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introduccion

En este trabajo se demuestra que el proceso de mineralizacion in vitro es
regulado por la manifestacion de diferentes moleculas asociadas, y que la
expresion de las mismas se lleva a cabo en una secuencia temporal diferente en
tres linajes celulares humanos: las células derivadas de un cementoblastoma, los
osteoblastos procedentes del drea de hueso alveolar y las células provenientes del
ligamento periodontal.

La razon principal para haber realizado la investigacion en este tema se
debid por una parte al interés de profundizar en el conocimiento de la dinamica de
la regeneracion periodontal y por ofra, la finalidad fue abrir fuz en el entendimiento
del proceso de la cementogénesis in vitro.

Este estudio se fundamenta en gran cantidad de hipétesis cientificas que se
han generado de investigaciones realizadas en roedores, perros y primates no
humanos, en las que se ha observado especialmente el proceso regenerativo
tanto en el campo de |a bioclogia oral como en el aspecto clinico.

Hallazgos anteriores demuestran gue el cemento radicular representa un
componente primario e indispensable para la regeneracion del componente diente-
hueso y la reconstitucion de la estructura de soporte del diente, sin embargo,
existen una gran cantidad de procesos biologicos involucrados aun desconocidos,
por lo menos parcialmente, entre ellos el de la cementogénesis.,

Este reporte pretende enriquecer nuestro conocimiento al respecto, esta
organizado en secciones y contiene un resumen inicial, los antecedentes, el
planteamiento del problema, la justificacion, las hipbtesis la operacionalizacion de
variables, los objetivos del trabajo, la metodologia con la cual se llevé a cabo la
fase experimental, el sistema de recoleccion de datos mediante el cual se analizd
la informacién y el tratamiento estadistico que fue seleccionado para asi obtener

los resultados, |a discusion y las conclusiones.

INTRODUCCION
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Resumen

RESUMEN

La regeneracién periodontal se lleva a cabo en una secuencia temporal y espacial
concertada, que es regulada en parte, por la expresion de proteinas no colagenas de
matriz extracelular. Estas moléculas juegan un rol critico en los procesos de
diferenciacion y mineralizacién. Con el fin de profundizar en el conocimiento de los
mismos, se cultivaron tres linajes celulares humanos: los osteoblastos (OB), las céiulas de
ligamento periodontal (CLP) y las células derivadas de un cementobiastoma (CEM). Se
cuantificd la produccion de matriz mineral mediante el método de Bellows y de
histomorfometria de Recker y Frost y se determind la expresién de sialoproteina ésea
(BSP), osteopontina (OPN), osteonectina (ONC) y proteina de adherencia del cemento
(CAP) mediante ensayos de inmunohistoquimica e inmunotransferencia. Los tiempos de
observacion utilizados (7, 14 y 21 dias) son representativos del periodo de iniciacion de la
cementogénesis. Los resultados indican que la capacidad para producir matriz mineral
existe en los tres linajes celulares aunque esta habilidad varia en temporalidad, es menor
en las CLP que en los OB y las CEM, mineralizan mas temprana y lentamente. La
expresion de BSP se hace manifiesta de forma mas intensa en los OB, a diferencia de la
OPN, que presentd inmunoreacciones altamente positivas a los 7 y 14 diasenlas CLPy
las CEM. En cuanto a la ONC, las mayores reacciones se manifestaron en los OB a los
tres tiempos de observacién y en las CLP y las CEM a los 14 y 21 dias. La CAP en
cambio inmunoreacciond mas con las CEM. De lo anterior concluimos que el proceso de
mineralizacion es dependiente no solo de factores extrinsecos como el medio de cultivo,
sino también de la expresion temporal y espacial de éstas proteinas no colagenas que

varia de un tipo celuiar a otro.

Palabras clave: Mineralizacién; proteinas de matriz extracelular; regeneracion

periodontal; expresiéon genica; cementogenesis.
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Abstract

ABSTRACT

Periodontal regeneration occur in an specific temporal and spatial

sequence, and it's regulated in part through the action of noncollagenous matrix
proteins. These molecules play a critical role in cell diferentiation and
mineralization. In order to delve into the knowledge of these processes, we
prepared cell cultures of three different human lineages: osteoblasts (OB),
periodontal ligament celis (CLP) and cementoblastoma-derived cells(CEM). We
quantify the production of mineral matrix by two methods: Bellows and Recker &
Frost histomorphometry and determined the expression of bone sialoprotein (BSP),
osteopontin (OPN), osteonectin (ONC) and cementum adhesion protein (CAP) with
immunostaining and immunoblotting assays. The observation at 7,14 and 21 days,
are representatives of the initial cementogenesis stage. Our results showed that
the capacity to produce mineral matrix was present on the three different celis
lineages, although this ability was different in temporality, is minor in CLP in
comparison with OB and CEM, and CEM mineralized early and slowly. The BSP
immunoexpression results very intense in OB. The OPN immunoreacted hightly
positive at 7 and 14 days on CLP and CEM. The mayor immunoreactions of ONC
were manifested on the OB at three observation times, and on CLP and CEM at 14
and 21 days. At difference the CAP immunoreacted more with CEM. We concluded
that the mineralization process depends of extrinsic factors like a culture media,
but also is depends too of temporal and spatial expression of these

noncollagenous matrix proteins, and differs from one to another cell lineage.

Key Words: Mineralization; noncoilagenous matrix proteins(ECM); periodontai

regeneration; gene expression; cementogenesis.
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Antecedentes

ANTECEDENTES

PERIODONTO Y REGENERACION PERIODONTAL

El periodonfo se encuentra constituido por dos tejidos conectivos blandos
(encia y ligamento periodontal) y dos tejidos conectivos mineralizados (cemento y
hueso alveolar) (Narayanan y Bartold, 1996).

Este término se utiliza para designar la totalidad de los elementos que
permiten el anclaje de los 6rganos dentarios a los maxilares y que proveen un
mecanismo de enlace entre éstos y la mucosa bucal, que queda sellada posterior
a la erupcion (Stern, 1981).

Gracias a esta particular composicion, posee una intrigante y compleja
capacidad regenerativa y reparativa, misma que ha sido definida por Aukhil (citado
en Schroeder, 1986), como el restablecimiento de los componentes del periodonto
en una ubicacion e interrelacion adecuada.

El interés por el estudio de estos tejidos se ha hecho manifiesto con la
finalidad de poder entender cuales son las diferentes formas por las que se lleva a
cabo la regeneracion periodontal, y como ésta puede efectuarse gracias a la
informacion genética que poseen las células sobre los mecanismos de regulacion
de los distintos tejidos que componen e! periodonto (Boyko et af., 1981).

Sin embargo, para que se desempefie la regeneracion se precisa de un
conjunto de procesos tales como proliferacion, migracién, adherencia, seleccion y
diferenciacion de células progenitoras que deben actuar en una secuencia

temporal y espacial concertada (McCulloch ef al., 1987, Pitaru ef al., 1994).
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Si se analiza la diversidad de condiciones patolégicas, asi como la gran
variedad de tratamientos que existen, el estudio de la regeneracion del periodonto
se complica, lo anterior, aunado a que la presencia de placa dentobacteriana es
considerada como la causa etioldgica principal de la enfermedad periodontal, y
como respuesta a la misma se produce un proceso inflamatorio que interfiere con
la capacidad regenerativa (Narayanan y Page, 1983).

Asimismo, algunas condiciones fisiologicas como [a masticacion y el
continuo desplazamiento dental van acompanadas de una constante degeneracion

y regeneracion de los tejidos periodontales (Karimbux et a/., 1992).

TEJIDOS PERIODONTALES Y MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular de los tejidos periodontales se encuentra constituida
principalmente por las colagenas tipos |, 1If y XI, proteoglucanos y proteinas no
colagenas (Berkovitz, 1990; Dublett et al., 1988, Perera y Tonge, 1981).

Entre las proteinas no colagenas asociadas a la matriz organica se
encuentran: la fibronectina (FN), la sialoproteina osea (BSP), la osteopontina
(OPN), la osteocalcina (OC), y la osteonectina (ONC) (Bronckers et al, 1994,
MacNeil et af., 1995; Reichert et al., 1992).

La FN, la BSP y la OPN se unen ligeramente a las matrices de colagena y
presentan propiedades de adherencia celular a través del tripeptido Arg-Gly-Asp
(RGD), que se une a las integrinas (Ecarot-Charrier et al., 1989, Nagata et al,
1991).
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Ademas, la FN se encuentra presente en la vaina epitelial de Hertwig en el
estadio de diferenciacién de los odontoblastos (Lesot et al., 1981, Meyer ef al,
1989; Thesleff ef af., 1979, 1981, Thesleff y Hurmerinta,1981).

Segun investigaciones de Bronckers et al., (1994) la OC ha sido detectada
en experimentos de inmunohistoguimica de molares de rata, tifiendose las fibras
intrinsecas del cemento celular, los cementoblastos y los cementocitos
relacionados, mientras que las fibras extrinsecas y los cementocitos asociadas al
mismo tipo de cementc no se tifieron.

Asimismo, tanto la OC como la ONC parecen participar en los procesos de
mineralizacion (Doi ef af., 1989; Fisher y Termine, 1985; Romberg et al., 1985;
Termine et al., 1981).

El estudio de los tejidos del periodonto por separado ha revelado que estas
proteinas no coldgenas, también se asocian a procesos como la osteogeénesis, en
donde los osteoblastos las secretan para conformar la matriz extracelular y poder
llevar a cabo los procesos de remodelacion y deposicidn mineral (Malaval et al.,
1994; McKee et al., 1992).

De igual modo, el estudio del cemento ha concedido introducir el concepto
de que los cementoblastos efectian este proceso de forma similar a como lo
hacen los osteoblastos en el hueso (Glimcher et al., 1989; McNeil y Somerman,
1993).

Todo lo anterior, ha permitido establecer que la matriz extracelular juega un
papel fundamental en el control de muchos eventos tanto fisioldgicos como
patologicos (Grobstein, 1975; Terranova y Wikesjo, 1987). Sin embargo, el papel
exacto que juega cada uno de los componentes de la misma aun no ha sido
dilucidado por completo (McAllister ef al., 1990; Miki et a/., 1987; Somerman et a/.,
1987 a, 1987 b, 1989).

§)
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PROCESO DE DIFERENCIACION CELULAR

La expresion de moléculas de adhesién (FN, BSP y OPN entre otras), se
incrementa o disminuye dependiendo del tipo de célula durante la diferenciacion, o
bien, como resultado de la misma (Ferreira et al,, 1991; ingontz et al, 1989, Patel
y Lodish, 1984; Plantifaber y Hynes, 1989; Pitaru ef al., 1994).

Estas moléculas, asi como sus receptores en la superficie de la membrana
se expresan exclusivamente durante una fase del desarrollo, por lo que existe
gran posibilidad de que la secuencia temporal y espacial de las mismas, sea lo
que determine el proceso de diferenciacion celular (Andujar ef al., 1985; Lesot et
al., 1981; Slavkin, 1990; Thesleff et a/., 1981, Vainio ef al., 1989).

Asimismo durante el desarrollo dental, las interacciones entre el epitelio
bucal y las células ectomesenquimatosas derivadas de la cresta neural son
basicas para que se lleve a cabo la diferenciacion celular requerida para la

formacién de ligamento periodontal, dentina, esmalte y cemento (Ten Cate, 1995).

LIGAMENTO PERIODONTAL: UN SOLO TEJIDO CON DISTINTOS LINAJES
CELULARES

El ligamento periodontal se compone de una mezcla de distintos linajes
celulares como los fibroblastos, los osteoblastos, los osteoclastos, los
cementoblastos, y los precursores de fodas estas células en sus diversos estadios
de diferenciacion (Gould et al., 1977; Melcher, 1986, Piche et al., 1989).
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El estudio de células del ligamento periodontal (CLP) obtenidas de roedores
y los explantes marcados in vitro con timidina tritiada [°H], revelaron que la
incorporacion del marcador al interior de las mismas puede ser el origen de los
progenitores que a su vez se diferencian en los distintos linajes celulares
presentes en el ligamento (McCulloch y Meicher, 1983; McCulloch, 1985
McCulloch y Bordin, 1991).

Los andlisis fenotipicos de estas poblaciones celulares hacen hincapié en
su capacidad de manifestar caracteres fibroblasticos u osteogénicos, dependiendo
de las condiciones de cultivo, de tal forma que las CLP expresan fosfatasa alcalina
(ALP), responden a la hormona paratiroidea (PTH) y a la Vitamina D (1,25
dyhidroxivitamina Ds) incrementando la produccion de adenosinmonofosfato
ciclico (CAMP) (Groenveld et al. 1995; Nojima ef af., 1990).

Por otra parte, las CLP de humano adulto, de bovino y de rata exhiben
también capacidad osteogénica, caracteristica que se hace manifiesta con la
expresién de OC, ALP, BSP, la formacion de nddulos minerales y la elevada
capacidad proliferativa in vitro en presencia de dexametasona y [-glicerofosfato
(Arceo et al, 1991, Cho ef al, 1992; Cheng et al., 1994; Ramakrshnan et al.,
1995).

De igual modo, la dexametasona incrementa el fenotipo osteogénico en
estos cultivos (Nohutcu et al., 1995), asimismo, regula la expresion génica de las
células para diferenciarse e induce la afinidad de los receptores blanco de
glucocorticoides en el genoma (Green y Chambon, 1986).

Lo anterior, sugiere que los glucocorticoides inducen la proliferacién y

diferenciacion terminal de las células osteogénicas (Rickard et al,, 1994).

o
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CEMENTO RADICULAR: UN COMPONENTE BASICO DEL PERIODONTO

Estudios recientes indican que el cemento radicular contiene dos moléculas
especificas, el factor de crecimiento del cemento (CGF) y la proteina de
adherencia del cemento (CAP), cuya funcion es promover la migracion,
adherencia y crecimiento de las CLP asi como participar en la sintesis de su
matriz extracelular (Nakae ef af., 1991; Narayanan et al, 1995; Yonemura et al,,
1992, 1993).

A pesar de todo, los factores que inician la proliferacién, controlan la
migracion celular dirigida y regulan la diferenciacion del periodonto humano aduilto
permanecen aun sin respuesta.

Existe muy poca informacidn respecto a la formacidn radicular, la
identificacion del fenotipo de los cementoblastos y de todos los procesos que
involucra la cementogénesis.

Observaciones recientes, indican que durante el desarrollo, los productos
génicos de la vaina epitelial radicular de Hertwig (Slavkin ef al., 1988, 1889) v la
OPN participan en la diferenciacion de cementoblastos y en el depdsito de

cemento radicular (Arzate, 19894; Arzate et al., 1996; Somerman et a/., 1990).

INTERACCIONES CELULARES NECESARIAS PARA LA REGENERACION Y
REPARACION

El conjunto de evidencias reportadas, ha dado lugar a la generacion de
hipotesis sobre las posibles interacciones entre los mediadores polipeptidicos y las
células residentes durante el proceso inflamatorio y reparativo producide por la

enfermedad periodontal.

9
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Actualmente se piensa que la sintesis de matriz extracelular puede tener como fin
la regeneracion, la reparacion, o bien la fibrosis, y los mecanismos mediante los
cuales se supone que estos principios se llevan a efecto fuercn descritos por
Narayanan y Bartold (1996) y se resumen en la figura 1.

FIGURA 1. POSIBLES INTERACCIONES MEDIADORES-CELULAS EN LA REGENERACION
PERIODONTAL.
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Las metaloproteinasas y otras enzimas hidroliticas relacionadas con las
células inflamatorias, y presumiblemente con los fibroblastos y las células
epiteliales, son activadas por sustancias bacterianas ocasionando la degradacion
de la matriz extracelular.

Las citoquinas, los factores de crecimiento y otras moléculas secretadas por
las células inflamatorias, asi como los productos de degradacion de la matriz
afectan la capacidad de crecimiento y sintesis de las células involucradas, lo cual
puede dar origen a:

1) La seleccion de los tipos celulares adecuados para llevar a cabo la
regeneracion de los tejidos afectados.

2) La seleccidn de las lineas celulares inadecuadas, 10 cual conduce a una
reparacion del epitelio de union.

3) La seleccion de lineas celulares inadecuadas lo gue produce una fibrosis.

MOLECULAS INVOLUCRADAS EN EL PROCESO DE MINERALIZACION

Para poder profundizar en el estudio de los mecanismos especificos de
participacion de cada una de las moléculas antes mencionadas en el proceso de
regeneracion y reparacion de los tejidos periodontales hay que estudiar sus
funciones por separado.

Dado que el presente trabajo se enfoca al esclarecimiento de las
propiedades celulares de expresion temporal de moléculas de mineralizacion, en
este apartado se hard mencién con mayor especificidad a las proteinas
involucradas en el mismo: ALP, OPN, BSP, OC, ONC y CAP.



Tesis Maestria C.D. Lorena Garrido Marin
Antecedentes

FOSFATASA ALCALINA (ALP)

Es una enzima de naturaleza glucoprotéica que libera iones fosfato de
ésteres de fosfato organicos, su peso es de 160 kDa y estd conformada por dos
subunidades idénticas unidas covalentemente a la membrana plasmatica por
complejos fosfolipidicos de fosfatidil inasitol (Beertsen, 1991).

Ha sido encontrada en osteoblastos, preosteoblastos, osteocitos, células de
osteosarcoma y en menores concentraciones en otros linajes celulares (Majeska y
Rodan, 1982).

La mayor parte de su actividad se asocia a las areas relacionadas con la
mineralizacién fundamentalmente en sitios adyacentes a hueso, cartilago
calcificado y cemento, lo cual indica que existe una estrecha interrelacion entre la
produccién de iones fosfato en estas superficies y la formacidon de cemento
(Coleman, 1992).

La funcién de ésta es mayor en el cemento celular que en el cemento
acelular y existe una relacion entre su actividad y la produccion de este dltimo tipo
de cemento (Groenveld, 1994).

Con la finalidad de establecer la relacién entre la disposicion espacial de la
ALP Groenveld et a/. (1995), descubrieron que la distribucion de la enzima en CLP
es heterogénea, y que existen también diferencias en las concentraciones de los

fosfatos en los distintos sitios estudiados.

OSTEOPONTINA (OPN})

Es una proteina sulfatada, glicosilada, rica en acido sialico, que pesa ~45-
75 kDa, y contiene la secuencia RGD, misma que es reconocida por varias
integrinas y células que contienen el receptor owfs, es por ello la que OPN se ha

propuesto como un ligando natural de esta integrina {Oldberg et al, 1986;
Ruoslahti y Pierschbacher, 1987).
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Esta proteina se encuentra en los tejidos epiteliales de los tdbulos renales y
de! Utero y se le han otorgado funciones como quimiotactico y factor de adhesion
ya que estimula y conjunta a los macréfagos (Denhart y Guo, 1993), participa
como modulador en la resorcién de calcio producida por los osteoclastos
(Bélanger, 1968), es promotora de la adhesividad y de la regulacion de las
interacciones matriz-céiula (McKee y Nanci, 1994), participa en el control del
proceso de mineralizacién inhibiendo |a deposicién de cristales de hidroxiapatita, y
se halla presente durante la cementogénesis (Boskey, 1995; Heinegard, 1995
Hunter et af., 1994;: McNeil,et al., 1995).

SIALOPROTEINA OSEA (BSP)

Es una molécula de naturaleza glucoprotéica, fosforilada y sulfatada de
peso similar a la OPN, gue se ha purificado a partir de tejido mineralizado
incluyendo dientes humanos (Fisher, 1987; Fujisawa, 1993; Somerman, 1991).

Se ha enconirado en lugares de neoformacién de hueso y es la proteina
predominante en la matriz dsea antes del depésito de mineral (Schoeder, 1991).
Se caracteriza por contener varios fragmentos de 4cido poliglutamico en unidn con
hidroxiapatita, un segmento rico en tirosina en el extremo carboxilo terminal, y una
region de adhesion con la secuencia RGD, que se ha identificado como mediadora
de la adhesion in vitro, y ha mostrado gran especificidad hacia tejido mineralizado
(Fisher et al., 1990; Oldberg et al., 1988.; Young et a/., 1992).
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El receptor de membrana o,Bs asociado a la BSP, es conocido como
receptor de vitronectina (Mintz ef a/., 1993).

En el tejido mineralizado la BSP se considera la proteina reguladora del
desarrollo, y esta involucrada en el proceso primario de mineralizacion (Bianco,
1993; Kasagui ef al., 1992; Sodek et al., 1992).

De acuerdo a los hallazgos de diversos autores la expresion de BSP en el
huese maduro sufre un decremento, por 1o que se ha propuesto que interviene en
el proceso de diferenciacion celular (Bianco ef al., 1991; Chen, 1992, Reedi,
1994).

OSTEOCALCINA (OC)

Es una proteina conjugada de bajo peso molecular (~5-6 kDa), con residuos
de acido gammacarboxiglutamico, que le proporcionan la habilidad para unirse a
iones de calcio, promoviendo su absorcidn hacia la estructura formada por
cristales de hidroxiapatita. Se encuentra en forma abundante en las matrices
extracelulares de los tejidos mineralizados (Heinegard y Oldberg, 1982; McKee ef
al., 1992; McNeil, et al, 1994, 1996).

Actlia como quimiotactico para los monocitos de sangre periférica, células
mesenquimatosas y células que participan en el proceso de resorcion (Takano-
Yamamoto ef al., 1994).

Esta proteina puede ser producida por los cemementoblastos, responsables
de la primera fase de formacidn tanto del cemento celular como del acelular
(Bronckers et al., 1994), pero también es sintetizada por los osteoblastos maduros

durante la mineralizacion (Heinrichs et a/., 1995).
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OSTEONECTINA (ONC)

Es una proteina que pesa ~35-45 kDa también conocida como SPARC
(Secreted sialoprotein acidic rich in cystein domains){(Domenicucci et al, 1988;
Engel et al, 1987, Romberg et al/, 1985, Termine et al, 1981 a, 1981 b).
Originalmente fue aislada de hueso, pero es sintetizada por gran cantidad de
células de tejido conectivo (Mason ef al., 1986).

Ha sido aislada de las membranas basales, lo cual indica que tiene un rol
fundamental en el desarrollo (Mann ef. al., 1987).

La sintesis de ONC induce la diferenciacion del endodermo, y se presenta
abundantemente en los tejidos fetales (Nomeura et al, 1988). En los adultos se
puede encontrar en hueso, dentina, y en las plaquetas (Stenner et al, 1986),
también es producida por los fibroblastos del ligamento periodontal (Tung et al.,
1985; Wasi ef al., 1984). y ha logrado aislarse del tejido dseo y de la dentina de los
incisivos en ratas (Zung et al., 1986).

Presenta afinidad hacia los sitios de enlace con calcio y es capaz de mediar
la deposicion de hidroxiapatita. En asociacion con la colagena tipo | ha sido
hallada en gran diversidad de tejidos en proceso de morfogénesis o remodelacion
(Aubin et al., 1993; Gehron et al., 1992; Tremble et a/., 1993).
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PROTEINA DE ADHERENCIA DEL CEMENTO (CAP)

Es una molécula de 55 kDa que parece estar localizada Unicamente en el
cemento (Arzate ef al., 1992), cuya funcién es promover la migracion, adherencia
y crecimiento de las CLP vy participar en la sintesis de su matriz extracelular
(Nakae ef al, 1991; Narayanan ef al, 1995, Yonemura et al, 1992, 1893),
promueve la adherencia de fibroblastos, osteoblastos y células de musculo liso
(Olson et al., 1991, Pitaru et al., 1993, 1995).

También ha mostrado capacidad de inducir condrogénesis y mineralizacion
en células mesenquimatosas indiferenciadas de ratén in vitro (Arzate ef al., 1996).

Recientemente, esta molécula ha sido caracterizada como una proteina que
tiene homologia con las colagenas tipos | y X, aunque no presenta reaccion
cruzada con anticuerpos contra las colagenas tipos LILVXIl y XIV o con
anticuerpos contra alguna de las proteinas de adherencia conocidas que estan
presentes en cemento como OPN, FN, BSP y vitronectina (VT) (Wu et al., 1996).

Segun reportes de Narayanan et al., (1995), la asociacién de CAP y el
factor de crecimiento del cemento (CGF) interactian selectivamente con los
diferentes linajes celulares del ligamento periodontal y son capaces de modificar
sus actividades biologicas, de tal forma que participan influyendo en la

regeneracion de los tejidos periodontales.
OTROS FACTORES LOCALES Y SISTEMICOS

Con lo anteriormente expuesto, queda claro que el metabolismo celular
puede ser regulado por una parte por factores locales que son sintetizados por las
células como los factores de crecimiento y las prostaglandinas y por otra, por
factores sistémicos como esteroides y hormonas (Davies et al., 1984; Saito et a/,,
1990 a; Samuelsson et al., 1975).
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Los factores de crecimiento son polipéptidos que pueden actuar en forma
autocrina o paracrina, mientras que las prostaglandinas son solo conocidas como
reguladoras locales del remodelado 6seo (Needleman et al, 1986; Saito ef af,
1990 b).

La actividad bioldgica principal de estos factores de crecimiento
polipeptidicos es funcionar como mediadores quimicos naturales, regulando
eventos claves en la reparacion tisular tales como: proliferacion celular,
quimiotaxis para producir migracion, adherencia, crecimiento y sintesis de la
matriz extracelular. Asimismo, pueden participar en Ia replicacion y diferenciacion
de ias células.

De igual modo, son los factores de crecimiento los que proporcionan [os
enlaces especificos para los receptores en la superficie de las células (Committee
on Research Science and Therapy of the American Academy of Periodontology,
1996).

Diversos mediadores como: el factor de crecimiento epidermal (EGF), los
factores de crecimiento semejantes a la insulina (IGF-, IGF-Il}, los factores de
crecimiento fibroblastico (FGFa, FGFb), el factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante beta (TGFR} han sido
encontrados asociados a la sintesis de matriz organica del cemento radicular
(D'Errico et af., 1995; Lynch et al., 1989).

Todas las moléculas mencionadas con anterioridad influyen en las
actividades biolégicas de células de tejido conectivo, pero no son proteinas
especificas del cemento (McAllister et al., 1990; Miki ef a/., 1987, Somerman et al.,
1987 a, 1987 b, 1989, 1991).

En conclusion, tanto el crecimiento como la diferenciacion celular son
procesos complejos regulados por gran cantidad de factores que se expresan en
una secuencia temporal especifica y cuya participacion en el metabolismo de las

células puede modificar la replicacién o influir en la diferenciacion de 1as mismas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad se sabe que &l proceso de mineralizacién es efectuado por

diversos tipos celulares, fundamentalmente por los osteoblastos y los
cementoblastos, sin embargo aln permanecen sin respuesta muchas

interrogantes:

.En qué momento las células derivadas de un cementoblastoma humano

expresan las moléculas que inducen la produccién de matriz mineral?

.Las moléculas asociadas a la formacién de tejido mineralizado se
expresan en una secuencia temporal diferente en los cementoblastos, en los

osteoblastos y en las células del ligamento periodontal?

iParticipan estas como moléculas reguladoras del proceso de

mineralizacion?
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JUSTIFICACION |

Gracias al desarrollo de investigaciones precedentes se ha generado y

expandido una linea celular a partir de un cementoblastoma humano.

Los resultados preliminares obtenidos a partir de estas células han
demostrado que tienen la capacidad de producir nédulos mineralizados in vitro y |a
formacién de éstos se considera el resultado de células diferenciadas con
capacidad “osteogénica’.

la determinacion de moléculas involucradas en el proceso de
mineralizacion abre luz por vez primera en la identificacién de las actividades que
éstas tienen en las células derivadas de un cementoblastoma, en los osteoblastos
y en las células de ligamento periodontal, asi como en el tiempo en el que se
induce su transcripcién para la formacion de matriz mineral en cada linaje celular.

Al mismo tiempo, esto facilita la comprension del proceso de la
cementogénesis in vitro, y por otra parte, se contribuye al entendimiento de la
regeneracion y reparacion de los tejidos periodontales perdidos por la
periodontitis.

io
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HIPOTESIS

HIPOTESIS DE INVESTIGACION

Hi: Las células derivadas de un cemenioblastoma humano expresan el
fenotipo del cemento radicular, y su proceso de mineralizacion in vitro es regulado
por moléculas asociadas p.gj. osteopontina (OPN), osteonectina (ONC),
sialoproteina ésea (BSP) y proteina de adherencia del cemento (CAP); pero en
secuencia temporal diferente a como se lleva a cabo en los osteoblastos y las

celulas de ligamento periodontal in vitro.
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OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES

* Linea celular derivada de un cementoblastoma humano (CEM)
* Linea celular osteoblastica derivada de hueso alveolar humano {OB)

* Linea celular derivada de ligamento periodontal humano (CLP)

VARIABLES DEPENDIENTES

* Osteopontina (OPN)
* Osteonectina (ONC)
* Sialoproteina osea (BSP)

* Proteina de adherencia del cemento (CAP)

ESCALA DE MEDICION DE VARIABLES

Todas las variables dependientes seran medidas en escala nominal,

ordinal, de intervalo y de razoén.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

* Determinar la presencia de las moléculas reguladoras del proceso de

cementogénesis in vitro, mediante el estudio de las células derivadas de un

cementoblastoma humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Cuantificar la formacion de nédulos mineralizados en las células derivadas
de un cementoblastoma humano, los osteoblastos y las células de ligamento
periodontal in vifro.

* Determinar la expresion temporal de las moléculas asociadas a la
formacion de tejido mineralizado en las células derivadas de un cementoblastoma
humano y comparar como se lleva a cabo este proceso, entre este linaje celular,

las células osteoblasticas y las de ligamento periodontal in vitro.
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METODOLOGIA

El equipo, el material y los reactivos utilizados para la realizacion de esta

investigacion, fueron obtenidos del Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de
la Divisibn de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia.

La preparacion de las soluciones requeridas en los experimentos se llevé a
cabo de acuerdo a las formulas que se presentan en la seccidon de anexos.

Los anticuerpos utilizados para los ensayos de inmunchistoquimica y de
inmunotransferencia se mencionan a continuacion:

Como primeros anticuerpos se utilizaron 19G de conejo anti-OPN (LF123) v
anti-BSP (LF100) generosamente donados por el Dr. Lamry Fisher de la
Universidad de Harvard en Boston, también fueron utilizados anti-ONC de Sigma
Chemical Inc, y el anticuerpo anti-CAP producido en el Laboratorio de Biologia
celular y molecular.

Como segundos reactivos se utilizaron anticuerpos anti IgG de conejo
conjugado con isotiocinato de fluoresceina y anti 1IgG de conejo conjugado con

peroxidasa, ambos de Sigma Chemical Inc.

METODOLOGIA DEL CULTIVO CELULAR

Las células derivadas del cementoblastoma humano, asi como las céluias
osteoblasticas y las de ligamento periodontal fueron obtenidas de un paciente
masculino de 28 anos que cursaba con dicha patologia y al que le fue realizada la

recesion quirdrgica correspondiente.

)
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Los linajes celulares fueron obtenidos cultivando explantes de
aproximadamente 1 mm2 durante 2 a 3 semanas hasta que llegaron a confluencia,
después de lo cual los cultivos fueron tripsinizados con 0.25% de tripsina-EDTA
porcina (Gibco BRL} y resembrados.

El medio de cultivo consistid en medio DMEM suplementado con 10% de
SFB y una solucion de antibioticos que conformada con: penicilina (100Ul/ml),
estreptomicina (100 pg/mi), 100 mM de aminoacidos no escenciales y 100 mM de
piruvato de sodio (Sigma Chemical [nc.).

Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 37°C, en una atmosfera
de CO; al 5% y humedad al 100%.

METODOLOGIA DE LA FORMACION DE NODULOS MINERALIZADOS

Para llevar a cabo este experimento las células se sembraron en placas
para Elisa con 1,800 célicm?, y al medio de cultivo le fueron adicionados:

* 10 mM de R-glicerofosfato, 50 ug/ml de &acido ascoérbico y (10°M) de
dexametasona.

E! grupo control se alimenté con SFB.

Los experimentos fueron realizados por triplicado durante 7,14 y 21 dias,
después de los cuales se fijaron con 50ul de formaldehido {3.5 %) y se tifieron
con Alizarina roja S pH 4.1, para finalmente ser contados por medio de
microscopia de bajo poder segun el método de Bellows (Bellows ef al., 1988) y el

método de histomorfometria de Recker (Recker y Frost, 1984).
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METODO DE BELLOWS

Para obtener los resultados por el método de Beflows ef al., (1986) fueron
seleccionados con microscopio optico y la ayuda de una rejilla milimetrada de 10
mm? cinco campos al azar por pozo sembrado, en cada campo seleccionado se
contaba el nimero de nédulos formados, y de esta cuantificacion se obtenia un
promedio. Como las siembras fueron realizadas por triplicado con los datos

arrojados se obtuvo el cuadro 1 gue se presenta en el apéndice.

METODO DE HISTOMORFOMETRIA

Segun el método de histomorfometria de Recker y Frost (1984), la
superficie de los pozos fue analizada con el mismo microscopio y la rejilla antes
mencionada, y en cada caso fueron aplicadas las siguientes formulas:

Ar X Pt X d* X 25¢2
Lt X Py X d X 25d
a=d’
En donde:
P+= Numero total de puntos de interés
L= Longitud total de lineas en (mm)
a= Area asociada con cada punto en (mm?)
Ar= Total del area evaluada en (mm?)

d= Distancia entre los puntas en la superficie del abjeto

Con los datos obtenidos se aplicaba la ultima formula:
AAxy mm?= T hx g X d?
En donde:
AAx= Area total de tejido examinado en (mm?)
¥ hx »= Sumatoria de los nddulos cuantificados en el total de la superficie

d’= distancia existente entre los nodulos

ts
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METODOLOGIA DE LA TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

Los cultivos fueron alimentados con 10 mM de B-glicerofosfato, 50 pg/ml de
acido ascorbico y (107'M) de dexametasona, durante 7, 14 y 21 dias, después de
los cuales se les retird el medio, se tripsinizaron de la forma antes descrita y se
resembraron en cubreobjetos dentro de cajas de petri de 60X15 mm. 72 horas
mas tarde las células se fijaron con formaldehido ai 3.5% durante 10 minutos y se
lavaron con PBS por 5 minutos en agitacion continua. Una vez concluide este
proceso se retird el PBS, y se congelaron a -20°C hasta su uso.

Cuando todas las siembras fueron reunidas se realizé la inmunohistogimica
de la siguiente manera:

1) Se descongelaron las muestras y se lavaron 3 veces durante 5 minutos
con PBS a temperatura ambiente en agitacién continua. Se preparé PBS con
albumina al 1% y se agregd a esta solucion el primer anticuerpo en una
concentracion 1:100, esta mezcla fue centrifugada durante 1 minuto a 14,000 rpm
e inmediatamente colocada a 4°C.

2) Se retird el PBS de las cajas y se seco el excedente de las muestras,
para posteriormente colocarle a cada una 50ul de anticuerpo. Todas las cajas
fueron colocadas dentro de una camara himeda y de este modo el anticuerpo se
incubod durante hora y media a temperatura ambiente.

Cuando este tiempo transcurrio las muestras fueron nuevamente lavadas 3
veces por 5 minutos con PBS.

3) El segundo anticuerpo se preparé con PBS y con FITC conjugado anti IgG de
conejo ya que los anticuerpos primarios fueron policlonales y producidos en
conejo. La concentracion utilizada fue 1:50, y se centrifugd 1 minuto a 14,000 rpm.
En este caso en particular, ademas de ser colocado a 4°C, se protegio de la luz,

ya que este anticuerpo es fotosensible.
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Nuevamente a las muestras se les retird el PBS, se les adicionaron 50u! de
este segundo anticuerpo y se incubaron durante 1 hora en una camara himeda, a
temperatura ambiente y protegidas de la luz.

4) Finalmente fueron lavadas 3 veces por 5 minutos con PBS, 3 veces con
PBS y Tritén 20X al 0.1% y 3 veces mas con PBS solamente. Se retiré el
exceso de amortiguador y cada siembra fue montada en un portaobjetos con 20ul
de DABCO.

Las inmunotinciones se observaron a 20X en microscopia de
epifluorescencia a una longitud de exitacion de 480 nm y a una longitud de

emision de 530 nm (Axiophot- Carl Zeiss).

METODOLOGIA DE LA INMUNOTRANSFERENCIA

Los cultivos celulares para poder realizar los experimentos de
inmunotransferencia se llevaron a cabo en cajas de 75 mm? fueron alimentados
con 10 mM de R-glicerofosfato, 50 ug/ml de acido ascérbico y (107M) de
dexametasona, durante 7, 14 y 21 dias, después de los cuales se tripsinizaron con
0.25% de tripsina-EDTA porcina (Gibco BRL), se neutralizaron con 0.25% de
medio DMEM suplementado y se centrifugaron durante 3 minutos a 1,800 rpm
obteniendo asi el pellet de células, el cual fue lavado con 5 ml de PBS y
centrifugado nuevamente a la misma velocidad, 3 veces durante 5 minutos.
Cuando este proceso se completd las muestras de los extractos celulares fueron

congeladas a -70°C, hasta su uso.
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E! resto del procedimiento para llevar a cabo la inmunotransferencia se
efectlo en seis pasos:

1) Preparacién de la muestra:

Los extractos celulares se resuspendieron en 100 ul de PBS y fueron
sonicados durante 30 segundos en un sonicador {Lab line Instruments) para
romper la membrana celular y asi liberar las protelnas contenidas en las células. A
cada muestra le fueron adicionados 100ul de amortiguador de proteinas (SDS) y
se congelaron de esta manera a -20°C, hasta su uso.

2) Resolucion de la muestra en el gel de electroforesis:

Los geles de poliacrilamida se elaboraron en una concentraciéon del 12.5%,
para todos los anticuerpos. Las muestras asi como los marcadores de pesos
moleculares (Sigma Chemical Inc.} fueron calentados a 100°C durante 5 minutos y
se centrifugaron durante el mismo tiempo previamente a su colocacion en el gel.

l.a electroforesis se corrid a 100 V utilizando una fuente de poder (Gibco
BRL modelo 125 Life Technologies Co.) hasta que el frente de corrida llegé a la
parte inferior del gel.

3) Transferencia de los polipéptidos a 1a membrana de nitrocelulosa:

La transferencia a la membrana de nitrocelulosa fue llevada a cabo por el
método de elucion electroforética (Towbin et al,, 1879), para lo cual la misma se
corté del tamafo del gel, se remojo en amortiguador de transferencia, y tanto el
gel como la membrana fueron colocados como un emparedado entre papeles
absorbentes teniendo cuidado de no dejar burbujas. Una vez hecho lo anterior, se
colocod el conjunto en una camara hdmeda (Mini Bio-Rad) con el mismo
amortiguador, colocando la membrana
siempre hacia el polo positivo. Este proceso se llevd a cabo durante una hora a
100 V.
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Cuando hubo concluido este tiempo, el gel fue teflido con Coomasie, vy la
membrana tefiida con Ponceau S con la finalidad de revisar la transferencia, para
posteriormente ser lavada, eliminando asi la tincion.

4) Bloqueo de los sitios no especificos en la membrana:

Debido a que el blot debe ser procesado para la deteccion de antigenos
especificos, es esencial bloquear la membrana con soluciones detergentes para
prevenir la adsorcion de los reactivas inmunologicos.

La soluciébn de blogueo (blotto) fue elaborada siguiendo el método de
Johnson et al., (1984). El bloqueo se hizo después de que la membrana se lavo
varias veces con agua desionizada. La solucidon de bloqueo fue colocada y se dejo
incubar en agitacion continua por 1 hora a temperatura ambiente.

5} Adicion del anticuerpo:

La deteccion del antigeno en ta membrana se llevd a cabo por el enlace de
los anticuerpos a las proteinas inmovilizadas en ésta dentro de bolsas selladas.

Las concentraciones utilizadas para cada anticuerpo fueron de 1:1000.

El primer anticuerpo se incubd durante hora y media en agitacion continua a
temperatura ambiente. Después la membrana fue sacada de la bolsa y lavada con
blotto 2 veces durante 15 minutos.

E! segundo anticuerpo fue colocado siguiendo el mismo proceso que el
primero y en la misma concentracion. Este anticuerpo se incubé durante 1 hora en
agitacion continua a temperatura ambiente.

Una vez transcurrido este tiempo se lavd la membrana con blotto 2 veces
durante 15 minutos, 1 vez durante el mismo tiempo en PBS, y 2 veces por 2
minutos en agua desionizada.

6) Deteccion

E! revelado de las bandas especificas se realizd por la precipitacion “in situ”
de un cromdgeno (diaminobencidina 15mM), ante una reaccion enzimatica entre el
anticuerpo conjugado con peroxidasa y el sustrato (H202 30mM)). La reaccion era

detenida con el lavado de la membrana con agua desionizada y PBS.
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RECOLECCION DE DATOS, ANALISIS DE LA INFORMACION Y

TRATAMIENTO ESTADISTICO

Con el fin de poder evaluar la informacion, la recoleccién de datos se llevd a
cabo en diferentes formatos (que se presentan en el apéndice), elaborados con la
finalidad de facilitar el manejo de la misma.

Los datos fueron trabajados con el programa Sigma Stat 2.0, las gréficas
fueron realizadas con el programa Sigma Plot 3.0, ambos del paquete estadistico
Jandel Scientific.

Para poder determinar si existian diferencias estadisticamente significativas
entre los diferentes grupos celulares y los distintos tratamientos aplicados, se

utilizé un anélisis estadistico de varianza (ANOVA) de uno y dos factores.
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RESULTADOS

CUANTIFICACION DE NODULOS MINERALES

El concentrado de datos obtenidos se presenta en el cuadro 2 de la seccién
de apéndice.

Los resultados obtenidos con cada uno de los tratamientos aplicados en los
dos métodos (Bellows y Recker), se presentan en las gréaficas que corresponden a
las figuras 2 y 3, éstas fueron elaboradas con los valores de las medias
aritmeticas, y el error estandar.

En cuanto a la capacidad para producir matriz mineral se refiere, el analisis
de las gréficas presentadas muestra resultados muy similares tanto de las células
derivadas del cementoblastoma humano como de los osteoblastos, y una menor
habilidad para mineralizar de las células de ligamento periodontal.

Es importante sin embargo destacar, que con todos los tratamientos casi
siempre la linea celular de cemento tuvo la facultad de mineralizar mas
rapidamente que la linea de osteoblastos, sobre todo entre los dias 14 y 21.

En las tres lineas celulares fue determinante la aplicacion de los diferentes
medios de cultivo para observar diferencias estadisticamente significativas en la
cantidad de matriz mineralizada producida por las células.

En todos los casos se observo una diferencia estadisticamente significativa
entre los tratamientos, a los diferentes tiempos (P<0.001 de acuerdo a ANOVA de
uno y dos factores y de F=46.928 segun ia prueba de Fisher).

Con lo anteriormente expuesto se demuestra que la alimentacion de las
células con B-glicreofosfato, acido ascérbico y dexametasona, resulta ser el
tratamiento mas eficaz, y se sugiere que este medio de cultivo proporciona a las
celulas los elementos necesarios para inducir la sintesis de matriz mineral,

facilitando asi que este proceso se lleve a cabo.
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Una vez mas las diferencias fueron altamente significativas en los tres
linajes celulares, pero el nimero de nodulos formados y el area en la que éstos se
desarrollaron resultd ser mas importante en el linaje celular derivado del

cementioblastoma humano.

FORMACION DE NODULOS

Las células osteoblasticas a los 7 dias de cultivo tenian un incremento en la

formacion de nédulos minerales del 27.2+2.6% con respecto a las células
derivadas del cementoblastoma y 78.843.8% comparandolas con las CLP.

A los 14 dias de cultivo las células derivadas del cementoblastoma
mostraron un incremento del 33.6+1.7% y 51.21+1.3% sobre los osteoblastos y las
CLP respectivamente. A los 21 dias de cultivo las células derivadas del
cementoblastoma mantenian un rango mas elevado de formacion de nédulos en

relacion a los osteoblastos (19.5210.9%) y las CLP (30.67+2.6%) (Fig. 2).

AREA TOTAL DE TEJIDO MINERALIZADO

La formacion de tejido mineralizado que se encontro a los 7 dias de cultivo

en los osteoblastos era mayor con 17.04+0.9% y 48.90+1.3% que en las celulas
derivadas del cementoblastoma humano y las CLP respectivamente. A los 14 dias
de cultivo las células derivadas del cementoblastoma mostraron 6.0+0.3% vy
16.2910.4% de incremento en el area de formacion de tejido mineralizado sobre
las células osteoblasticas y las CLP respectivamente. A los 21 dias de cultivo
10.5+0.2% y 13.1+0.2% de incremento en la formacién de matriz mineral fue

observada en las células derivadas del cementoblastoma sobre los osteoblastos y
las CLP (Fig. 3).
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FIGURA 2: ’ ,
CUANTIFICACION DE NODULOS MINERALES POR EL METODO
DE BELLOWS
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FIGURA 3:
CUANTIFICACION DE NODULOS MINERALES POR EL METODO
DE HISTOMORFOMETRIA DE RECKER Y FROST.
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INMUNOHISTOQUIMICA

Los resultados de los experimentos de inmunohistoquimica se presentan en
las figuras 4 a 7, éstos fueron obtenidos mediante el analisis de las reacciones
antigeno-anticuerpo que se determinaron cuantificando el total de células en cada
imagen obtenida del microscopio de epifluorescencia (Axiophot, Carl Zeiss) a 20X,
y seleccicnando de la misma las células con reaccion positiva y negativa. Este
proceso se llevd a cabo por triplicado con cada imagen y con éstos datos se
obtuvo la media aritmética + el error estandar, valores en los que se expresan los
resultados. Como control se utilizd suero no-inmune de conejo si el primer
anticuerpo era negativo (Fig. 4 D,H y L).

Las células derivadas del cementoblastoma humano a los 7 y 14 dias de
cultivo presentaron una inmunorreaccion altamente positiva al anticuerpo anti-CAP
(94+3% y 98+4% respectivamente). La CAP se encontré distribuida en el
citoplasma y en forma de procesos similares a fibrillas (Fig. 4 Ay B). Alos 21 dias
de cultivo las ceélulas habian formado aglomerados y la reaccidn antigeno-
anticuerpo era mas intensa. Estas formaciones se presentan tanto la matriz
extracelular como las celulas (Fig. 4 C).

Muy pocas células de ligamento periodontal a los 7 dias de cultivo
resultaron inmunotefiidas levemente con el anticuerpo anti-CAP (3+0.2%) y la
reaccion positiva fue localizada en la membrana celular (Fig. 4 E). A los 14 dias de
cultivo el nimero de células que expresaron CAP se incrementd a 4.320.2% vy
algunas celulas de estas subpoblaciones mostraron una reaccion mas intensa al
anticuerpo anti-CAP (Fig. 4 F). A los 21 dias de cultivo las células de CLP
mostraron un incremento del 6.8+1.1%. Un tefido de moderado a intenso se
observo y localizd en la membrana celular y en estructuras similares a fibras (Fig.
4 G).
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Las células osteoblasticas a los 7 y a los 14 dias de cultivo se tifieron
levemente en algunas subpoblaciones (1.6+0.2%y 2.5+0.4%) (Fig. 4 | y 4 J). Alos
21 dias de cultivo las celulas se presentaron en clones que resultaron muy
positivos al anticuerpo anti-CAP (3.1:+0.12%) (Fig. 4 K).

La expresion de la OPN en las células derivadas del cementoblastoma
humano se mostraron fuertemente inmunotefiidas a los 7 y a los 14 dias de
cultivo, cuando las otras poblaciones celulares se tiftieron levemente o resultaron
negativas (42+4.7% y 46+3.1% respectivamente) (Fig. 5 A y B). La
inmunorreaccion fue localizada en el citoplasma celular. Una intensidad moderada
de la inmunotincidn aparentemente se mantuvo a los 21 dias de cultivo (38+£2.9%)
(Fig. 5 C). Pocas CLP se fifiieron intensamente en ios cuitivos a los 7 y 14 dias
(12.140.1% y 12.6+0.02% respectivamente) y la tincién fue localizada en el
citoplasma (Fig. 5 E y F). A los 21 dias habia un gran nimero de células
organizadas en estructuras similares a nddulos e intensamente tenidas para la
OPN (26.3+0.3%) (Fig. 5 G}).

Las células osteoblasticas a los 7 dias de cultivo mostraron un tefido mas
leve que el observado en las CLP y las células derivadas del cementoblastoma
humano (8+0.3%) (Fig. 5 ). Sin embargo, a los 14 y 21 dias la expresion de OPN
se incrementd en las células osteobiasticas (66+3.2 y 824+3.5% respectivamente).
La expresiéon de OPN se localizod tanto en la matriz extracelular como en las
células (Fig. 5 J y K). Los controles con suero no-inmune de conejo fueron
negativos (Fig. 5 D,H, y L).

La expresion de BSP en las células derivadas del cementoblastoma
humano se localizd en el citoplasma celular. Se presentd una tincion moderada en
todos los cultivos estudiados. E! nimero de células que inmunorreaccionaron a la
BSP se mostrd en rangos similares a los 7, 14 y 21 dias. (524+2.6%, 56+3.2% y
51+43.6% respectivamente) (Fig. 8 AB y C).
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Las CLP mostraron una inmunotincion de intensidad moderada en pocas
células a los 7 y 14 dias (4.5+1.2% y 4.0+0.6% respectivamente) (Fig. 6 Dy F). La
reaccion fue localizada en €l citoplasma celular. A los 21 dias los cultivos positivos
a la BSP se incrementaron en numero (38£2%), sin embargo no se encontrd
evidencia de tincion en la matriz extracelular (Fig. 6 G).

Las células osteoblasticas a los 7 dias de cultivo mostraron una intensa
inmunotincién a la BSP (97+3.5%), distribuida en el citoplasma celular (Fig. 6 I). A
los 14 dias de cultivo, las células se organizaron en estructuras similares a
nddulos que expresaban BSP con una intensidad de moderada a leve entre las
células localizadas en la superficie y algunas ubicadas debajo (45+3.4%) (Fig. 4
J). A los 21 dias la masa de céluias tefidas se encontraba mejor organizada. El
namero de éstas se incrementd (68+4.2%) y la tincidn aunque moderada era mas
uniforme. (Fig. 6 K). Los controles con suero no-inmune de conejo fueron
negativos (Fig. 6 D,H,y L).

Un bajo numero de células derivadas del cementoblastoma expresaron
levemente ONC a los 7 dfas de cultivo (5.220.6%) (Fig. 7 A), y la reaccién fue
localizada en la membrana celular. A los 14 dias un patrén similar de tenido fue
observado (Fig. 7 B), a los 21 dias se presentd un incremento en la intensidad de
la inmunorreaccion tanto en el nimero de células positivas a la ONC como en la
matriz extracelular depositada por {as mismas. (12.4+1.5%) (Fig. 7 C).

Las CLP presentaron una tincion moderada a los 7 dias de cultivo
(32.3:2.6%) (Fig. 7 E). A los 14 dias de cultivo estas células evidenciaron un
tefido mas intenso que a los 7 dias, pero el nimero celular también se incrementd
(43.6+3.5%) (Fig. 7 F).
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Las células que reaccionaron a la ONC a los 21 dias representaban
39+2.6% de la poblacion celular contada. (Fig. 7 G). La tincién para ONC se
presentd en el citoplasma celular, la matriz extracelular y en el nacleo de las
células.

Las células osteoblasticas presentaron en todos los cultivos estudiados una
fuerte reaccidon con el anticuerpo anti-ONC. La reaccién se localizd en el
citoplasma celular y a los 21 dias existia un leve tenido de la matriz extracelular
depositada por estas células. Estos resultados muestran que algunas
subpoblaciones celulares no se tiflieron o reaccionaron en forma positiva
(13.64£2.3%, 15.2+1.1%, 56.41+2.1% respectivamente para 7, 14 y 21 dias de

cultivo.

INMUNOTRANSFERENCIA

En lo referente a los experimentos de inmunotransferencia la expresion de
las diferentes moléculas involucradas en el proceso de mineralizacién se evalud a
los 7,14 y 21 dias en los tres linajes celulares humanos.

Los resuitados se analizaron de acuerdo a la intensidad del marcaje de
color café que indicaba la expresién de cada una de las proteinas estudiadas a los
distintos tiempos de observacion.

La OPN se identificd con una banda intensamente tefiida de 44kDa y una
banda mas ténue de 55kDa con mayor intensidad tanto en los osteoblastos como
en las células derivadas del cementoblastoma en forma mas temprana y hacia los
21 dias la expresion de la proteina aumenté. La intensidad de la expresion fue
igual en éstos tipos celulares. Las CLP mostraron una banda muy leve de 44kDa

identificada en todos los tiempos de cultivo estudiados. (Fig. 8).
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En cuanto a la BSP se refiere, aunque fue identificada en ios fres linajes
celulares en todos los tiempos de observacion, la expresion temporal de la misma
varidé de un linaje celular a otro. En los osteoblastos el marcaje obtenido fue en
aumento conforme transcurrieron {os dias. Se hizo evidente a los 7,14 y 21 dias de
cultivo, pero la intensidad se incrementd a los 21 dias. Sin embargo, con las
células derivadas del cementoblastoma la proteina se expresd en los estados
iniciales de mineralizacion (7 dias) y se hizo manifiesta en mayor proporcion a los
14 dias. A los 21 dias de cultivo expresaron mas intensamente la BSP (68kDa) y
una doble banda de airededor de 44kDa se hizo evidente. Las CLP mostraron un
patron similar de expresion a los 7 y 14 dias, mas intenso que en los osteoblastos,
pero la expresion de la proteina decrecié a los 21 dias. (Fig. 9).

La ONC se expreso en las células derivadas del cementoblastoma a los 7
dias de cultivo como una banda bien definida de 44 kDa. A los 14 dias se expreso,
ligeramente, sin embargo a los 21 dias de cultivo casi no se expreso la banda. Los
hallazgos en los osteoblastos fueron escasos a los 7 dias y similares entre 14 y 21
dias. Las CLP expresaron ONC a los 7 y 14 dias de cultivo y la intensidad de |a
banda se incrementé hacia los 21 dias. (Fig. 10).

Finalmente la CAP se expreso en todos los tiempos de cultivo en las células
derivadas del cementoblastoma y las CLP como bandas de 55 y 50kDa. En las
céluias derivadas del cementoblastoma la expresion era mas intensa a los 21 dias
que a los 7 y 14 dias de cultivo. Las CLP mostraron un marcaje mas intenso a los
7 vy 14 dias y a los 21 dias |a intensidad de 1a marca decrecia en intensidad. En los
osteoblastos se presentd una banda doble muy tenue a los 7 dias de cultivo, a los
14 no se expreso la CAP y a los 21 se presento se expreso en forma similar que a
los 7 dias una doble banda escasamente definida de 55 y 50kDa. (Fig. 11).
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FIGURA 8:
INMUNOTRANSFERENCIA DE LA OSTEOPONTINA
(OPN)
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FIGURA 9: o
INMUNOTRANSFERENCIA DE LA SIALOPROTEINA OSEA
(BSP)
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FIGURA 10:
INMUNOTRANSFERENCIA DE LA OSTEONECTINA
(ONC)
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FIGURA 11: ,
INMUNOTRANSFERENCIA DE LA PROTEINA DE ADHERENCIA
DEL CEMENTO (CAP)
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DISCUSION

En este estudio se observé la expresion temporal de moléculas que se
considera tienen importancia en el proceso de mineralizacion en tres linajes
celulares humanos (las células derivadas de un cementoblastoma, los
osteoblastos y las células provenientes del ligamento periodontal). Los hallazgos
principales de los ensayos de mineralizacidon demuestran que la capacidad para
producir matriz mineral existe en todos los linajes celulares estudiados, aunque
esta habilidad varia en temporalidad por lo menos durante los tiempos observados
(7,14 y 21 dias), y es menor en las células del ligamento periodontal que en los
osteoblastos y en las células derivadas del cementoblastoma, las cuales
mineralizan mas tempranamente.

Los resultados indican que el medio de cultivo adicionado con f-
glicerofosfato y dexametasona proporciona a tas células los elementos necesarios
para inducir la sintesis de matriz mineral mas rapidamente. Autores como Bellows
(1986) y Maniatopoulos (1988), concluyeron en sus investigaciones con ratas que
el B-glicerofosfato probablemente proporciona a las células la cantidad de fosfatos
necesarios para iniciar la mineralizacion, mientras que la dexametasona parece
infiuir en la diferenciacion celular, y esta accién parace ser la misma en las células
humanas estudiadas por nosotros.

Las diferencias observadas en estos experimentos nos permitieron suponer
que debia existir variabilidad en la presencia o ausencia de las proteinas
involucradas en el proceso de mineralizacion, ya que se ha observado que el
cemento maduro de humano contiene numerosas proteinas similares a las que se
encuentran en hueso, incluyendo fibrinectina, BSP, OPN, OC y colagena tipo |
(Hauschka et al,, 1988, Heinegard et al., 1989).
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Estudios subsecuentes han deducido la expresién espacial y temporal de
proteinas asociadas a hueso incluyendoc BSP, OPN y OC durante Ia
cementogenesis en ratas y ratones (Chen et a/., 1992; Lekic et a/., 1996; Takano-
Yamamoto ef al, 1994). Se ha demositrado que la OPN y la BSP son los
componentes mayoritarios del cemento y que estas proteinas son secretadas por
los cementoblastos de la periferia del tejido ya mineralizado (Sodek ef af., 1992).

Aplicando la técnica de hibridacion un situ se identificaron mRNAs de BSP,
OPN y OC en celulas de la superficie radicular durante la cementogénesis (Chen
et al, 1992), ademas fa expresion de mRNAS ha demostrade correspondencia
con la localizacibn de proteinas en cemento en tiempos especificos de su
desarrollo (Chen ef al., 1992; Takano-Yamamoto et al., 1994).

Pero es hasta el presente estudio que para determinar la expresion
temporal de algunas proteinas asociadas con los cementoblastos y distinguir el
patrén de manifestacion del presentado en hueso y en el ligamento periodontal, se
buscaron proteinas descritas como especificas del cemento (OPN, CAP) (Arzate
et al., 1992, Arzate, 1996, Wu ef al, 1996), otras descritas en el proceso de
mineralizacion de hueso (BSP, ONC) (Fisher, 1987; Fujisawa, 1993; Schoeder,
1991; Somerman, 1991), y esta dltima (ONC) que es producida también por los
fibroblastos del ligamento periodontal (Tung et al., 1985; Wasi et al., 1984),

Los resultados de los experimentos de inmunohistoquimica asi como de
inmunotransferencia realizados en este estudio se relacionaron, ya que las
variaciones en cuanto a la presencia o ausencia de expresion asi como en cuanto

a la concentracion aparente (apreciacion visual Unicamente) son de gran interés.
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Existe evidencia que sugiere que la BSP participa en la etapa inicial de la
mineralizacién (Bianco ef al.,, 1991; Chen et a/,1892; Hunter, Kyle y Goigberg,
1994, Sodek et al, 1992), por lo que se considera un marcador de la
biomineralizacion. Los experimentos de inmunohistoquimica de este estudio para
BSP resultaron moderadamente positivos para las células derivadas del
cementoblastoma, asi como para las células provenientes de ligamento
periodontal a los tres tiempos observados, sin embargo, la inmunoreaccion resulté
ser muy intensa para los osteoblastos a los 7 dias, moderada a los 14 y leve a los
21.

A diferencia de lo anterior, la inmunotransferencia de la BSP para los
osteoblastos y las células derivadas del cementoblastoma se hizo manifiesta como
una banda mas tefiida conforme el tiempo transcurrid, lo cual apoya la hipdtesis de
McNei! y colaboradores (1995), en lo que se refiere a la participacion de la BSP en
la adhesion de osteoblastos, y probablemente de acuerdo a nuestro reporte
también de cementoblastos.

LLa funcién que se ha deducido para la OPN en la mineralizacion incluye el
control de la migracién y la adhesion de los osteoblastos y osteoclastos, ademas
de la regulacion del crecimiento de los cristales de hidroxiapatita (Arzate et al,
1992: Fisher et al., 1985; Hunter, Kyle y Golgberg, 1994; Nishimura et al., 1989,
Sodek et al, 1992). Nuestros resultados mostraron inmunotinciones de leves a
moderadas en los osteoblastos en todos los tiempos de observacion, y reacciones
altamente positivas tanto en las células derivadas del cementoblastoma como en
células de ligamento periodontal a los 7 y 14 dias, pero solo en este dltimo linaje
celular la tincion se mantuvo muy intensa a los 21 dias. En cuanto a la
inmunotransferencia se hicieron manifiestas bandas de 44 kDa en todos los linajes
celulares y en todos los tiempos, aungue la intensidad del marcaje disminuyé

hacia los 21 dias.
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Al parecer la expresién tanto de BSP como de OPN se efectla en periodos
de tiempo similares, ya que participan en forma conjunta para la adhesion celular
de osteoblastos y osteoclastos, pero su presencia en las celulas derivadas del
cementoblastoma es de llamar |la atencién, ya que en contraste con el hueso, el
cemento no se remodela tan significativamente (McNeil R.L y Somerman M.J.,
1993).

En cuanto a la ONC se refiere, la inmunohistoguimica mostré reacciones
intensas en los osteoblastos en todos los tiempos de observacion y en las células
de ligamento a los 14 y 21 dias al igual que en los resultados de Tung y
colaboradores (1985) y de Wasi y colaboradores (1984), mientras que las células
derivadas del cementoblastoma reaccionaron con menor intensidad.

La inmunotransferencia resultd ser de mayor importancia en las células de
ligamento periodontal, aunque a los 21 dias la intensidad de la banda disminuyé,
mientras que en los osteoblastos y en las células derivadas del cementoblastoma
la banda mas intensa se presentd a los 21 dias, por lo que es posible que esta
proteina aparezca también en ofra etapa mas avanzada de desarrollo gue no
observamos aqui, ya que presenta afinidad hacia los sitios de enlace con calcio y
es capaz de mediar la deposicion de hidroxiapatita (Aubin ef al., 1993; Gehron et
al, 1992: Tremble ef al., 1993).

Finalmente, la expresibn de CAP fué altamente positiva en la
inmunohistoquimica de las células derivadas del cementoblastoma a los 7,14 y 21
dias y se hizo manifiesta con la aparicion de bandas de 55kDa en la
inmunotransferencia lo cual era de esperarse ya que parece esfar localizada
unicamente en el cemento (Arzate et al., 1992). Las inmunoreacciones para las
células de ligamento periodontal podrian justificarse si se piensa que la CAP
promueve la adherencia de fibroblastos (Olson ef al., 1991, Pitaru ef a/., 1995).
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El hecho de que las moléculas estudiadas (BSP, OPN,ONC y CAP) se
halian hecho manifiestas en distintos periodos de temporalidad, parece apoyar las
sugerencias de ofros autores en cuanto a que éstas tienen un rol critico en el
proceso de diferenciacion celular {Slavkin, 1990; Somerman ef al., 1990), pero al
mismo tiempo sugieren que las proteinas poseen diferentes roles biolégicos
dependiendo del tiempo y sitio de expresion.

A pesar de que los factores inductores de la diferenciacion celular de las
células progenitoras de los cementoblastos, los osteoblastos y las células del
ligamento periodontal ain son desconocidos, nuestros resultados parecen sugerir
que entre los candidatos potenciales para promover este evento se incluyen las
proteinas de matriz extracelular, particularmente las que tienen que ver con el
proceso de adhesion. Estos hallazgos son apoyados en parte por los de
Somerman y colaboradores, (1990), quienes afirman la intima asociacién de la
OPN v la fibronectina al cemento, ademas de gque concluyen de su estudio que
uno de los eventos requeridos para el inicio de la regeneracion periodontal es la
adhesion de los tejidos conectivos a la superficie radicular, lo cual en teoria solo
puede llevarse a cabo una vez que las celulas hubiesen expresado éstas
proteinas.

Aparentemente el proceso de activacion de la mineralizacion es
dependiente no sblo del medio de cultivo en el que se encuentren las celulas
(factores extrinsecos), sino también de la expresion temporal y espacial de estas
proteinas no colagenas (BSP, OPN, ONC y CAP), por lo menos en los diferentes
tipos celulares estudiados aqui (factores intrinsecos), io cual nos sugiere, que la
expresion de estas moléculas en distintos periodos de tiempo podria tambien ser
indicativo del grado de diferenciacidn de las células.

En estudios subsecuentes, se podria evaluar si estas proteinas pudiesen
ser potencialmente utiles no solo en la terapéutica de regeneracion periodontal,

sino también en tratamientos de reconstruccion dentoalveolar.
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Ante la importancia de este hecho, existe la necesidad de determinar las
caracteristicas ultraestructurales de estos tipos celulares, para poder conocer a

mayor profundidad su rol dentro de la biologia oral.

"
‘v



Tesis Maestria C.D. Lorena Garrido Marin
Conclusiones

e Las células derivadas de un cementoblastoma humano, expresan el

fenotipo de los cementoblastos, y parecen ser una linea celular
homogénea y clonal.

e Los resultados presentados en este estudio demuestran la posibilidad de
cultivar céiulas de ligamento periodontal y ceélulas derivadas de un
cementoblastoma utilizando ensayos que solo se consideraban
adecuados para cultivar células de fenotipo osteoblastico.

e« El medio de cultivo adicionado con (-glicerofosfato y dexametasona
proporciona a las células los elementos necesarios para inducir la
sintesis de matriz mineral e incrementa su capacidad proliferativa.

« Los hallazgos de los ensayos de mineralizacién demuestran que la
capacidad para producir nédulos minerales existe en todos los linajes
celulares estudiados, aunque esta habilidad varia en temporalidad por lo
menos durante los tiempos observados (7,14 y 21 dias).

« |a capacidad para mineralizar se manifiesta primero en las celulas
derivadas del cementoblastoma, pero el proceso transcurre en estos en
forma mas lenta, al menos durante los tiempos de observacion
utilizados, que son representativos del periodo de iniciacion de la

cementogenesis.
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Conclusiones

e El proceso de activacion de la mineralizacién in vitro es influido tanto por
factores extrinsecos como el medio de cultivo, como por factores
intrinsecos, uno de los cuales es la expresién de las proteinas no
colagenas (BSP, OPN, ONC y CAP).

o Ef proceso de mineralizacion in vitro es regulado por la manifestacion de
diferentes proteinas asociadas y la expresion de las mismas se lleva a
cabo en una secuencia temporal diferente en los tres linajes celulares
humanos estudiados.

e El hecho de que la BSP, la OPN, la ONC y la CAP se manifiesten en los
distintos linajes celulares parece sugerir, que las células de ligamento
periodontal, los osteoblastos y los cementoblastos poseen caracteres
génicos similares que se expresan en diferentes periodos de tiempo.

e De lo anterior se deduce que los tres distintos linajes celulares humanos

estudiados pudieran tener una céiula progenitora en comuan.

"
N
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Propuesta de investigacion

PROPUESTA DE INVESTIGACION |

E! conocimiento del periodonto humano se ha llevado a cabo gracias a la
realizacion de investigaciones encaminadas basicamenie al ensayo del potencial
regenerativo de los diferentes tejidos que lo conforman. A cada uno de éstos
tejidos se le ha dedicado un estudio mas especifico, pero aun existe una gran
cantidad de procesos que se desconocen, entre ellos en el de la cementogénesis.
La importancia de su conocimiento radica en que el cemento radicular es un
componente primario e indispensable para la regeneracién del componente diente
- hueso y la reconstitucion de la estructura de soporte del diente.

La caracterizacion ultraestructural de los cementoblastos in vitro permitira
obtener la informaciéon de la funcion que este linaje celular tiene sobre los
osteoblastos, las células de ligamento periodontal y probablemente su
participacion con los fibroblastos gingivales.

De esta manera podria facilitarse el entendimiento del proceso global de la
mineralizacion, y a partir de ello podrian desarrollarse nuevas terapias para la
regeneracion de los tejidos periodontales.
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APENDICE

CUADRO 1.

TABLA DE VALORES PARA LA CUANTIFICACION DE NODULOS
MINERALES POR EL METODO DE BELLOWS.

CEM SFB BGP DX BGP+DX
7 dias 39 25 23 25
47 26 39 32
48 33 33 39
14 dias 46 58 57 72
42 56 44 57
53 54 48 /6
21dias 61 46 76 79
47 67 85 84
33 61 63 88

OB SFB BGP DX BGP+DX
7 dias 21 41 36 52
17 20 34 41
29 43 22 39
14 dias 26 31 19 37
35 39 21 48
37 37 36 51
21 dias 52 61 49 71
53 57 47 63
39 56 51 68

CLP SFB BGP DX BGP+DX
7 dias 5 8 10 10
4 6 12 8
4 6 12 10
14 dias 9 13 20 32
8 16 21 35
9 14 20 33
21 dias 32 40 44 60
32 38 42 58
30 40 41 96
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CUADRO 2.

TABLA DE VALORES PARA LA CUANTIFICACION DE NODULOS
MINERALES POR EL METODO DE HISTOMORFOMETRIA DE RECKER.

CEM SFB BGP PX BGP+DX
7 dias 5.66 3.66 4.00 4.33
4.66 4.00 4.33 4.33
4.66 4.00 4.33 4.33
14 dias 5.66 6.33 4.66 6.66
5.66 7.00 7.66 7.66
5.66 7.00 /.66 7.66
21dias 5.00 6.33 6.33 8.00
6.00 6.00 6.33 8.66
6.00 6.00 6.33 8.66

OB SFB BGP DX BGP+DX
7 dias 3.00 2.66 4.33 5.00
4.33 3.00 4.66 5.33
4.33 3.00 4.66 5.33
14 dias 5.66 5.33 4.33 7.33
4.66 5.00 5.00 6.66
4.66 5.00 5.00 6.66
21 dias 6.66 6.33 6.33 7.33
5.66 7.00 6.66 7.66
5.66 7.00 6.66 7.66

CLP SFB BGP DX BGP+DX
7 dias 0.33 1.00 1.33 2.00
0.66 0.66 2.00 3.00
0.33 1.00 2.66 3.00
14 dias 2.33 4.00 5.33 6.20
2.00 4.00 6.33 6.20
3.33 3.33 6.66 6.20
21 dias 4.60 3.80 4.40 6.60
3.80 4.40 5.00 7.00
3.20 3.60 6.00 8.40
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ANEXQOS

PREPARACION DE SOLUCIONES

Amortiguador salino de fosfato (PBS)
8 gr. NaCl

0.2gr KCI

1.44 gr. Na;HPO4

0.24 gr. KH>PQO4

Aforado en 800 ml. de H2O milli Q.
pH 7.4

Acrilamida/Bis
29.2 gr. Acrilamida
0.8gr. bis-acrilamida

Aforado en 100 ml. H,O milli Q., filtrado y mantenido a 4°C protegido de la luz.

Tris1.5M

36.33 gr. Tris

Aforado en 200 ml. de H,O Milli Q.
pH 8.8.

Tris0O.5M

12.11 gr. Tris

Aforado en 200 ml. de H.O Milli Q.
pH 6.8
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10% SDS
20 gr. SDS
Aforado en 200 ml. de H-O Milli Q.

10% APS
100mg.  APS
Aforado en 1 ml. H,O Milli Q.

Urea 6M
72.07 gor. NH>CONH-

Aforado en 200 ml. de H-O Milli Q.

Amortiguador para muestras (Sample buffer)

10 ml. Tris 0.5M pH 6.8

8.33 ml. Urea 6M

10 ml. Glicerina bidestilada 1,23 CsHs0O3
10.67 ml. H,O Milli Q.

1ml Azul de bromofencl (BPB) 0.19
10 ml. SDS 10%

Tincion de Coomasie

0.05% Coomasie
50% CHaOH
10% CH3-COQOH

40% H20O Milli Q.
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Solucidon para destefir geles

50% CH30H
40% H20 Milli Q.
10% CHs-COOH

Amortiguador de corrida para eleciroforesis {SDS Page buffer)

4.8qgr. Tris

23 gr. Glicina

16 mi. SDS 10%
48 gr. NH-CONH:

Llevar a 1.6 !t. con HzO Milli Q.

Amortiguador de transferencia (Blot Buffer)
8.46 gr. Tris

40.32 gr. Glicina

600 ml. CHs0OH

Llevar a 3 It. con H>O Milli Q.

Amortiguador de bloqueo (Blotto)

1.21 gr. Tris
8.76 gr. NaCl
50 gr. Leche descremada en polvo

Lievar a 1 It. con H0 Milli Q.

Solucion de desarrollo (revelado)

40 ml. PBS
6 ul. H.0>
250ul. DAB
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Formaldehido 3.5%
3.5% Formaldehido
96.5% H>O Milli Q

Alizarina roja S

100 ml. H.O Milli Q

Alizarina roja S la necesaria hasta alcanzar punto de saturacion
pH 4.1

Dabco

2gr. 1,2 diazobicyclo (2,2,2) octano
10 ml. PBS

90 ml. Glicerol
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