éstos y en la adquisicién de una forma
especifica.

Las sefiales que inducen a un tejido a diferenciarse durante el
desarrolio embrionario 0 en la regeneraciéon tisular son al
parecer familias de moléculas que se han conservado a lo largo
de la evolucion de las especies, por ejemplo, una de las mas
grandes y multifuncionales de estas familias son las proteinas
morfogenéticas de hueso, con méas de 20 miembros,
identificadas en organismos como el erizo de mar, la mosca ds
la fruta, los roedores y el hombre (Hogan, 1996). La matriz
dentinaria también posee proteinas con actividad inductora de



osteogeénesis (Kawai y Urist, 1989). Casi el 90 % de la matriz
organica de la dentina esta constituida de colagena y el 10 %
restante de ofras proteinas. En general las proteinas no
colagenas se encuentran asociadas fueriemente con la fase
mineral y son extraibles con sustancias caotrdpicas como la urea
o el clorhidrato de guanidina © bien después de |la
desmineralizacion del tejido. La presente investigacion tiene por
objetivo evaluar el efecto de las proteinas no colagenas
extraidas de dentina bovina en una poblacién de osteoblastos
aislados de hueso alveolar humano.




ANTECEDENTES.

INDUCCION DE HUESO Y CARTILAGO HETEROTOPICO
Experimentos realizados en los afios 30, 40 y 50 demostraron que los
gémenes dentarios o partes de éstos poseen la capacidad de crecer y
desarrollarse en areas del cuerpo diferentes de la maxila o la mandibula y
de inducir la formacion de hueso en tejidos conectivos que nomalmente
no se mineralizan, (Huggins y col. 1934, Pinkerton y Boyle, 1935, Fleming,
1953). También se observd que el hueso desmineralizado cuando se
coloca en tejido muscular induce la llegada de histiocitos, células gigantes
de reaccién a cuerpo extrafio que exhiben gran actividad colagenolitica y
fagocitaria, disolviendo la matriz de! implante. El proceso es seguido
inmediatamente por la formacién de vasos sanguineos Y la aparicion de
condroblastos dentro y fuera de la matriz descalcificada , para la semana
4 a 6 aparecen células osteoprogenitoras que entre las semanas 8 y 16
forman nuevo {ejido 6seo reemplazando a los condroblastos, siguiendo
una tipica osificacibn endocondral. Los depésitos de hueso nuevo
siempre estuvieron limitados a las areas de resorcidon de ia matriz
descalcificada y nunca se extendidé mas alla del implante (Urist, 1965).

Otros matenales como el hueso desproteinizado o  cristales de



hidroxiapatita son reabsorbidos por células del tejido conectivo pero rara
vez producen nuevo tejido éseo (Krémer, 1962). En cambio cuando la
dentina isogénica fue descalcificada con acido clohidrico 0.6 N lavada,
esterilizada y almacenada en alcohol al 70 % y colocada en el interior de
musculo esquelético como el misculo recto del abdomen, o en el interior
de cavidades hechas con fresa en la mandibula o en alvéolos dentarios
de conejos Nueva Zelanda, se observé que los implantes fueron
envuelios por una delgada membrana de tejido conectivo muy
vascularizada. La dentina descalcificada fue reabsorbida mas lentamente
que el hueso descalcificado probablemente por tener una estructura mas
compacta y no presentar canales vasculares o grandes espacios, en las
zonas de reabsorcion denominadas “camaras de excavacién” es donde
ocurre la osteogénesis, y son producidas por la actividad fagocitica de
histiocitos y células multinucleadas después del proceso inflamatorio. 4
semanas después de la operacidén, la superficie de las zonas de
reabsorcién son cubiertas por cimulos de células mesenquimatosas
hipertrofiadas con un citoplasma baséfilo y extensiones citoplasmicas
parecidas a axones gue corren por los tibulos dentinarios. Estas células
produjeron un material cementoide que es depositado entre la matriz

implantada y el nuevo hueso. En los implantes recuperados entre la 8 y



12 semanas se observaron grandes zonas de reabsorcién llenas de
células y capilares, algunas presentaban osteoblastos. En superficies
diferentes se encontr6 ademas de la formaciéon de nuevo hueso, zonas
en donde éste era remodelado por actividad osteoclastica. Finalmente la
matriz del implante fue totalmente reabsorbida y sustituida por nuevo
tejido dseo. El producto final consistié de una estructura delgada de
hueso laminar con una cavidad central ocupada por médula 6sea
hematopoyética. El méaximo volumen de estos osiculos fue de
aproximadamente dos terceras partes del tamanio del implante (Yeomans
y Urist, 1967). Los datos anteriores demuestran la capacidad inductora
de osteogénesis de la dentina de conejo desmineralizada con acido
clorhidrico cuando es implantada en la misma especie. Otra serie de
experimentos se disefiaron para evaluar la accion de diferentes métodos
de desmineralizacion en la dentina de diferentes especies en la
capacidad de induccion 6sea en receptores alogénicos y xenogénicos. La
dentina humana descalcificada con HCl 0.6 N y NaCl 1M sdlo indujo
osteogénesis en 1 de 18 implantes colocados en musculo de rata,
cuando fué descalcificada sélo con HCI 0.6 N vy liofilizada a —=70°C no
produjo osteogénesis en 16 implantes colocados también en musculo de

rata. La dentina de rata tratada con EDTA 0.5 M y colocada en musculo



de rata indujo osteogénesis en 9 de 12 implantes, y cuando ademas fue
liofilizada indujo formacién de hueso en 11 de 12 implantes. La dentina de
rata tratada con HC| perdié su capacidad inductora de osteogénesis en el
muscuic. En cambio la dentina de conejo cuando fue descalcificada con
HCi 0.6 N en 1M de NaCl y colocada en muasculo de conegjo produjo
osteogénesis en 18 de 24 implantes (Bang y Urist,1967). Las
observaciones anteriores demostraron que el principio que induce la
neoformacién 6sea es insoluble en 4¢ido y que se encuentra asociada a
la matriz remanente después de la descalcificacién con EDTA. La
fraccion insoluble en &cido de la dentina de rata inicié répidamente una
serie de reacciones en el mesénquima después de que se colocd en el
tejido subcutaneo de receptores alogénicos. La matriz dentinaria indujo
una gran actividad de fosfatasa alcalina dentro de las primeras 24 hrs.
que alcanzé su maximo a los 7 dias, después de los cuales declind pero
siempre con valores mucho mas altos que el del tejido muscular. La
transformacién del conective por el implante de matriz dentinaria tratada
con acido clorhidrico 0.5 N durante 2 hrs. fue répida. En el dia primero el
implante fue encapsulado por fibroblastos que contenian grandes
cantidades de fosfatasa alcalina en su citoplasma; las células formaron

una doble hilera, y las nuevas células que se originaron se mezclaron con



la matriz del implante. En el dia 5 las células que estaban en contacto
con el implante morfolégicamente corresponden a condroblastos que han
comenzado a secretar matriz. En este cartilago la actividad de fosfatasa
alcalina fue tanto intracelular como en la matriz pericapsular. en el dia 10
hacen su aparicion osteoblastos, en el dia 14 se observa médula ésea
hematopoyética, para el dia 29 los condrobtastos han desaparecido, en
tanto que el hueso inducido persistid hasta un afio (Huggins y Urist,

1970).

Debido a que el principio de induccién ésea es consistentemente
demostrado en implantes liofilizados de matriz ésea descalcificada vy, su
actividad es destruida por el calor, 0 agentes que desnaturalizan las
proteinas se propuso que el “principio de induccidén dsea es una 0 mas
proteinas insolubles en acido (Urist y col.,, 1967). Estas proteinas se
hallan asociadas fuertemente a la coldgena de los tejidos mineralizados y
se les denominé “proteinas morfogenéticas de hueso” (BMP) (Urist y

Strates, 1971).

El tratamiento de la dentina desmineralizada con enzimas proteoliticas
afectd su capacidad de induccion dsea heterotdpica, de 12 implantes

tratados con colagenasa durante 8 hrs. solo en tres se observd
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neoformacién désea, y cuando se amplié el tiempo de exposicién a la
colagenasa a 24 hrs. se perdio totalmente la capacidad de induccién
6sea, al igual que cuando se tratd la dentina desmineralizada con tripsina
durante 12 hrs. Al microscopio electrénico muchas de las fibras de la
dentina tratada con tripsina conservaron sus estriaciones caracteristicas,
por lo que es probable que el principio de induccidn ésea contenido en la
matriz dentinaria puede estar en las proteinas no colégenas (Bang y
Johannessen, 1972). Después de extraer las proteinas solubles en acido
y, como en estudios anteriores la dentina con los componentes insolubles
mostraron actividad de proteinas morfogenéticas de hueso.
Posteriormente trataron con colagenasa la matriz descalcificada y
obtuvieron tres proteinas no colagenas en las que presumiblemente en
una o mas de éstas reside la actividad de proteina morfogenética de
hueso . Las tres proteinas fueron separadas por cromatografia de
intercambio aniénico en DEAE-celulosa, dos de las proteinas no
colagenas fueron ricas en aspartato, glutamato, glicina, serina y alanina y
la tercera, su composicion era rica en aspartato y serina fosfatada
(Butler y col. 1977). Cuando la matriz 6sea es convertida en geiatina y
colocada en camaras de difusién y posteriormente insertadas en el

interior del mdsculo abdominal indujo la formacidn de hueso. La matriz
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dentinaria de conejo desmineralizada con 0.6 N de HCl y la matriz
gelatinizada (1 hr a 25°C en 1:1 cloroformo-metanol, 1 hr.en HCI 0.6 N a
2°C,24 hrs.enCaCl 2Ma2°C,1 hr.enEDTAOSMaPH7a2Cy
lavada en H.,C a 55°C durante 1 hr.) se colocaron en el interior de
camaras de difusién (0.45 micras de tamafo de poro y 150 micras de
grosor), las camaras se implantaron en el interior del musculo abdominal
por 28 dias. Tanto la dentina desmineralizada como la matriz gelatinizada
produjeron depdsitos de hueso en 7 de 14 y en 3 de 5 de las cdmaras,
estos depdsitos cubrieron el 40% y el 70% de las superficies de la

membrana externa, respectivamente (Conover y Urist,1979).

El componente activo de los extractos de huéso con actividad de proteina
morfogenética de hueso no habia podido asignarse a una sola molécula,
y hasta 1988 se realizd la purificacién , caracterizacidon y clonacién de
tres moléculas con actividad de proteina morfogénetica de hueso. Las
moléculas se denominaron BMP-1, BMP-2 y BMP-3 (Bone
Morphogenetic Protein), las tres son capaces de manera independiente
de inducir la formacion de cartilago in vivo. Dos de las proteinas
clonadas (BMP-2 y BMP-3) pertenecen a la superfamilia de proteinas de

el factor de crecimiento transformante beta (TGF- ), mientras que
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BMP-1 es al parecer una proteasa que probablemente active al TGF-

{(Wosney y col. 1988).

La proteina morfogenética de hueso extraida de dentina no ha sido
caracterizada como la proteina morfogenética de hueso extraida de
tejido 6seo. Kawai y Urist (1989) extrajeron las proteinas no colagenas
de los tejidos dentarios obtenidos de las mandibulas de becerros de 1
afio de edad. Estas proteinas obtenidas de los dientes completos
(esmalte, dentina y cemento) se separaron y se probd su actividad
osteoinductiva impiantandolas en el musculo cuadriceps femoral de
ratones. Del 71% al 83% de 41 implantes indujeron la formaciéon ésea.
La cantidad de hueso inducido fue mayor con las proteinas obtenidas de
dientes sin erupcionar que con los dientes erupcionados. Las proteinas
con Mr de 15 a 28 kDa se asociaron con la actividad ostecinductiva.
Bessho y col. (1990) extrajeron proteinas morfogenéticas de hueso de la
matriz 6sea, dentinaria y del tejido de reparacion de alvéolos post-
extraccion de conejos, las proteinas se probaron in vivo en musculo de
rata. Las proteinas con actividad inductora de hueso fueron diferentes
entre si de acuerdo a su corrimiento en geles de poliacrilamida: La
Proteina morfogenética de hueso de dentina tuvo un peso de 25 kDa y

las de tejido de reparacién y de matriz 6sea 21.5 kDa. La proteina
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morfogenética de hueso extraida de la matriz dentinaria humana tiene un
peso molecular de aproximadamente 20 kDa de acuerdo a su patrén de
corrimiento en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y un pi de 8.8. El
andlisis de aminoacidos sugiri® que la proteina contiene 191
aminoacidos, por lo que la proteina morfogenética de hueso extraida de
matriz dentinaria es similar pero no idéntica ala proteina morfogenetica
de hueso derivada de matriz ésea, a pesar de tener el mismo efecto in

vivo (Bessho y col. 1991).

Otros tejidos diferentes al misculo también pueden ser estimulados para
producir cartilago. Cuando se colocaron rollos de dentina
desmineraiizada en el masculo, el tejido conectivo subcutaneo, la cavidad
medular del fémur y el ligamento periodontal de la misma rata, se
observd que la induccién de cartilago fue mas rapida y en mayor cantidad
en el tejido muscular (dia 7 ), seguido de el tejido subcutaneo (dia 10) y
la cavidad medular del fémur (14 dias) y de manera muy lenta en el
ligamento periodontal (dia 21) (Inoue, Deporter y Melcher, 1986). In vitro
se demostré que la dentina desmineralizada de dientes humanos también
es capaz de estimular la formacién de cartitago, se utilizd el musculo de la
piema de los fetos de la rata de 20 dias de gestacion como fuente de

células mesenquimatosas, los explantes obtenidos contenian mioblastos
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mononucleados y fibroblastos, que se colocaron en la cavidad de un
hemicilindro de dentina desmineralizada, mantenidos en condiciones de
medio de cultivo, después de 12 dias se fijaron los expiantes, se cortaron
y se tifteron con azul de toloudina para identificar cartilago, también se
realizé inmunchistoquimica para determinar la presencia de colagena tipo
| y . Los condrocitos aparecieron como nddulos dentro de la masa de
células parecidas a fibroblastos y en contacto con la superficie de la
dentina desmineralizada. La fluorescencia de los anticuerpos contra
colagena tipo | se observd en la dentina desmineralizada y en el tejido
conectivo que la cubria, En contraste, los anticuerpos dirigidos contra la
colagena tipo Il se localizaron en las zonas de mayor proliferacién celular

(Somerman y col. 1987).

Rabinowitz y col. (1990) extrajeron proteinas de dentina humana vy
bovina desmineralizadas, los  extractos crudos y las fracciones
produjeron cambios morfolégicos en las células mesenquimatosas
obtenidas de la extremidad de embriones de pollo, estos cambios se
detectaron con azul de tolouidina indicando actividad condrogénica, asi
mismo se determiné la incorporacién de SO, marcado con *S vy el
contenido de ADN. Los resultados indicaron gue los extractos estimularon

la condrogénesis pero no la proliferacién celular. Los patrones
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electroforéticos que obtuvieron sugieren que las proteinas extraidas de la
dentina humana y bovina son similares. En otro estudio, las proteinas
extraidas con clorhidrato de guanidina de ia matriz descalcificada de la
dentina bovina , indujeron la formacién de colonias parecidas a
condrocitos a partir de células obtenidas de tejido muscular de ratas de
tres semanas cultivadas en un gel de agarosa. Se obtuvieron dos
fracciones, la fraccion insoluble en agua fue mas activa en la formacién
de cartilago que la fracciéon soluble . EI patrén electroforético de esta
fraccién reveld que la actividad se encuentra en bandas entre 18 y 30
kDa. De acuerdo a el analisis de "Western Blot” de esta fraccién, hay una
banda que corresponde al factor de crecimiento transformante beta
(Harada y col. 1890). La proteina inductora de actividad condrogénica fue
aislada y parcialmente purificada de incisivos de rata, tiene un pl de 5.4-
5.5 y un Mr entre 6,000 y 10.000 de acuerdo a patrones de proteinas
globulares, con un maximo de actividad en la incorporacién de sulfatos a
proteoglicanos y produccién de coldgena tipo Il cuando se utiliza a una
concentracién de 1-10 ng/ml de proteina. La secuencia amino terminal es
rica en glicina, prolina, acido glutdmico y alanina, por lo que es diferente
del factor de crecimiento transformante beta y de las proteinas

morfogenéticas de hueso. (Amar y col. 1891).
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EFECTOS EN LA MORFOGENESIS DENTAL

El desarrollo de los dientes involucra  complejos movimientos
morfogenéticos de células epiteliales y mesenquimatosas, que son
seguidos por la diferenciacién de las células que especificamente
secretaran las matrices de los tejidos dentarios. Las interacciones epitelio
mesénquima que regulan el inicio de la formacién del diente, la
adquisicion de una forma especifica y la diferenciacion de los
odontoblastos y ameloblastos han sido caracterizadas en estudios de
recombinacién de tejidos (Kollar y Baird, 1970). Como en muchos
organos, el signo inicial del desarrollo dentario es el engrosamiento del
epitelio, subsecuentemente las células epiteliales forman una yema en
donde alrededor se condensan las células mesenquimatosas derivadas
de ia cresta neural. La morfogénesis del diente es acompafiada por una

progresiva diferenciacién celular en donde de manera caracteristica las
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células epiteliales y mesenquimatosas adquieren morfotipos altamente
especializados para producir las matrices organicas del diente. Los
ameloblastos elaboran las proteinas del esmalte y los odontoblastos

producen la matriz extracelular de la dentina.

Estudios clasicos de recombinacién de tejidos, en los cuales los
componentes epiteliales y mesenquimatosos del diente en desarrolio y
tejidos no dentarios son separados y cultivados en diferentes
recombinaciones, han demostrado que las interacciones entre células
epiteliales y mesenquimatosas regulan la morfogénesis del diente vy la
diferenciacion de las células formadoras de matriz dental, en estos
estudios es evidente que el mesénquima instruye la morfogénesis
epitelial, la combinacién de trasplantes reciprocos entre los componentes
mesenquimatosos y epiteliales de gémmenes de incisivos y molares
dieron como resultado que adquirieran fa forma de molar o incisivo

dependiendo del origen del mesénquima, y también se demostrd que el

mesénguima dental es capaz de inducir la formacion de érganos del
esmalte en epitelio no dental como el epitelio de extremidades y que
estas células epiteliales se diferenciaron en ameloblastos con secrecion

de matriz de esmalte (Kollar y Baird,1970). Estas observaciones han sido
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confirmadas en otros estudios, en los que se hicieron recombinaciones
reciprocas in vitro entre epitelio dental y epitelio gingival con mesénguima
de embriones de ratén, y se demostré que el epitelio gingival se
diferencié en ameloblastos cuando se combiné con mesénquima dental,
mientras que el epitelioc dental dio origen a un epitelio queratinizado
cuando se combind con mesénquima gingival (Thesleff y Humerinta,
1981). De manera sorprendente, el mesénquima dental de embriones de
raton es capaz de inducir la diferenciacion de ameloblastos a partir del
epitelio de una especie que no posee dientes desde hace miles de afios
de evolucion como son las aves ( Kollar y Fisher, 1980). Se han
propuesto diferentes mecanismos de transmisién de la informacién
morfogenética entre los tejidos que interactian durante la diferenciacion
celular, y se han agrupado en tres categorias: (1) interacciones via
contactos célula-célula, en los cuales estan involucradas moléculas de
adhesion y uniones de tipo nexo (Takeichi, 1987), (2) interacciones a
través de las moléculas de la matriz extracelular y receptores de la -
superficie celular (Adams y watt, 1993), e (3) interacciones mediadas por
moléculas difusibles como factores de crecimiento, morfégenos vy

hormonas (Slack, 1994).
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Las interacciones entre la matriz extracelular y la superficie celular
median la seflalizacibn para la diferenciacion terminal tanto de
odontoblatos como de los ameloblastos (Ruch, 1987), pero, evidencias
recientes indican que ademas ciertos factores de crecimiento como el
factor transformante de crecimiento p-1, las proteinas morfogéneticas de
hueso 2 y 4, y los factores de crecimiento de hepatocitos y epidérmicos
tambien estan involucrados (Begue-Kirn y col.,1992, Vainio y col. 1993,

Kronmiller y col. 1891).

La matriz extracelular juega un papel muy importante en las
interacciones epitelio-mesénquima. Durante el desarrollo dental estas
interacciones dan origen a la citodiferenciaciéon del odontoblasto (Thesleff
y Humerinta, 1981). Los mecanismos por los cuales los odontoblastos o
sus células precursoras llevan a cabo su diferenciacién terminal, se
alargan, polarizan y comienzan a secretar predentina no han sido del
todo descritos. El tratamiento con EDTA de molares de raton recién
nacidos hizo posible la obtencién de matrices dentales libres de céluias,
las cuales estaban compuestas de lamina basal, predentina, dentina y
esmalte. Estas matrices libres de células fueron combinadas con papila
dental y drganos del esmalte previamente separados con tripsina, as

recombinaciones se cultivaron in vitro , no observandose a diferenciacion
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de odontoblastos, en cambio se observaron ameloblastos
polarizados ( en 4 de los 9 casos se secretd esmalte). También en los
organos del esmalte de 18 dias que se combinaron con el lado epitelial
de las matrices se observaron ameloblastos (9 de 116). Cuando las
matrices fueron tratadas con guanidina-EDTA o acido acético perdieron
su capacidad de inducir la diferenciacion de ameloblastos, lo que sugiere
que las matrices poseen moléculas con propiedades morfogénéticas

(Karcher-Djuricic y col 1985).

Lesot y col (1986), reportaron experimentos en que los 6rganos del
esmalte y las papilas de gémenes dentarios de embriones de ratén de

18 dias se cultivaron sobre filtros de millipore tratados con proteinas no

colagenas de la matriz dentinaria de incisivos de conejo 4 dias después
2 de las fracciones modificaron la forma de las células epiteliales, en las
que se observé una ligero alargamiento del cuempo celular y el nacleo
tomé una posicidon basal. Cuando la papila dental se cultivo sobre los
filtros millipore cubiertos con las fracciones proteicas 2 o 6 , las células
mesenquimatosas en contacto con el filtro se alargaron, polarizaron y
tuvieron un aumento de su actividad metabdlica. Héritier y col (1990)

recombinaron la papila dental de fetos de ratdén de 15, 16, 17 y 18 dias de
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gestacion y de ratones de 2, 7 y 14 dias con la matriz dentinaria de
coronas de terceros molares (14 dias post-natal) tratadas con
hialuronidasa, hipoclorito de sodio y acido citrico. Con excepcion de las
papilas de fetos de 15 dias todas las demas formaron odontoblastos con
depositos de dentina tubular. Estos hallazgos indican que las células que
dan origen a los odontoblastos no estan comprometidas antes del dia 16

in atero.

La matriz dentinaria posee en pequenas cantidades diferentes factores de
crecimiento entre los cuales se encuentra el factor B de crecimiento
transformante (Finkelman y col, 1990). Este factor ha sido
inmunolocalizado durante el desarrollo dentario, de manera intensa se
expresa en el reticulo estrellado y en ef mesénquima de la papila dental
en la etapa de campana, también de manera marcada se expresé en la
capa papilar subyacente a los ameloblastos en la fase de diferenciacién
y en la fase secretora de la amelogénesis. Durante la formacién de los
tejidos coronales y en la fase pre-eruptiva tambien se inmunolocalizé al
factor B de crecimiento transformante dentro del foliculo dental

recubriendo el gemmen dentario. Estos patrones de expresién



temporoespaciales del factor B de crecimiento transformante se

correlacionan con eventos especificos en la morfogénesis, histogénesis y

citodiferenciacion del desarrollo dentario (D’'Souza y col., 1990).

En 1992, Begue Kim y col. compararon el efecto de las proteinas
extraidas de la dentina, del factor B de crecimiento transformante y de la
proteina morfogenética de hueso 2 en la diferenciacién de odontoblastos
in vitro. Las proteinas dentinarias obtenidas de incisivos de conejo
mediante extraccion con EDTA se separaron por cromatografia en
DEAE-celulosa vy columnas de heparina-agarosa. Mientras que la
fraccion total de las proteinas solubles en EDTA no tuvieron efecto en las
papilas dentales cultivadas, las fracciones retenidas en ambas columnas
fueron capaces de iniciar la diferenciacion funcional de preodontoblastos.
El factor B de crecimiento transformante y la proteina morfogenética de
hueso 2 estimulardn a las células de la papila dental para secretar matriz.
Cuando se combino el factor 8 de crecimiento transformante o la proteina
morfogenética de hueso con la fracciéon total de proteinas dentinarias
solubles en EDTA estimularon la diferenciacién de odontoblastos. Una

de las fracciones activas retenidas en DEAE-celulosa perdié la capacidad
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inductora después de incubarse con un anticuerpo contra el factor p de
crecimiento transformante. Estos resultados demuestran gue la molécula
del factor B de crecimiento transformante presente en la dentina puede

interactuar con algunos componentes para modular su actividad en |a

iniciacién de la diferenciacion citolégica y funcional de los odontoblastos.

EFECTO SOBRE LAS CELULAS DE LA PULPA DENTAL

La pulpa dental es un tejido conectivo laxo localizado en un ambiente
especial, esta rodeada por matrices dentales calcificadas, las cuales le
proveen de soporte mecanico y proteccion. Asi mientras ésta barrera
mineralizada esta intacta, la pulpa no esta expuesta a las condiciones
adversas presentes en el ambiente bucal. y de esta manera permanece

en condiciones de funcionalidad normales.



Sin embargo, ciertas condiciones como: Caries, fracturas, y el trauma por
procedimientos operatorios, pueden llevar al diente a la pérdida de la
integridad de los tejidos mineralizados y lesionar a la pulpa. Esta , puede
responder con la formacidn de un puente dentinario, o bien con
inflamacién y necrosis. La exposicidbn pulpar es tratada con el
procedimiento de rebubrimiento pulpar directo, el cual tiene por objetivo la
reparacion de la lesidn mediante la fomacién de un puente dentinario,
éste proceso es llevado al cabo por células de la pulpa que tienen que
sufrir un proceso de diferenciacién morfolégica y funcional para
convertirse en células secretoras de matriz mineralizable (Fitzgerald,
1979). Se han propuesto diferentes origenes para estas células: (1)
Células predeterminadas estacionadas en G2 y que por lo tanto no
necesitan de sintesis de ADN para diferenciarse en odontoblastos
funcionales después de la induccidn y (2) células de la pulpa que replican
su ADN después de la induccibn vy antes de diferenciarse en
odontoblastos funcionales. La existencia de una poblacién
predeterminada de células estacionadas en G2 para reemplazar
odonteoblastos fue sugerida por Stanley (1962), por la similitud morfolégica
de las células de la zona rica en células y los odontoblastos maduros. Los

trabajos de Torneck y Wagner (1980) apoyan esta teoria , al no encontrar
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células marcadas con timidina tritiada en pulpas de molares de rata
después de fresar los dientes sin exponer Ia pulpa dental, lo que sugiere
que los odontoblastos destruidos por el fresado fueron reemplazados por
células predeterminadas que no replicaron su ADN para responder a la
lesion. Si estas células predeterminadas existen, es probable que residan

en la zona rica en células de la pulpa (Ruch,1974).

Otros han propuesto que los nuevos odontoblastos derivan de células
mesenquimatosas indiferenciadas de la pulpa que son inducidas a
diferenciarse hacia odontoblastos o que se originan de células
diferenciadas de la pulpa que son inducidas a desdiferenciarse hacia
células indiferenciadas y posteriormente diferenciarse  hacia
odontoblastos (Ftzgerald, 1979; Yamamura, 1985; Tziafas y Kolokuris,
1990). Este proceso requiere del reclutamiento e induccidon de una
poblacién celular de la pulpa despues del trauma pulpar, uno 0 mas ciclos
de replicacién de ADN vy finalmente la diferenciaciéon de odontoblastos
funcionales. Estudios con timidina tritiada en lesiones pulpares sin
exposicion (Sveen y Hawes, 1968), y en pulpas expuestas (Yamamurs,
1985), han demostrado que la replicacién del ADN puede ocurrir durante
el reemplazo de los odontoblastos perdidos por el trauma. Las células

involucradas en el proceso de reparacién pueden estar localizadas en
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cualquier lugar de la pulpa coronal, como lo sugieren el trabajo de
Fitzgerald (1979). Y el tipo celular involucrado puede ser de origen
fibroblastico, vascular, o0 de células mesenquimatosas indiferenciadas

(Yamamura, 1985).

El proceso de diferenciacién asociado con la iniciaciéon de la formacién
de dentina reparativa no ha sido dilucidado. Las proteinas de la matriz
dentinaria cuando son colocadas en puipas dentales expuestas tienen la
capacidad de inducir una fuerte produccion de dentina reparativa en las
primeras dos semanas, con la diferenciacion de nuevas céluias con
aspecto de odontoblastos cubriendo la superficie del tejido formado

(Smith y col. 1990).

Tziafas y Kolokuris (1990) describen el efecto de las matrices
desmineralizadas de hueso y dentina en células ectomesenquimatosas
de la pulpa dental en un pericdo de dos o tres semanas. Obtuvieron la
matriz dentinaria y ésea del mismo animal removiendo los primeros
molares y la tabla cortical 6sea del lado labial del maxilar, 6 dias antes de
la implantacién en dientes erupcionados y en proceso de erupcion. L.os
implantes de dentina colocados en tejido pulpar produjeron una zona

atubular de matriz dentinaria seguida de una zona dé predentina tubular
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con células elongadas parecidas a odontoblastos. Los implantes de
hueso descaicificado produjeron una matriz extracelular heterogénea . En
la mayor parte de los casos el implante fue rodeado por una matriz de
osteodentina con células cubicas formando la matriz y en algunos sitios
se formé una zona de predentina tubular en contacto con la osteodentina
con células elongadas y polarizadas. Cuando los implantes de dentina se
colocaron en la papila de dientes en erupcién todas las matrices de
dentina indujeron la formacién de un depésito de material parecido a
hueso, en cambio los implantes de hueso fueron encapsulados por tejido

conectivo.

Cuando se implanta dentina autdloga en dientes de perro a través de
cavidades de clase V se observa la diferenciacion de célula parecidas a
odontoblastos en contacto estrecho con la predentina, también cuando el
implante es de dentina desacaicificada se observan células columnares
polarizadas en contacto con la dentina, y ademas en los implantes de
dentina descalcificada se pudo observar células parecidas a
odontoblastos en asociacién con una zona de matriz secretada después
de colocado el implante. La respuesta de las células de la pulpa a la
dentina nativa se caracterizé por la elaboracién de una matriz en la que

se observd dos estratos: uno fibroso y el otro con un depdsito de matriz
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polarizada antes de la iniciacibn de la dentinogénesis. (Tziafas y

col.1992).

En 1994 Smith y col. aislaron proteinas de |la matriz extracelular de la
dentina de incisivos de conejos para colocarlas en cavidades de clase V
preparadas en caninos de Huron para observar la reaccién de los
odontoblastos. Después de 14 dias se observa una deposicion
significativa de dentina de reaccién por los odontoblastos de la zona de la
cavidad. De los dos extractos obtenidos se obtuvieron diferentes:
respuestas morfoldgicas. Con la fraccién soluble en EDTA se observa
gran produccién de dentina de reaccién morfolégicamente regular, en
cambio con la fraccion liberada por la colagenasa se observa un patrén

muy irregular.

El factor B de crecimiento transformante ha sido implicado tanto en el
desarrollo dental como en la reparacién tisular, cuando se separa la
fraccion soluble en EDTA vy la fraccidon liberada por colagenasa se
obtienen tres diferentes isotipos  del factor B de crecimiento
transformante, el isotipo 2 solo es detectado en la fraccidén liberada por
colagenasa de la dentina de conejo, el isotipo 3 fue detectado en la

fraccion soluble en EDTA y ia fraccién liberada por colagenasa de
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dentina de conejo, el isotipo 1 fue el principal encontrado en todas las

muestras extraidas de dentina de conejo y humana (Cassidy y col. 1997).



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La regeneracion del tejido éseo perdido como resultado de la periodontitis
es uno de los objetivos de la terapia periodontal actual. Para este fin se
han utilizado diferentes técnicas y materiales, por ejemplo hidroxiapatita,
vidrio y sales de calcio, estos materiales a pesar de ser biocompatibles no
tiene la capacidad de inducir la formacién de tejido dseo, sino
simplemente contribuyen a formar una trama por las que las células
ostedgenas pueden migrar, por lo que a estos materiales se les
denominan osteoconductores. Otros materiales tienen en su composicion
proteinas inductoras capaces de promover la transformacion de céluias
osteoprogenitoras en osteoblastos secretores de matriz extracelular
mineralizable por lo que reciben el nombre de materiales
osteoinductores. El material osteoinductor mas utilizado en la actualidad
es el hueso descalcificado liofilizado. La dentina posee proteinas con
actividad de BMP, asi como ofros factores de crecimiento como el
TGF-B, y proteinas asociadas con la amelogénesis, la cementogénesis y
la dentinogénesis, por lo que es probable que las proteinas de la matriz
dentinaria puedan promover no solo la regeneracion ésea sino también

la regeneracién de los demas tejidos que forman la unidad periodontal.
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JUSTIFICACION

Son conocidos los efectos de la matriz dentinaria en poblaciones
celulares indiferenciadas como las células mesenqguimatosas presentes
en el tejido muscular (Yeoman y Urist 1967), en tejido celular subcutaneo
(Huggins y Urist 1970), en células embrionarias (Karcher- Djuricic y col
1985, Lesot y col 1986, Rabinowitz y col. 1990), en células de la pulpa
dental (Tziafas y Kolokuris 1990, Tobias y col 1994), pero no conocemos
el efecto in vitro de las proteinas de ésta matriz en poblaciones de

osteoblastos obtenidos de hueso alveolar humano.



_HIPOTESIS

Ya que los extractos de matriz dentinaria poseen proteinas que modifican
la actividad de células productoras de matriz mineralizable como las
celulas osteoprogenitoras, preodontoblastos y odontoblastos, entonces
también produciran cambios en el metabolismo de los osteoblastos
humanos, como sintesis de proteinas intracelutares (fosfatasa alcalina),
produccién de proteinas de matriz extracelular mineralizable, quimiotaxis

y mitosis.



_ OBJETIVO GENERAL

Describir el efecto de dos exiractos de proteinas de matriz

dentinaria en una poblacién de osteoblastos humanos en

cultivo.

__OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto de las proteinas de matriz dentinaria
extraidas con una solucién de EDTA 0.5 M en:

(@) la actividad de fosfatasa alcalina,
(b) laformacién de nédulos mineralizados vy,

(c) la quimiotaxis de osteoblastos en cultivo.

Determinar el efecto de las proteinas de matriz dentinaria
extraidas con una solucidn de clorhidrato de guanidina

(HCIG) 4M en:
(a) la actividad de fosfatasa alcalina,
(b) laformacién de ndédulos mineralizados y

(c) la quimiotaxis de ostecoblastos en cuiltivo.



MATERIALES Y METODOS

Extraccion de las proteinas de matriz dentinaria. Se recolectaron
incisivos de bovinos de dos afios de edad del rastro de Tlalnepantla Edo.
de México. se eliminaron los tejidos blandos y el cemento, asi como fa
corona y ia puipa, las raices se lavaron en solucién de PBS a 4°C en
agitacion, después se colocaron en una solucion de hidrocloruro de
guanidina (HCIG) 4 M conteniendo inhibidores de proteasas: 1 mM de
Fiuoruro de metil -metano-suifonil y 1mM de N-etiimaleimida , 25 mM de
acido eftilendiaminotetracético (EDTA) y 1 pg /mi de leupeptina. El
extracto obtenido se dializé contra agua destilada y se liofilizd. Las raices
se sometieron a una segunda extraccién, colocandolas en una solucion
de EDTA 0.5 M a pH 7.4 el extracto se dializ6 contra agua y se liofilizé.
Se obtuvieron 0.07 g del extracto soluble en guanidina y 0.17 g del

extracto soluble en EDTA.

Se determind la concentracion de proteinas mediante la técnica de

Bradford (1976), utilizando albumina como estandar.
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Cultivo celular. Se sembraron 1 x 10* osteoblastos inmortales obtenidos
de hueso alveolar humano por pozo en cajas de cultivo con medio
DMEM suplementado con 10% de suero fetal de bovino y 100 Ul de
penicilina y 100 pg de estreptomicina,los cultives se mantuvieron siempre
a 37 °C. Después de 24 hrs. se cambio el medio y se agregd proteina de
los extractos solubles en EDTA y HCIG en concentraciones de 0.5ug ,
0.25ug y 0.125ug. ,como control se utilizé medio con suero, después de 7

y 14 dias se cosecharon las células.
Ensayo de actividad de fosfatasa alcalina. Después de 7 y 14 dias de

cultivo, se lavaron las células con PBS, y se agregd tripsina y se
incubaron durante 3 minutos, se inactivd la tripsina con medio
suplementado con suero fetal de bovino (SFB), se colocaron las células
en tubos Eppendorff, y se centrifugaron a 2 000 RPM 5 minutos, se
deseché el sobrenadante y se adiciond amortiguador de lisis (Tris-HC! 10
mM + Tritdn 0.1 %). Las células fueron totalmente lisadas por sonicacién
a 50 watts, 20 kHz por 30 seq. Se determiné la concentracidn de proteina
mediante la técnica de Bradford. Se tomaron 10 ul del lisado celular y se
colocaron en pozos no tratados para cultivo celular, y se agregd

amortiguador recién preparado a pH de 9.8 (Tris-HCI 0.1M y NaCl 0.1 M)
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al que se le agregé MgCl 0.25mM, dietanolamina 1M, y p-nitrofenol
fosfato 10 mM . Se colocéd un volumen total de 100 ul por pozo. Se leyé
la absorbancia en un lector de microplacas a 405 nm,inmediatamente se
tomé la primera lectura y se incubd 37 °C. posteriormente se tomé la
lectura cada 10 minutos durante 2 horas la reaccion se detuvo con 50l

NaOH 3N.

Ensayo de proliferacion celular. Después de 7 y 14 dias, a los cultivos
expuestos a las proteinas extraidas de dentina y al testigo solo con
medio suplementado con SFB, se les agregd 20 pl de MTT (3-(4,5-
dimetiltriazol)-2,5-bromuro de difeniltetrazolio) disuetto en PBS a § mg/m,
durante 3 horas. Se retirdé el medio con MTT y se agregé dimetilsuifoxido,
posteriormente se leyé la absorbancia en el lector de microplacas a 570

nm.

Ensayo de formacion de nédulos de mineralizaciéon. Se sembraron
osteoblastos en cajas de 96 pozos y se dejaron crecer en medio DMEM

suplementado con 10% de suero fetal bovino, y 50 g de acido ascorbico,
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10 nM de dexametasona y 10 mM de B—glicerofosfato. A los cultivos se
les agregé 0.5 pg de proteina de matriz dentinaria obtenida de los
extractos solubles en HCIG y EDTA. El medio se cambié cada 48 horas
agregandoseles también las proteinas dentinarias, se mantuvieron
durante 7 y 14 dias, respectivamente se fijaron con alcohol absoluto
durante 3 minutos, y se tileron con rojo de alizarina al 2 % y pH 4.1-4.3.
La evaluacién de la formacién de nddulos mineralizados que se
impregnaron con la tincién se realizd en un densitdmetro Alfa imager
2000 y un programa analizador de imagenes (Documentation and

analysis system).

Ensayo de Quimiotaxis. Se evalud la quimiotaxis de osteoblastos a las
proteinas extraidas de matriz dentinaria utilizando un inserto de
policarbonato de 10 mm para cultivo de tejidos (Nunc Inp., Naperville, IL
USA), con un tamafio de poro de 8.0 um. Se utilizaron 0.5 ug de la
proteina extraida con HCIG y EDTA, cada una disuelta en 50 ul de medio
sin suero, y se colocé en el fondo del pozo 4 x 10* osteoblastos

resuspendidos en 200 pl de-medio sin suero con 15 pg de seroalbdmina
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bovina., y colocados en la superficie superior del inserto, se incubd
durante 4 horas a 37 °C . Se retir6 el inserio, y se fijaron las células con
alcohol etilico al 70 % , con algoddn se limpid la superficie superior del
inserto y se tifid con azul de tolouidina al 1 % durante 3 minutos. La
respuesta quimiotactica se determindé por el nimero de células que
migraron a la superficie inferior de la membrana del inserto, las cuales se
cuantificaron a 400 aumentos, contando 5 campos por inserto. Como
control negativo se utiliz6 en el fondo del pozo medio sin suero, y como
control positivo medio con suero. Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

Los cuatro bioensayos se graficaron con el programa Microsoft Excel 97,
y se aplicé la T de Student para saber si existian diferencias significativas
entre los diferentes grupos con el grupo testigo con el software Sigma

Stat V.2.0 (Jandel Scientific) tomando como limite un o menor de 0.05 y

un poder de 0.8.



. RESULTADOS

Los osteoblastos humanos en cultivo son una poblacién que exhibe una
morfologia fusiforme, y presenta como una de las principales
caracteristicas fenotipicas la expresiéon de fosfatasa alcalina. Las
proteinas extraidas de matriz dentinaria tuvieron un efecto inhibidor en la
actividad de la fosfatasa alcalina, la cual fue concentracién-dependiente.
La proteina dentinaria soluble en EDTA (PDsE) en la concentracién de
0.5 ng inhibidé en un2552 % con respecto al testigo la actividad
enzimatica de FAl a los 7 dias de cultivo mientras que a 14 dias el
porcentaje de inhibicion fue de 35.33 %. Por otro lado. Las proteinas
dentinarias solubles en HCIG (PDsG) también tuvieron un efecto
inhibitorio en la producciéon de fosfatasa alcalina, a la concentraciéon de
0.5 ng tuvo su maximo efecto inhibitorio: en el dia 7 de cultivo fue
19.63 % y al 14 dias de 21.8 % con respecto al testigo (Figuras 1y 2 )

(p<0.05).



Figura 1. Efecto de las proteinas dentinarias extraidas con EDTA 0.5 M
en la actividad de fosfatasa alcalina en osteoblastos en cultivo. Los
valores son la media y la desviacion estandar de tres ensayos realizados
por friplicado. La actividad de fosfatasa alcalina es expresada como
actividad especifica, en unidades King Amstrong ( U ) por mg de
proteina. (*p<0.05)
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Figura 2. Efecto de las proteinas extraidas con HCIG 4M en la actividad
de fosfatasa alcalina en osteoblastos en cultivo. Los valores son la media
y la desviacion estandar de tres ensayos realizados por triplicado. La
actividad de fosfatasa alcalina es expresada como actividad especifica,
en unidades King Amstrong ( U ) por mg de proteina. (*p<0.05)

100

milJﬁ

TPDsG7 0,1 PDsG7 02PDsG7 05PDsG TPDsG 14 01 PDsG 14 02PDsG 14 0,5 PDsG 14

3

3

3

8

Actividad especifica de fosfatasa aicalina  Uimg proteina )
3

-a



42

Las diferentes conceniraciones de las proteinas extraidas de matriz
dentinaria no tuvieron un efecto significativo en la proliferacion celular de
los osteoblastos a los 7 dias de cultivo, mientras que en el dia 14 se
observd una disminucion del 21.76 % con respecto a los valores del
grupo testigo cuando se cultivaron los osteoblastos con 0.5 ug del
extracto soluble en HCIG. Las proteinas solubles en EDTA tuvieron un
efecto inhibidor de la proliferacién de los ostecblastos en los cultivos de
14 dias, este efecto fue dependiente de la concentracion, a 0.1 pg tuvo un
efecto inhibidor de 11.17 %, a 0.2 pgde 1442 % y a 0.5 ug de 28.84 %

con respecto al testigo (Figuras 3y 4 ). (p<0.05).



Figura 3. Efecto de las proteinas dentinarias extraidas con EDTA 0.5 M
en la proliferacién celular de osteoblastos en cultivo. Los valores
representan la media y la desviacién estandar de tres ensayos realizados.

(*p<0.05)
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Figura 4. Efecto de las proteinas dentinarias extraidas con HCIG 4M en la
proliferacion celular de osteoblastos en cultivo. Los valores representan ia
media y la desviacién estandar de tres ensayos. (*p<0.05)
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Ofra de las caracteristicas fenotipicas de los osteoblastos es la
produccién de nddulos de mineralizacién. Tanto las proteinas extraidas
con EDTA como las solubles en HCIG de dentina bovina aumentaron
ligeramente fa produccion de nddulos de mineralizacién en los cultivos de
osteoblastos de 7 dias aunque los valores no fueron estadisticamente
significativos. A los 14 dias de cultivo s6lo el grupo de EDTA mostrd un

ligero aumento que no fue significativo (figura 5 ).

Figura 5. Efecto de las proteinas dentinarias en la formacién de nédulos
de mineralizacion. Los valores son la media y la desviacion estandar de
tres ensayos y estan expresados en Valores Integrados de Densidad.

:
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Los ensayos de quimiotaxis mostraron que el extracto soluble en EDTA
fue positivamente quimioatrayente para los osteoblastos, mientras que el
extracto soluble en HCIG no promovié la migracion de los osteoblastos a

través de la membrana del inserto (figura 6) (p<0.05).

Figura 6. Efecto de las proteinas dentinarias en la migracion
de osteoblastos (*p<0.05)
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DISCUSION

Las proteinas no colagenas de la dentina forman un porcentaje
relativamente pequefo del peso total del diente, aunque como ha sido
demostrado por diferentes autores juegan un papel muy importante en la
morfogénesis del érgano dentario, en la reparacion dentinaria y en el
proceso de mineralizaciéon de la dentina, su efecto sobre una linea celular
diferenciada como son los osteoblastos no ha sido reportada, y de
acuerdo a nuestros resultados no promovieron una mayor expresién de
proteinas asociadas a la mineralizacion como es el caso de la fosfatasa
alcalina, sino al contrario tuvieron un ligero efecto inhibidor. La actividad
de fosfatasa alcalina ha sido usada como un indicador importante de la
formacion de hueso, ya que aumenta marcadamente con la
mineralizacion de los tejidos duros (Leonard y Provenza, 1973). La
presencia de diferentes factores de crecimiento en las proteinas extraidas
de matriz dentinaria pudieron disparar mecanismos de maduracién de
las células dseas cultivadas. Sell y col (1998) demostraron que la
actividad de fosfatasa alcalina fue mucho mayor en osteoblastos
humanos obtenidos de sitios de osificacién heterotépica que la de los

osteoblastos obtenidos de la esponjosa del fémur (osteoblastos
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ortotépicos), mientras que, la expresion de osteocalcina fue mayor en los
osteoblastos ortotdpicos. La diferencia en el comportamiento de estas
dos poblaciones la atribuyen a que los osteoblastos obtenidos de sitios de
osificacion hetrotdpica son relativamente mas jévenes, ya que provienen
de células osteoprogenitoras que se han diferenciado a osteoblastos solo
tres meses antes de haberse aistado. Giannobile Y col. (1997) reportan
disminucion de la actividad de la fosfatasa alcalina en osteobiastos
obtenidos de hueso fetal bovino, cuando se cultivaron en presencia de
TGF-B Factor de crecimiento derivado de plaquetas-BB o del factor b de
crecimiento fibroblastico. Matzumaya y col (1990) sugieren que la
heterogeneidad de muchas de las poblaciones utilizadas en los diferentes
ensayos en diferentes estados de maduracion de las lineas celulares
utilizadas puede ser la razén de el comportamiente diferente de las
células oseas a los diferente factores de crecimiento. Breen y col (1994)
demuestran que los cultivos de osteoblastos obtenidos del craneo de
ratas tienen un comportamiento difasico cuando son expuestos a TGF-
 de manera crénica o si se administra este factor de crecimiento en
fases especificas como {a fase proliferativa, de maduracién de la matriz o
en la etapa de mineralizacién. concluyendo que e TGF-f1 a

concentracion de 0.1ng/ml ejerce efectos irreversibles en estados
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especificos del desarrolio del fenotipo de los osteoblastos, inhibiendo

fuertemente la diferenciacion de los osteoblastos.

La presencia de diferentes factores de crecimiento en las proteinas no
coldgenas en la matriz dentinaria pueden explicar los diferentes efectos
gue tiene la matriz dentinaria sobre diferentes poblaciones celulares. Por
ejemplo el TGF-p ha sido asociado a la organogénesis dental (D'Souzay
col 1990) y esta presente en la dentina humana en su isoforma (1) y en
la dentina de conejo se encuentran las isoformas 1, 2y 3. Los factores de
crecimiento transformante B y las BMPs asociadas al TGF-8, son
factores de crecimiento que experimentalmente han demostrado que
juegan un papel importante en el metabolismo 6seo (Antoz y col 1989).
Muchos estudios in vivo han demostrado que el TGF-B1 promueve la
proliferacion de preosteoblastos peridsticos y la formacién de hueso
trabecular (Joyce y col 1990). Sin embargo estudios in vitro de células
aisladas del craneo de rata han demostrado que el tratamiento con TGF-
B1 puede inhibir la organizacién tisular de las células éseas (Laschinger
y col. 1991). El efecto del TGF-B1 en otros paréametros relacionados con
el desarrollo de osteoblastos maduros han sido variables. Por ejemplo, en

los cultivos de osteoblastos obtenidos del craneo de ratas, dosis altas de
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TGF-B1 (10-15 ng/ml) pueden aumentar la produccién de coldgena
(Centrella y col. 1987, 1992), mientras que dosis bajas del TGF-$ (1
ng/ml) han disminuido la sintesis de colagena pero no la sintesis de
proteinas no colagenas (Guenther y col. 1988). Se ha reportado que el
TGF-B1 disminuye la expresién del ARNm de la fosfatasa alcalina (Noda
y Rodan 1987) y de la osteocalcina (Canalis y Lian, 1988), y a su vez un
aumento de la fosfoproteina osteopontina (Wrana y col. 1988). Esos
gltimos resultados concuerdan con los obtenidos por nosotros en los
ensayos de actividad de fosfatasa alcalina expresada por osteoblastos
humanos obtenidos de cresta alveolar a los que se les administraron
proteinas obtenidas de matriz dentinaria. Las proteinas obtenidas de la
segunda extraccion (Proteinas solubles de EDTA) probablemente
contengan TGF-B1, Cassidy y col (1997) reportan la presencia del TGF-

B en las fracciones solubles en EDTA de dentina humana y de conejo.

En lo que respecta al efecto de las proteinas ensayadas sobre la
actividad mitogénica también se observé un efecto inhibidor de la
proliferacidén de los osteoblastos con el extracto de EDTA a los 14 dias
en todas las concentraciones probadas. Las proteinas solubles en

guanidina solo en la concentracion de 0.5 ug inhibieron la proliferacion
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celular a los 14 dias. Sell y col. (1998) encontraron que los osteoblastos
obtenidos de sitios de osificacion heterétopica requieren menos tiempo
calculado desde el inicio de la migracion hasta que alcanzan Ila
confluencia en el cultivo comparados con los osteoblastos ortotépicos
obtenidos de fémur. La fraccion de células mitéticamente activas
probadas en ensayos de clonacion fue mayor en los osteoblastos
heterotopicos. En estos estudios in vifro de proliferacién celular y la
eficiencia para formar colonias de células ostecgénicas indican que con el
aumento de la diferenciacion y la edad relativa, las células dseas se
vueiven mas dependientes de factores de crecimiento en el medio en ia
etapa post-mitdtica del ciclo celular. El efecto inhibidor de la proliferacién
celular en los cultivo de osteoblastos a los 14 dias puede ser asociado a
la presencia en la fraccion soluble en EDTA del TGF-B. L.os mecanismos
por los que el TGF-B1, un importante mediador del crecimiento celular y
la diferenciacion bloquea la diferenciacion de osteoblastos in vitro no son
del todo comprendidos, Se ha establecido que la incapacidad de los pre-
osteoblastos para diferenciarse esta asociada a cambios en la expresién
de los genes que regulan el crecimiento, la diferenciacién y la formacién

de matriz, estos incluyen genes de histona, de jun-B, C-fos, colagena,
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fibronectina, osteocalcina, osteopontina y fosfatasa alcalina (Breen y col.

1894, Mc Cabe y col 1966).

Las células derivadas de tejidos Gseos obtenidas mediante digestion
enzimatica como las células que hemos trabajado, normatmente exhiben
una sucesion de eventos caracteristicos. Las células proliferan y
depositan una extensa matriz extracelular, esta matriz permite les pemite
formar una estructura tridimensional en la que se depositan sales de
caicio, formandose asi los nddulos de mineralizacion, el medio que
permite la expresion de una matriz mineralizada contiene p-glicerol
fosfato como fuente de minerales, acido citrico para promover la
hidroxilacién de las moléculas de procolagena y dexametasona para
inhibir la sintesis de prostaglandinas y permitir la expresién de moléculas
relacionadas con el proceso de mineralizacién. Los ensayos de
mineralizacién que realizamos con células éseas obtenidas de hueso
alveolar mediante digestion enzimatica mostraron un ligero aumento en
la formacion de nddulos , y tomando en cuenta el ensayo de
proliferacion, existe un menor nimero de osteoblastos en los cultivos
expuestos a las proteinas solubies en EDTA, por lo que es probable que
estas proteinas participen en el mecanismo de formacion de matriz

mineralizable, y que esta promocién de la mineralizacion sea
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independiente de la expresion de la enzima intracelular fosfatasa alcalina,
por lo que el efecto puede ser debido al aumento de la expresion de
proteinas de matriz extracelular, que se detecto indirectamente por el
mayor tiempo al se tenian que incubar con ftripsina los cultivos de
osteoblastos expuestos al extracto soluble en EDTA para poderlos
desprender de su sustrato. Los cultivos tratados con las proteinas
solubles en guanidina no aumentaron la sintesis de matriz extracelular.
El efecto en la formacién de nédulos de mineralizacién encontrado en los
cultivos tratados con proteinas solubles en EDTA no puede ser explicado
en su totalidad por el efecto de el TGF-. La disminucién de nddulos
Oseos y la disminucién de ia mineralizacion en cultivos de osteoblastos
tratados con TGF-P 1 se acompafia de cambios en la morfologia de las

células en cultivo.

En este estudio se demostrd que las proteinas solubles en EDTA fueron
quimiotacticas para osteoblastos a diferencia de las proteinas extraidas
con clorhidrato de guanidina. Somerman y col. {1983) y Padley y col.
(1891) reportaron que un extracto de matriz 0sea exhibié actividad
quimiotactica para células parecidas a osteoblastos; Ellos extrajeron el
factor de hueso desmineralizado. Ogata y col (1994) obtienen factores

quimiotacticos de cemento y hueso, los cuales también estimularon la
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migracién de osteoblastos, aunque las fracciones que contuvieron la
actividad quimiotactica las extrajeron con guanidina 4 M sin
desmineralizacion. Hughes  (1998) reporta que las BMPs son
quimiotacticas para células éseas pero no para fibroblastos. En nuestro
estudio el efecto que mostré el extracto de EDTA en el ensayo de
quimiotaxis demuestra que los osteoblastos migran hacia las proteinas
dentinarias ,que son solubles después de un proceso de
desmineraiizacién dentinaria como puede ocurrir durante el procedimiento
clinico de acondicionamiento radicular utilizado en la terapia de
regeneracion periodontal. La modificacion bioquimica de la superficie
radicular ha pemnitido aprovechar el potencial terapéutico de las
proteinas dentinarias y cementarias asociadas a la colagena tipo |, al ser
expuestas después de la desmineralizacion con &acido citrico,
hidrocloruro de tetraciclina o EDTA, promoviendo la diferenciacién vy
migracion de célufas para restaurar los tejidos perdidos durante la
enfermedad inflamatoria periodontal (Nyman y col. 1982). Los datos
obtenidos en nuestro ensayo de quimiotaxis pemmiten sustentar las bases

tedricas de el procedimiento clinico de acondicionamiento radicular.



CONCLUSIONES

Las proteinas solubles en EDTA poseen efectos inhibidores de la
expresion de la fosfatasa alcalina en células obtenidas de hueso alveolar
humano , este efecto puede ser asociado a la presencia de!l factor B de
crecimiento transformante. y esta disociado del efecto en la proliferacién
celular y de ta produccién de matriz mineralizable. La quimiotaxis ejercida
por las proteinas asociadas a la fase mineralizada de la matriz dentinaria
que fueron extraidas por la solucion de EDTA 05 M sobre los
osteoblastos, permite sustentar la practica de la técnica de
acondicionamiento radicular asociada a procesos de regeneracion guiada
de tejidos en el {ratamiento de los defectos Oseos resultantes de la

enfermedad periodontal.



PROPUESTAS DE INVESTIGACION.

El trabajo desarrollado prob6 el efecto de dos extractos crudos obtenidos
de dentina bovina en una poblacion de osteoblastos humanos,

evaluandose sélo algunos parametros.

El trabajo futuro debera explorar el efecto de fracciones purificadas de los
extractos en poblaciones de osteoblastos de diferente origen vy
compararios con el efecto de factores de crecimiento obtenidos
comerciaimente, asi como valorar la expresién de otras moléculas

asociadas a la fisiologia de las células 6seas.

Otra linea paralela exploraria la obtencién de proteinas de matriz
dentinaria humana para evaluar el efecto de los factores de crecimiento
de esta matriz en poblaciones de células que elaboran matriz

mineralizable.
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