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@ Introduccion

INTRODUCCION

En la presente tesina se trata el tema de la presencia de proteinas de
adhesion asi como determinar la presencia de fibronectina, tenascina y
entactina en los procesos inflamatorios del ligamento periodontal cuando se

le aplican fuerzas ortodoncicas.

Primeros se enfoca en la matriz extrecelular que es el sostén que da el
sustento estructural al tejido donde se definen gran parte de las

caracteristicas fisicas de un tejido.

Las células de sostén y su matriz extracelular asociada se define como el

tejido conjuntivo. '

Las ceélulas de sostén son los fibroblastos, condrocitos, osteoblastos,

miofroblastos y adipocitos.

Los fibroblastos segregan los componentes de la matriz extracelular en la

mayor parte de los tejidos.

Ahora la matriz extracelular esta compuesta principalmente por proteinas
fibrilares rodeadas de glucosaminoglucanos y pequefias cantidades de
glucoproteina estructural con funcién en la adhesién celular donde juegan un

papel importante la fibronectina y la tenascina. ‘"

La fibronectina media la adhesién entre diversas células y componentes de

la matriz extracelular. ("9



@ Introduccion

Es una glucoproteina multifuncional, que existe circulando en el plasma, que

se une transitoriamente a la superficie de muchas células lo que permite la

adhesion de la célula a la matriz extracelular

La fibronectina tiene actividad fibroblastica reparando lesiones por
cicatrizacion en tejidos dentales sometidos a fuerzas ortodoncicas vy
formando continuamente proteoglucanos y glucosaminoglucanos, sintetiza
anticuerpos mediante las células plasmaticas y une los fibroblastos a las
células del sistema inmune esto hace que aumente la matriz extracelular, y
neoformacién tisular que ocurre en el ligamento periodontal como

consecuencia del movimiento dental aumentando el colageno. (10)

La Tenascina es otra glucoproteina de adhesion sintetizada por los
fibroblastos, células gigantes y otras células mesenquimatosas asociada a la
embriogenesis, y procesos de odontogenesis, angiogenesis y en el desarrollo
neural participa en la remodelacion y reparacion de tejidos, estimula y dirige
la capacidad de migracion de los diferentes tipos de células, estructura de

los tejidos con asociacion con el estrés mecanico que soportan estos tejidos.
(2)

También se encuentra durante la odontogénesis y en el tejido pulpar y
periodontal durante el resto de la vida dental asociada a procesos de
reparacion y remodelacion periodontal. Regulacion de la migracion de las

células gliales del sistema nervioso central. ¥

Asi también se determinara la presencia de estas proteinas mediante
técnicas como es el Western blot

Xl



Introduccion

Con la determinacién de la presencia de estas proteinas es orientarnos y
saber como los procesos inflamatorios que se ocasionan al aplicar fuerzas
ortodoncias en los dientes.

Xl
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ANTECEDENTES

1998 Wallner demostrd que la molécula de adhesion intercelular 1(ICAM-1),
una molécula importante que promueve adhesion en reacciones
inmunologicas y antiinflamatorias, puede inducir la expresion de citocinas
pro-inflamatorias que regulan la expresion de moléculas de adhesion
mediante las células vasculares endoteliales, la produccion de factores
quimiotacticos y el subsecuente reclutamiento de leucocitos (las citocinas se
involucran en la iniciacién y progreso de las enfermedades inflamatorias

crénicas)."

1983 Bourdon Nos menciona que la tenascina fue aislada en diferentes

laboratorios, la cual recibié varios nombres. @

1989 M. Somerman y cols, reportan que el ligamento periodontal y los
fibroblastos gingivales responden de manera diferente  al ligarlos.
Encontrando que uno de los eventos iniciales requeridos para la
regeneracion periodontal como respuesta a la pérdida de ligamento
periodontal debida a enfermedad periodontal es el establecimiento de tejido
conectivo en la superficie radicular, este estudio es la evaluacion de los
diferentes procedimientos para la nueva formacion de tejido conectivo. La
fibronectina es considerada una proteina de union de las células del

ligamento periodontal y de los fibroblastos gingivales.®

1979 R. C Shore y cols., desarrollan el modelo que explica el aparente
movimiento oclusal de las proteinas del ligamento periodontal en incisivos de
ratones. Siendo los mecanismos por los cuales ocurren estos movimientos
pobremente entendido, durante la remodelacion. @



Antecedentes

1998 Metzger Z. Estudia los diferentes efectos quimiotacticos del cemento
con la unién de proteinas en las células del ligamento periodontal. Aislando
proteinas de union (CAP) en las uniones con los fibroblastos estudiando su
atraccion selectiva a las células del ligamento periodontal en un estudio i n
vitro en un sistema de micro-quimiotaxis. Las ceélulas del ligamento
periodontal y los fibroblastos gingivales se compararon con la respuesta
quimiotactica de las proteinas de adhesion a la fibronectina. Se sugiere que
la union a proteinas del cemento puede influenciar la selectividad de las
células a la repoblacion celular de las areas del ligamento periodontal.®

1995 Louis A y cols, reporta los cambios en la forma de las células orales
con un estimulo de tensién ortodéncica, simulando el movimiento dental, se
calibraron las fuerzas y se aplicaron a células del ligamento periodontal y a
fribroblastos de la mucosa bucal humana. Produciendo tension a células
vitales en crecimiento en membranas politetrafluoretileno. Adicionaron una
mueva célula adhesiva Célula Tak, para verificar los efectos del sustrato
adhesivo en respuesta a dos tensiones conocidas, los cambios se evaluaron
en un lapso de tiempo con el telemicroscopio, dependiendo del area alterada.
Las respuestas fueron aparentemente independientes del tipo de célula, la
tensién empleada y la presencia de células de adhesién, el telemicroscéopio
demostré el tipo de célula no respectiva, que las células producidas en el
area de estrés producen un efecto subito en cuanto al numero, en
comparaciéon con el relativo grupo de control que consistié en los fibroblastos
de la mucosa bucal.®

1992 Ward sugiere que las proteinas de adhesion del cemento de la raiz
dental pueden influenciar la formacion celular selectiva en las superficies

radiculares mediante células del ligamento periodontal.
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En ese mismo ano algunos estudios comprobaron que algunas formas de

fibronectina se expresan en el ligamento periodontal, pulpa dental, zona de
cementogénesis y en las superficies peridsticas y del endostio del hueso
alveolar, lo que implica una funcidbn mas generalizada de las glucoproteinas
en la formacion del tejido duro, especificamente en la remodelacién 6sea.”

1992 Ngan empied un sistema dinamico para estudiar ios efectos
hidrostaticos del ligamento periodontal en humanos in vitro. Demostrando
que la fibronectina, en lugar de la-laminina o la colagena, es el substrato de
preferencia. de ciertos queratinocitos humanos, ademas que la laminina
inhibe su migracion, por tanto, cuando las células pierden su asociacion con
la membrana basal y entran en contacto con la fibronectina o la colagena tipo

l, su comportamiento de adhesién y migracion puede ser cambiado.®
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GENERALIDADES DE PROTEINAS

Las células que forman los tejidos pueden dividirse en dos grupos en células
parenquimatosas que es donde recae la funcion del tejido y las células de
sostén que dan sustento estructural al tejido.

Las células de sostén comprenden una serie de tipos celulares altamente
desarrollados con complejas funciones metabdlicas y que producen una
matriz extracelular que define gran parte de las caracteristicas fisicas de un
tejido. Estos dos tipos de células asociadas se denominan tejido conjuntivo.

Celulas de sostén estas ofrecen estabilidad mecanica a los tejidos, estas
estan incluidas dentro de las células del tejido conjuntivo, estas derivan del
mesénquima, producen diversos materiales de la matriz extracelular, al
madurar se encargan de la formacién de tejidos con pocas células en los que
la matriz extracelular es el principal componente, y produccion de mecanismo
de adhesién celular que interaccionan con la matriz extracelular mas que

otras células.

Las células de sostén son los fibroblastos, condrocitos, osteoblastos,

miofroblastos y adipocitos.

Los fibroblastos segregan los componentes de la matriz extracelular en la

mayor parte de los tejidos.
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MATRIZ EXTRACELULAR

Se ha definido a la matriz extracelular (EMC) como el material
estructuralmente estable cuya integridad estructural y composicién funcional
es importante para mantener y dar soporte a las células y los tejidos. M

Las macromoléculas extracelulares son las que constituyen la sustancia o
matriz extracelular.

La matriz extracelular de los animales esta compuesta de cuatro tipos
principales de macromoléculas como la colagena, proteoglucanos,
glucoproteinas estructurales y elastina. Con excepcién de la elastina, cada
clase de moléculas de la matriz extracelular contiene proteinas relacionadas
donde cada miembro es producto genético unico, tiene un grado de
distribucion especifico en los tejidos que implica la matriz en el desarrollo y
en las funciones celulares, se identifican los receptores de superficie celular

especifico para los componentes de EMC.

Sus caracteristicas funcionales son dar resistencia a la traccion vy
elasticidad.

También tiene como funciones el crecimiento, establecimiento de la
diferenciacion, el desarrollo y las respuestas metabdlicas de las células.
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Estas moléculas de proteinas y de polisacaridos se segregan de forma local
y se unen formando un tramo organizado en el espacio extracelular de la
mayoria de los tejidos. La matriz extracelular actia formando estructuras
altamente especializadas como el cartilago, tendones, laminas basales,

huesos y dientes.

Las macromoléculas que constituyen la matriz extracelular estan segregadas

por células locales.

La matriz extracelular del tejido conectivo propiamente dicha esta compuesta
por una sustancia basica (compuesta por glucosaminoglucanos (GAG),

proteoglucanos y glucoproteinas de adhesion).

Su estructura general es una red dispersa de células de sostén que producen
un entramado organizado y abundante de proteinas fibrilares organizadas en

un gel hidratado donde hay la presencia de agua.

El agua da la hidratacién y permite el transporte de sustancias entre Ia
sangre y las células de los tejidos a la vez que amortigua y se opone a las
fuerzas de presion y permite el intercambio rapido de nutrientes y productos
de desecho transportados por el liquido tisular.

A su paso por la sustancia basica que esta hidratado de GAG y proteinas
fibrilares que forman una “sustancia fundamental” en las que estan incluidas

las fibras de colagena. ©
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Existen dos tipos fibras presentes en la matriz extracelular La primera de

estas fibras resiste a las fuerzas de compresiéon y la ultima soporta las
fuerzas de tension o traccion. Las cuales son de tres tipos: colagenas,

elasticas y reticulares.

En la matriz amorfa que también contiene agua, sales, sustancias de bajo
peso molecular, glucoproteinas adhesivas y pequenas cantidades de
proteina. Su componente principal son los proteoglucanos

Proteoglucanos:

Los PG (proteina+glucosaminoglicano) pueden ser de diversos tamaiios.

Es una macromolécula compuesta de cadenas de polisacarido sulfatado que
estan unidos covalentemente a una proteina, de peso molecular de 10 a 20

x 10 elevado a 6 Daltons.

Esta compuesta de Hialuronato (glicosaminoglucano), una cadena proteica y
adicionados lateraimente Glucosaminoglucanos de tres tipos, Condroitin 6
Sulfato y Keratin Sulfato en un 90% y menos de un 5% de Condroitin 4
Sulfato.

Estos Gltimos Tienen una heterogeneidad potencial casi ilimitada. Pueden
diferir notablemente en contenido proteico, en tamafio molecular, en nimero
y en tipos de cadenas de GAG por mclécula.

La vida media de los Proteoglucanos varia entre 7 y 200 dias. Los centros
proteinicos de los PG se elaboran en el RER y los grupos GAG se enlazan

de manera covalente con la proteina en el AG.
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Suelen contener hasta un 90% y un 95% en peso de carbohidratos en forma
de numerosas cadenas de GAG largas, no ramificadas y por lo general

sinacido sialico.

Se repelen eléctricamente entre si, dada su carga eléctrica negativa, pero
tienen una gran capacidad hidrofilica, lo que produce una alta presion

hidrostatica.

Funciones de los PG:

- Las cadenas de GAG tienden a adoptar conformaciones enrolladas al azar
muy extendidas y ocupar un volumen inmenso para su masa.

- Al ser muy hidrofilicas atraen grandes cantidades de agua, formando asi
geles hidratados incluso a concentraciones muy bajas. Esta tendencia esta
notablemente incrementadas por su elevada densidad de cargas negativas

que atraen a cationes osmoticamente activos.

- Esta propiedad de atraer el agua genera una presion de hinchamiento en la
matriz extracelular, que resiste a las fuerzas de compresién (a diferencia de

las fibrillas de colagena que resisten a las fuerzas de traccion).

- Debido a su organizacion porosa e hidratada, las cadenas de GAG permiten
la rapida difusion de las moléculas hidrosolubles, la migracion de células y el

desarrollo de procesos celulares.

- Llenan eficazmente el espacio extracelular, a pesar de que la cantidad de
GAG del tejido conectivo es inferior al 10% en peso de la cantidad de
proteinas fibrosas (colagena y elastina).
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- Cada vez se dispone de mas pruebas de que el acido hialurénico tiene una
funcién especial en los tejidos a través de los que migran las células durante

el desarrollo o la reparacion de heridas.

- No solo se produce en grandes cantidades en estos tejidos sino que
ademas su degradaciéon por medio de la enzima hialuronidasa esta asociada

con el cese de la migracion celular.

- Los PG poseen también sitios de fijacion para ciertas moléculas de

sefialamiento como el factor de transformacion del crecimiento (TGF-).

- Al fijarse a estas moléculas de sefialamiento, los PG pueden impedir su
funcién al evitar que las moléculas lleguen a sus destinos o incrementarlas al

concentrarias en una localizacién especifica.

-Son sintetizados por la mayoria de las células y juegan un papel muy
importante en muchos procesos celulares (por ej. Movilidad, adhesion
celular, proliferacion, diferenciacion y morfogénesis) debido a su habilidad

inherente de adherirse a otras células.

- Los proteoglucanos son encontrados intercelularmente en los granulos

secretorios asi como en la superficie de la membrana celular.

- Los proteoglucanos extracelulares dan soporte mecanico a lo largo de las
moléculas de la matriz celular y afectan la fibrilogénesis de la colagena, la
migracion y la agregacion celular.

- Los proteoglucanos pueden regular el crecimiento y diferenciaciéon celular
indirectamente mediante su adhesion a factores de crecimiento tales como
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los fibroblastos y los factores de crecimiento endotelial y transformando el
factor de crecimiento beta.

- Las dos principales glucoproteinas estructurales del fibrocartilago son la

Fibronectina y la Laminina.

-Algunos proteoglucanos extracelulares tales como el Agrecan y la Decorina
inhiben la union celular a la colagena y la fibronectina adhiriéndose a la

porcion adherible de los GAG de estas proteinas '

-Los Glucosaminoglucanos sulfatados tiene una distribucion topografica

variable segun las areas de carga de la articulacion.

- Se encuentran en mayor cantidad en la parte lateral de la eminencia donde
se concentran fuerzas compresivas durante la masticacién, movimientos
laterotrusivos, protrusivos y en bruxismo, asi también en la parte anterior del
condilo y en la porcion central del disco articular que son zonas de carga casi
permanente en las ATMs

Fibras:

Las fibras de la matriz extracelular brindan resistencia tensil y elasticidad a
esta sustancia. Las fibras elasticas dan resistencia, a la traccién y elasticidad

por eso son la base de la funciébn mecanica de sostén.

Se han descrito 3 tipos de fibras basandose en su morfologia y su

reactividad con los colorantes histolégicos.

Los 3 tipos de fibras son de colagena, reticular y elastica.

10
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Colagena:

Las fibras de colageno parecen de color blanco resplandeciente. Las cuales
son conocidas como fibras blancas que suelen medir menos de 10 Nm. de

diametro y son incoloras.

Al tefiirse con hematoxilina y eosina se manifiestan como haces de fibras

sonrosadas, onduladas y largas.

Las largas fibras de colageno: refuerzan y contribuyen a organizar la matriz,
la fase acuosa del gel polisacarido permite la difusion de nutrientes,

metabolitos y hormonas entre sangre y tejidos.

GLUCOSAMINOGLUCANOS

Los Glucosaminoglucanos (GAG), anteriormente conocidos como
mucopolisacaridos, son largas cadenas de polisacaridos no ramificadas,

compuestas por unidades repetidas de disacaridos.

Actualmente reciben el nombre de GAG debido a que uno de los 2 residuos
de glucosa del disacarido repetido siempre es una aminogiucosa (N-
acetilglicosamina o N- acetilgalactosamina) y el otro tipicamente un acido
urénico (idurénico-glucurénico).

Los GAG tienen una intensa carga negativa debido a la presencia en muchos

de los residuos de glucosa de grupos carboxilo.
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@ Generalidades de Proteinas

Se han diferenciado 7 grupos de GAG segun su estructura, sus residuos y el

numero y localizacion de los grupos sulfato. Se trata del:

1. Acido hialurénico (HA) Cartilago, liquido sinovial, piel, tejido de sostén.

2. Sulfato- Condroitino (CS) Cartilago, hueso, piel, tejido de sostén,
3.Sulfato- Dermatan (DS) Piel, vasos sanguineos, corazoén.

4. Sulfato- Heparan (HS) Membrana basal, arterias pulmonares.

5. Heparina (H) Pulmén, higado, piel, granulos de mastocitos

6. Sulfato- keratano (KS) Cartilago, cérnea, disco vertebral.

Las subunidades basicas de disacaridos de H, HS y HA son el N-
acetilglucosamina y el acido unronico, los de CS y DS son la N-
acetilgalactosamina y el acido uronico y los de KS son la N-
acetilglucosamina y la galactosa.

Los disacaridos en HA no son sulfatados pero los GAG's restantes si los son
en diferentes extensiones dando pie a una gran secuencia de

heterogeneidad.

Forman la matriz de los tejidos de sostén cuyas propiedades vienen

determinadas por la carga y por la organizacion espacial.

Los métodos de tincién que pueden indicar su presencia en tejido e incluyen

las tinciones catiénicas (basicas) de alta afinidad ‘"
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Generalidades de Proteinas

Glucoproteinas de Adhesion:

La capacidad de las células para adherirse a los componentes de la matriz
extracelular se encuentra mediada, en gran medida por las glucoproteinas de

adhesion.

Estas se fijan a las células a la matriz extracelular, Actian sobre la
morfologia de las células al influir sobre la organizacion del citoesqueleto y
contribuyen a orientar a la célula migrante durante el desarrollo embrionario
como en los procesos de cicatrizacion, contribuyen al anclaje de los epitelios
a la matriz extracelular y forman parte de las laminas basales.

Estas grandes macromoléculas tienen varios dominios, uno de los cuales por
lo menos suele fijarse a las proteinas de la superficie celular llamadas
Integrinas, uno a las fibras de colagena y uno mas a los PG.

También pueden ser en sus estructuras ser de tipo funcional como
estructural, tiene sitios de adhesion independiente para las células y para

otros componentes y tiene diferentes subunidades.

De esta manera, las glucoproteinas de adhesion comprimen a los diversos

componentes de los tejidos entre si:
Los tipos principales de PG son:
1.Fibronectina: Gran dimero compuesto por dos subunidades polipeptidicas

similares, cada una de cerca de 220000 daltons, unidas entre si por sus
extremos carboxilo mediante enlaces disulfaricos.
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Generalidades de Proteinas

Se sintetiza principalmente en los fibroblastos. Marca las vias migratorias de
las células embrionarias, de modo que las células del organismo en

desarrollo que estan migrando pueden llegar a su destino.

2.Laminina: Glucoproteina muy grande 950000 daltons compuesta por 3
cadenas polipeptidicas de gran tamarfio A, B1 y B2.

Las cadenas B se envuelven alrededor de ias cadenas A y se mantienen en
su posicion por puentes disulfuro. La laminina se localiza casi estrictamente
en la lamina basal. Tiene sitios de fijacion para heparina sulfato, colageno

tipo IV, entactina y membrana celular.

Posee uni6n con colagena tipo IV, entactina y receptores de superficie

celular.

3.Entactina: Se fija a la molécula de laminina en el sitio en que se unen entre
si, los 3 brazos cortos de esa molécuia, también lo hace al colageno de tipo
IV y por tanto facilita la fijacion de la laminina a la red de colageno.

4. Tenascina: Es una gran glucoproteina compuesta por 6 cadenas

polipeptidicas que se conservan unidas entre si por enlaces disulfuricos.
Tiene sitios de fijacion para los sindecanes y fibronectina. Se ubica en el
tejido embrionario. La segunda posee dominios para colageno tipo |, PG e

integrinas de osteoblastos y osteocitos.

Facilita la fijacion de cristales de hidroxiapatita al colageno de tipo | en el

hueso.
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@ Generalidades de Proteinas

La nutricion y la eliminacion de los productos de deshecho dependen de la

difusion a través de la matriz extracelular.

La avascularidad del cartilago posiblemente es mantenida por el Inhibidor de

crecimiento de células endoteliales e Inhibidores de proteasas. '?

Los elementos celulares son capaces de formar su propia matriz
extracelular, a partir de la difusién de los nutrientes estimulados por la carga
a que es sometida la articulacion lo cual también ayuda a la eliminacion de
los productos de deshecho, y en determinadas situaciones seran capaces de
liberar enzimas degradadoras que lo lleven a su autodestruccion ¥
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Fibronectina

FIBRONECTINA

La fibronectina (FN) es una glucoproteina estructural multifuncional de alto
peso molecular, inicialmente adopta diferentes formas todas codificadas por

el mismo gen estos se originan de diferentes recortes mRNA.

Contiene aminoacidos casi idénticos con propiedades similares, tiene
actividad inmunochistoquimica promovedora de adhesién celular, es un factor
de estimulacion de adhesion y fijacion que tiene la capacidad de estimular el

crecimiento celular y diferenciacion.,

Es un componente estructural de la matriz extracelular que se presenta
como fibrillas insolubles y en forma soluble en la sangre y otros liquidos

tisulares. ('

Esta presente en la matriz pericelular e intercelular, en las membranas
basales y en una gran variedad de fluidos corporales.

La fibronectina y otras glucoprotéinas estan intimamente involucradas en las
interacciones de las células con otras células y con su ambiente externo.

La fibronectina es sintetizada por una gran variedad de células e
intimamente asociada con los fibroblastos, las células endoteliales, los
condrocitos, las células gigantes, las células amnidticas, los miocitos y
monocitos.
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Fibronectina

Estructura

La fibronectina estd compuesta de dos cadenas de polipéptidos que son
similares pero no idénticas.

Su peso molecular es de 250 kD. Los polipéptidos estan unidos cerca de su
terminal C y poseen una serie de dominios globulares, ligeramente doblados

que tienen caracteristicas especiales de adherencia.

Ademas tiene un enlace disulfuro y su terminacion carbono en cada
subunidad hay varios dominios globulares con sitios de unién para colageno,

heparina, fibrina (interviene en la coagulacién). "

Esta molécula es producto de células mesenquimales y epiteliales, el plasma
producido por hepatocitos y en el cromosoma humano 2, asi como en

condorcitos, macrofagos y plaquetas'”

La fibronectina tiene una estructura modular. Los modulos son de tres tipos

principales, denominados tipo |, Il y Il .

El tipo | estd compuesto de cerca de 45 aminoacidos y comprenden las
terminaciones N y C de la molécula. Las nueve repeticiones tipo | son
interrumpidas en la terminacion N por dos repeticiones tipo ll, cada una

consistente de 60 aminoacidos.

La mitad de cada polipéptido contiene 15-17 repeticiones tipo Ill, cada una de

90 residuos de largo.
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@ Fibronectina

La estructura de la fibronectina es dependiente de su origen celular. La

heterogeneidad de las cadenas del polipéptido derivan de los enlaces
alternativos del RNAm de la fibronectina.

Biosintesis

La fibronectina tiene ocho enlaces diferentes dependiendo del origen celular
y la variante de unién 4-10% de la masa de la molécula pueden ser

carbohidratos con enlace O y N.

Tiene dos sitios de adherencia para las células la colagena, la heparina y
algunos proteoglucanos, el DNA, acido hialuronico y la fibrina.

Estos sitios estructurales proveen de las bases quimicas para las diversas
funciones de la fibronectina como la regulacién del crecimiento, la

diferenciacion, la arquitectura celular y ia migracion.

La fibronectina existe en dos formas principales, la fibronectina plasmatica y

fibronectina histica.

La fibronectina plasmatica es soluble en condiciones fisiologicas, mientras
que la histica solo es soluble en pH alcalino.

La fibronectina plasmatica es un dimero, pero la histica es una mezcla de
dimeros y polimeros mas grandes, todas las formas de fibronectina derivan
de un solo gen. Las variaciones menores en los empalmes determinan las
diferencias en la composicion de aminoacidos que, a su vez, son
responsables de las ligeras variantes en las propiedades bioldgicas dentro de

la familia.
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Fibronectina

Como sucede con otras proteinas plasmaticas, la fibronectina plasmatica es
sintetizada y secretada por los hepatocitos.

La mayoria de las células de origen mesenquimatico, incluso fibroblastos y

células endoteliales, secreta fibronectina histica.

La fibronectina se ubica en la matriz extracelular, donde se presenta en la
forma de filamentos delicados o conglomerados pequefios, unida a las fibras
colagenas y en las superficies celulares. (Figura1)

Fig1 Muestra la adherencia de la fibronectina a los filamentos de actina en
el espacio extracelular. Alan Stevens, Histologia Humana,.1998.

En ocasiones, la fibronectina plasmatica queda atrapada en membranas.
basales que cumplen .importantes funciones de filtracion, como las de los
glomérulos renales.
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@ Fibronectina

La fibronectina histica es una de las primeras macromoléculas estructurales

que se deposita durante el desarrollo embrionario.

Forma una matriz “primitiva” que permite la organizacion inicial y que luego

sera sustituida por la matriz 6rgano especifica definitiva.

Este papel de la fibronectina histica como matriz “indiferenciada” se repite en
las fases iniciales de la reparacion de las heridas.

Mecanismos de accion

La fibronectina durante un tratamiento quirdrgico suprime la insercion de las
células epiteliales y el crecimiento y por tanto es benéfica para fomentar la

nueva insercion.

Tiene actividad fibroblastica reparando lesiones por cicatrizacién de tejidos
dentales sometidos a fuerzas ortodoncicas.

Formando continuamente prostaglicanos y glucosaminoglicanos, sintetiza
anticuerpos mediante las células plasmaticas y une los fibroblastos a las
células del sistema inmune esto hace que aumente la matriz extracelular, y

neoformacién tisular que ocurre en el ligamento periodontal .

La molécula de fibronectina tiene dominios especializados con sitios de
fijacion especificos que le permiten fijarse a las colagenas, los
proteoglucanos, los glucosaminoglucanos, el fibrindgeno, la fibrina,
superficies celulares, bacterias y DNA.
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Fibronectina

Las variadas propiedades de fijacion de la fibronectina le permiten conectar a
las células con otros componentes de la matriz extracelular e integrar asi al

tejido en una unidad funcional.

Mediante la accién de la trasglutaminasa (factor Xlll de la cascada de la
coagulacién) la fibronectina entabla enlaces cruzados covalentes con ella
misma, el fibrindgeno, la fibrina o la colagena. Esta formaciéon de enlaces
cruzados seria muy importante en las fases iniciales de la reparacion de las

heridas.

Esto nos dice que la tenascina esta presente de forma similar en el lugar de
tensién y presion y la fibronectina va aumentando con la presion con forme

se aumenta la tension.

Ademas de colagenos y elastina, la matriz extracelular contiene varias otras
glucoproteinas, de las cuales la mejor caracterizada es la fibronectina.

Las fibronectinas son una familia de glucoproteinas de composiciones de
aminoacidos casi idénticas y propiedades similares. Todas las formas de

fibronectina derivan de un solo gen.

Las variaciones menores en los empalmes determinan las diferencias
organizacion inicial y que luego sera sustituida por la matriz organo
especifica definitiva. Este papel de la fibronectina histica como matriz
“indiferenciada” se repite en las fases iniciales de la reparacion de las

heridas.

En la composicion de aminoacidos que, a su vez, son responsables de las
ligeras variantes en las propiedades biologicas dentro de la familia.
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@ Fibronectina

Funcion

Como sucede con otras proteinas plasmaticas, la fibronectina plasmatica es

sintetizada y secretada por los hepatocitos.

La mayoria de las células de origen mesenquimatico, incluso fibroblastos y

células endoteliales, secreta fibronectina histica.

En ocasiones, la fibronectina plasmatica queda atrapada en membranas
basales que cumplen importantes funciones de filtracién, como las de los

glomérulos renales.

La fibronectina histica es una de las primeras macromoléculas estructurales

que se deposita durante el desarrollo embrionario.

Forma una matriz “primitiva” que permite la organizacién inicial y que luego
sera sustituida por la matriz organoespecifica definitiva. Este papel de la
fibronectina histica como matriz “indiferenciada” se repite en las fases
iniciales de la reparacion de las heridas. Marca las vias migratorias de las
células embrionarias, de modo que las células del organismo en desarrolio

que estan emigrandopueden llegar a su destino.

El plasma de la fibronectina de los hepatocitos es menor en tamafno que el de
la fibronectina que es sintetizadas por varias células en cultivos.

Los enlaces alternativos se encuentran localizados en tres sitios diferentes

de la cadena del polipéptido.

22



Fibronectina

Los segmentos tipo Il EIlIA o EllIB pueden estar unidos dentro o fuera. La
tercera alternativa de union ocurre en el segmento de la variable V, que es
una region de 120 residuos que puede o no encontrarse o ser incluida solo

parcialmente.

Estas alternativas de unién confieren diferentes propiedades en la molécula
de la fibronectina tales como una mayor glucosilacién, diferente sensibilidad

a la proteasa y caracteristicas de adhesion.

La fibronectina se adhiere a otras sustancias. La terminacién N contiene (a)
sitios importantes en la adherencia de la fibronectina a la fibrina, la heparina,
los estafilococos, un sitio de union cruzada a la transglutaminasa y un sitio

para el ensamble de la matriz de fibronectina .

La adherencia de la fibronectina a la fibrina es importante en la incorporacion
de fibronectina en los coagulos sanguineos. La fibronectina posee una union
cruzada con la fibrina en el residuo glutamina localizado a tres aminoacidos
de la terminacion N a través de la accion de la transglutaminasa .

La adherencia de la fibronectina y los sitios de unién cruzada de la
transglutaminasa también estan localizados junto a la terminacién C y puede
también jugar papeles similares mediando la participacion de la fibronectina

en la formacion del coagulo sanguineo .

El sitio de mayor adhesion a la heparina se encuentra probablemente
localizado cerca de la terminacion C, debido a que el sitio de la terminacion N
se adhiere a la heparina muy débilmente y no a toda la concentracion salina

fisiolégica .
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Fibronectina

La adherencia de la fibronectina a los estafilococos puede facilitar el

establecimiento de infecciones ocasionadas por tales bacterias.

La terminacién N es también importante en el ensamblaje de las matrices de

la fibronectina por los fibroblastos .

El heparan sulfato, particularmente el heparan sulfato transmembranoso con
actividad de adherencia a la fibronectina puede jugar un papel muy

importante en el ensamblaje de la fibronectina.

La fibronectina se adhiere a la mayoria de las colagenas desnaturalizadas. El
sitio de adhesion de la colagena reside en las dos repeticiones tipo |i .

Para la colagena tipo |, el sitio de adherencia en la molécula de colagena
estd cerca de o en el sitio de la hendidura de la colagenasa de los
mamiferos. Adyacente al sitio de adhesion de la colagenasa, se encuentra el
sitio de unién al DNA, cuyo significado es desconocido.

El principal sitio de unién celular esta localizado en la porcion media de la
fibronectina en una repeticion tipo Il homodloga que contiene la secuencia
Arg-Gly-Asp (RGD) Cuando cubre superficies plasticas, la fibronectina

promovera el enlace de los fibroblastos y otras células .

Existen dos sitios de unién celular probablemente menos importantes en el

segmento de unién V de la fibronectina humana.
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@ Fibronectina

Mientras que la secuencia RGD comprende el sitio principal de adherencia

en el segmento homoélogo tipo I, comprendiendo también el principal sitio de

adherencia de otras proteinas (colagena tipo |, vitronectina, fibrinégeno,

osteopontina, trombospondina, factor de von Willebrand), no esta presente
en los otros sitios de adherencia en la regién alternativa de unién V, y el
REDV y otras secuencias median la adhesién celular a estos segmentos de

la fibronectina humana .

Las integrinas se presentan sobre las superficies celulares y se unen a las

secuencias RGD ( y también a las REDV) en la fibronectina.

El sitio principal de adhesion de la heparina reside en la terminaciéon C en los
tres segmentos homologos tipo Il de la fibronectina. Otros GAG's sulfatados
también se unen a la fibronectina pero con una menor afinidad que la de
otras heparinas. Los proteoglucanos se unen a la fibronectina a través de

unién cooperativa del sitio GAG de sus cadenas.

Los proteoglucanos de las superficies celulares se unen a la fibronectina via
el sitio de uniébn a la heparina de la molécula. Debido a que los
proteoglucanos pueden interactuar con la mayoria de las moléculas
extracelulares, pueden de la misma forma promover la construccion de
complejos de proteinas de matriz extracelular en las que la fibronectina se

encuentra envuelta centralmente.

La adhesion de la fibronectina a las integrinas sobre la superficie de los
fibroblastos también promueve la sintesis y deposicion de matriz .

Se ha demostrado que la fibronectina tiene importantes efectos bioldgicos

sobre una variedad de células blanco.
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@ Fibronectina

Promueve el crecimiento y anclaje de los fibroblastos y otros cultivos de

células normales, el establecimiento de la polaridad de las membranas
basales y la migracion de una gran variedad de células, ademas de ser un

quimiorreceptor de los fibroblastos.

La diferenciacion de una gran variedad de células se ve afectada por la
fibronectina. Por ejemplo, los condrocitos se vuelven fibroblastos, las células
de musculo liso pierden su fenotipo contractil, se inhibe la formacion de
modulos multicelulares por las células del musculo liso aértico y las células
malignas se revierten a un fenotipo de apariencia normal en presencia de

fibronectina.

La fibronectina tiene actividad fibroblastica reparando lesiones por
cicatrizacion de tejidos dentales sometidos a fuerzas ortodoncicas vy
formando continuamente prostaglucanos y glucosaminoglucanos, sintetiza
anticuerpos mediante las células plasmaticas y une los fibroblastos a las
celulas del sistema inmune esto hace que aumente la matriz extracelular, y
neoformacion tisular que ocurre en el ligamento periodontal como
consecuencia del movimiento dental aumentando el colageno pero

deficientes en la unién al diente lo que determina bolsas profundas.

Las fibronectinas constituyen el prototipo de moléculas de adhesion en la

matriz extracelular y plasma, el receptor integrina ©5/' 1 de fibronectina esta
asociado con la glicoproteina de membrana plaquetaria Ic y lla, receptor que
puede mediar adhesion plaquetaria a las superficies cubiertas de fibronectina

sin una sefal previa de activacion.
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Fibronectina

La fibronectina, que circula libremente en el plasma, las glandulas linfaticas,
el suero y el fluido intersticial del organismo. Cuando un tejido sufre danos, la
fibronectina se fragmenta y se dispersa hacia afuera, al contrario de la

fibronectina intacta, que esta presente en todo el cuerpo.

Estos fragmentos se unen a ciertos receptores de las celulas cercanas al

tejido danado, lo que los estimula a invadir y reparar la lesion.

Células del cancer pueden mutar de manera tal que Ia fibronectina intacta las
estimule a invadir también los tejidos. "El cancer es el precio que pagamos

por nuestra capacidad para sanar de las heridas.

Cuando la fibronectina intacta estimula las células del cancer, estas pueden
alcanzar facilimente el torrente sanguineo o el sistema linfatico, entrar en

metastasis, y extenderse a otras parte del cuerpo.

Cuando un tejido sufre dafios, la fibronectina se fragmenta y se dispersa
hacia afuera, al contrario de la fibronectina intacta, que esta presente en todo

el cuerpo.

La fibronectina del plasma es la Unica parte del suero necesaria para una

invasion.
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Tenascina

TENASCINA

La tenascina fue aislada en diferentes laboratorios y la cual recibié varios

nombres que estudiaban aspectos diferentes de biologia celular.

De acuerdo con esto tiene varios nombres incluso GMEM, antigeno
miotendinoso, citotactina, J1220/200, hexabrachion, neuronectina La

tenascina fue aislada de la matriz extracelular de tejidos diferentes.!”

Esta estructura se visualizd6 primero en el micrégrafo de preparaciones
sombreadas rotatorias de la matriz extracelular aislado de los fibroblastos de
humanos (Erickson e Iglesias, 1984).

ESTRUCTURA

Compuesta de una cadena larga hexamérica unida por puentes de
disulfuro con un peso miolecular de 190 a 320 KDa dependiendo del tejido

donde se encuentre.

Con seis brazos largos que se extienden radiaimente de una protuberancia
central. Cada uno de los brazos posee una protuberancia terminal, un
estrecho segmento distal y un delgado segmento proximal. Tres brazos
unidos por una forma de enlaces disulfados de una union tipo T.

Dos uniones son enlazadas mediante uniones disulfadas en la protuberancia
central. Hay varios subtipos TN-C, TN-L (procesos de extension) TN-S
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@i Tenascina

( es insoluble e inhibe el crecimiento) TN-R, TN-W,-TN-X y TN-Y localizada

en diferentes tejidos

Existen tres tipos de sitios de receptores para la tenascina estos sitios son
el de fibrinégeno (El sitio se asemeja a la region terminal C de las cadenas
de fibrinégeno B y y que forman el nédulo D del fibrinégeno), fibronectina tipo
Il y factor de crecimiento epidermal (EGF)

BIOSINTESIS

Es elastica y posee sitios de unién para otras proteinas de la matriz
extracelular y para receptores de adhesién de la membrana celular tipo

glucocalix "'y a los mismos receptores de integrinas como la fibronectina ('

MECANISMOS DE ACCION

En los procesos inflamatorios reactivos esta altamente relacionada como en
el liquen plano y esta presente en el estroma de muchas neoplasias (donde
es ampliamente sintetizada por los fibroblastos alrededor de estos tumores),
pero también es proporcional a la presencia y nivel de inflamacién.
Desaparece de las heridas durante el proceso de reepitelizacion y la

contraccion de la herida

El estado de adhesividad de las células es caracterizado por células
diferenciadas, quiescentes (células en reposo) y el estado intermedio se da
en células de cicatrizacion y durante la morfogénesis interactuando con otras
células.
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@ Tenascina

Esta distribuido en el ligamento periodontal debido a la funcién de este como

soportar cargas mecanicas pesadas e interfases de tejidos mineralizados y
no mineralizados, lo que hace pensar que la tenescina provee elasticidad
participando en los procesos degenerativos y regenerativos de tejidos donde

el ambiente biomecanico normal ha sido alterado.

La tenascina es regulada por varios factores de crecimiento, citoquinas,
péptidos vasoactivos, proteinas de la matriz extracelular y factores

biomecanicos como ya se habia mencionado.

Su degradacién se ha reportada por metaloproteinasas, elastasas y serinas

lo que probablemente afectaria la cicatrizacion de las lesiones. '®

Como ya se menciono es importante en la reparacion de heridas y tejidos
como en la cicatrizacion de epitelio (mucosa oral), formacion de tejidos de

granulacién y en los frentes de migracién de las células epiteliales. 7

Una fuente importante de tenascina son los queratinocitos pero no parece

que sean un substrato de adhesién para la migracién de estos.

Las células especializadas estan rodeadas por un matriz extracelular
compuesta por colageno, proteoglucanos y glucoproteinas sirve como
sustrato para morfogénesis de tejido, brinda soporte y flexibilidad a tejidos
maduros y actia como distribucion de informacion genética de forma que
traduce e integra las sefales intracelulares a través de diferentes receptores
en la superficie celular esto tiene influencia en los procesos de crecimiento,

diferenciacion, migracién y supervivencia.
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Tenascina

La tenascina se muestra altamente expresada en los adultos en procesos de
regeneracion nerviosa, dafios vasculares, formacion de tumores y metastasis
debido a su interaccion con otras moléculas de la matriz extracelular y con
diferentes células, asociada con cambios en la matriz extracelular.

Estas relaciones estan reguladas por otras moléculas y por interacciones
célula-célula cuando las células son de la misma especie son llamadas

homotipicas y cuando son de diferente especie son llamadas heterotipicas.

Las interacciones homotipicas regulan el establecimiento y mantenimiento de
las poblaciones celulares mediante condensaciones de células

mesenquimales o vainas de células epiteliales.

Las interacciones heterotipicas median interacciones inductivas o
morfégenicas de tejidos, también llamadas de induccién embrional y forman

parte de interaccion entre células tejidos.

Estas han sido agrupadas en tres grupos a través de contactos célula- célula
mediados por unibn GAP y por factores de crecimiento, morfégenos,
hormonas y a través de moléculas de la matriz extracelular y sus receptores
de superficie celular en esta categoria es donde esta asociada la tenascina

moléculas de la matriz extracelular.

En el ciclo del desarrollo del érgano dental la tenascina comprende una serie
de procesos biolégicos, que incluyen interacciones epitelio-mesénquima,
diferenciacion celular, morfogénesis, fibrinogénesis y mineralizacion. Este
ciclo inicia en la sexta semana de vida intrauterina y continua a lo largo de
toda la vida del diente.
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Tenascina

El desarrollé dental se divide en la diferenciacion de la lamina dental a partir
del ectodermo que tapiza la cavidad oral primitiva o estomodeo.

Estas son Inducidas por el ectomesénquima adyacente, las células basales
del epitelio dental proliferan, dando lugar a las laminas vestibular y dental.

En las células de la lamina vestibular se forma una hendidura que constituye

el surco vestibular.

A partir de la lamina dental, se da un proceso de proliferacién y diferenciacion
celular, que avanza secuencialmente a través de los estadios de brote,

casquete, campana y formacién radicular.

En el desarrollo morfogenético de los dientes, intervienen en una primera
fase, desde el engrosamiento epitelial hasta el estadio de brote y la primera
condensacion del mesénquima, los factores BMP-2 y BMP-4 ( proteinas
morfogenéticas oseas).

Estos factores regulan la expresién de los genes Msx-1 y Msx-2 que
determinan el patrobn microscopico del érgano dentario a través de la
regulacion de distintas moléculas de la superficie celular y de la matriz
extracelular, que condicionan la adhesién entre las células, la remodelacion
de la membrana basal, remodelacion de la matriz que conducen a la
condensacion del mesénquima y a la morfogénesis epitelial.

Entre estas moléculas, se destacan en el mesénquima el sindecan -1 (

proteoglicano de la superficie celular) y la tenascina (glucoproteina de la
matriz extracelular).
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Tenascina

Se ha sugerido que la tenascina, puede ser importante como estimulante de
la diferenciacion de los odontoblastos, asociada con cambios en la expresion
de moléculas extracelulares.

La tenascina se localiza en los tejidos mesenquimatosos dentales,
simultaneamente con otras moléculas tipo Sindecan-1 (proteoglicano de
matriz extracelular con dominio intracelular), a las que se une, para regular
conjuntamente cambios en la morfologia celular, asi como la adhesion de las
células proliferativas y la condensacién del tejido que rodea el mesénquima

dental.

La tenascina se expresa durante la proliferacion epitelial en la porcion lingual
del germen dental, en el mesénquima que rodea el brote y en la membrana
basal. En la etapa tardia del brote epitelial, la tenascina y el sindecan estan
localizados en el mesénquima condensado que demarcado por el

mesénquima que le rodea, y esto ocasiona una rapida proliferacién celular.

En la etapa temprana del estadio de casquete, la tenascina esta presente en
el mesénquima que rodea el tejido epitelial, particularmente en la region
donde la lamina dental y el érgano del esmalte se conectan al epitelio oral, la
tenascina actia reduciéndose en la papila dental, pero se encuentra
aumentada en la membrana basal, posiblemente por su relaciéon con la
polarizacion y diferenciacién de los odontoblastos.

Durante el estado temprano de campana, aparece intensamente en la region
cuspidea del mesénquima dental y presenta un gradiente de concentraciéon
que disminuye hacia cervical. No se expresa en reticulo estrellado ni en la
diferenciacion de los ameloblastos.



Tenascina

Con el avance de éste estado, se esparce en la totalidad del tejido pulpar y
permanece en éste aiin después del desarrollo completo de la corona y de la
erupcion del diente.

La papila dental coincide con el proceso de diferenciacion de los
odontoblastos que inicia en las cuspides, ademas de estar asociada a la
formacion de dentina. Por esto, su presencia en tejido pulpar maduro, puede

reflejar la naturaleza de las células pulpares indiferenciadas no terminales.

Ademas, contribuye a la textura y remodelacion del tejido fibroso que rodea

al diente sin erupcionar.

La tenascina presenta una distribucién estructural en bandas que se alteran
con zonas de expresion y de no expresion, relacionadas a su incorporacién
periddica en el desarrollo de |a matriz de dentina.

En los dientes maduros se encuentra en predentina en la regién
interodontoblastica, en la pulpa dental. En tejidos duros no ha sido

identificada.

En el ligamento periodontal no muestra una distribucion uniforme, ya que hay
una mayor expresion en regiones relacionadas con superficies de adherencia
a nivel de la zona osteoblastica, cementoblastica y en el precemento.

Esto puede asociarse con la elaboracion de matrices de tejido mineralizado

y/o la habilidad de los fibroblastos para diferenciarse en células formadoras

de tejidos duros.
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Tenascina

En hueso alveolar, matriz 6sea y lagunas osteociticas, se ha encontrado una
expresion moderada de la tenascina, mientras que en las membranas éseas
(periostio y endostio) su expresion es marcada.'®

A nivel pulpar, en pulpa dental sana, la tenascina esta distribuida en todo el
tejido especialmente en la zona libre de células, pero en pulpa hialinizada y
con inflamacioén cronica, esta ausente.

La mayor expresion de la tenascina en la zona libre de células puede
deberse a su funcién como mediadora del estrés mecanico o a su relacion
con la elaboracion de dentina secundaria al facilitar la migracién y
diferenciacién celular.

En las interfases de tejidos mineralizados y no mineralizados (dentina y
predentina) la tenascina puede estar asociada con el estrés mecanico.

FUNCION

Es un glucoproteina de la matriz extracelular de matriz oligomérica
sintetizada por fibroblastos, las células gigantes y otras células
mesenquimatosas asociada a la embriogenesis, y procesos de
odontogenesis, angiogenesis y en el desarrollo neural participa en la
remodelacion y reparacién de tejidos, estimula y dirige la capacidad de
migracién de los diferentes tipos de células, estructura de los tejidos con
asociacion con el estrés mecanico que soportan estos y desarrollo de
tumores para esto debe relacionarse con células cuya interaccion es

regulada por la integrinas (matriz de adhesion)
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Tenascina

También se encuentra durante la odontogénesis y en el tejido pulpar y
periodontal durante el resto de la vida dental asociada a procesos de
reparacion y remodelacion periodontal. Regulacion de la migracion de las

células gliales del sistema nervioso central.

En la embriogenesis se encuentra en pulpa y predentina y en el adulto se
encuentra en el periostio, ligamento y procesos de cicatrizacion.

Funciones:

Depende de la forma de presentacion, ya sea soluble o insoluble (unida a un

substrato) y estado de diferenciacion de células blanco.

Sirve para induccion del estado intermedio de adhesividad, caracterizado por
perdida de estrés con tenidos en las fibras de actina y reestructuracion de
las placas de adhesion esto funciona en los procesos de adaptacién,
reparacion y produce senales de supervivencia para prevenir la apoptosis
(muerte celular programada) debido a la perdida de adhesién celular pero a

la vez permitir la movilidad de las células."®

También juega un papel importante como modulador de la inflamacién, en la
morfogenesis de tejidos embrionarios participando en las interacciones
epitelio-mesenquima, reparacioén de tejido pulmonar, degeneracion interna de
la membrana sinovial asi como en la degradacion e hipertrofia de esta, en
placas arteroescleréticas humanas en este caso se relaciona con el grado de
inflamacion y también puede estar asociada a regeneracion de tejidos y

nervios periféricos. 2°2"
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ENTACTINA

La entactina fue aislada iniciaimente desde la base de la matriz
extracelular como membrana secretada por Rodent Yolk Sac“?, En la
linea de las células pero no era bien conocida y caracterizada.

También fue aislado delk sarcomoa EHS por Timpl et al, derivado de la
misma proteina. ??

Su extraccién bajo condiciones muy gentiles revela que es una cuarta
molécula intimamente asociada a la laminina debido a que se une a ella
por tres brazos cortos de esa molécula ( figura 2). Esta molécula fue
originalmente llamada entactina y un fragmento anexo a la entactina, que
form6 estructuras del tipo de un nido, que fue denominada nidogeno.

Fig2. Muestra la estructura de la entactina y su uniéon con la laminina.
J.F.G. Viiegenthart. Glycoproteins Il, New Comprehensive Biochimestry.
1997.

Estructura

La entactina/ nidogeno es una glucoproteina con una  cadena
polipeptidica simple, con un peso molecuiar de 150 kDa, que exhibe
actividades de adherencia a la colagena tipo IV y la laminina en la
terminal C y G; (figura 3).
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Entactina

Contiene secuencias RGD que son sitios de union celular. También se
encuentra unida al Heparan sulfato. @
Esta presente con dos dominios -globulares separados por un dominio

lineal rico en @
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Fig 3. Muestra la unién de la entactina con las diferentes glucoproteinas
de adhesion. Peter d. Yurchencho,David, Extracellular Matrix assembly
and structure. New York.

En la forma larga del nidogeno se liga al dominio globular NCI de
colageno IV en cromatografia al 86%, la unién del nidogeno con la
laminina ayuda ala estabilizacion de Ia estructura de la membrana

base. %2

Biosintesis

La entactina esta en unién con la membrana basal, la cual es de union
auténoma en la cual la interaccién macromolecular de las proteinas es
altamente ordenada en "su arquitectura estructural de los tejidos

animales.
La entactina es una proteina oligomerica grande que se observa en la

superficie de células embrionarias y tumorales, se cree que el papel de la
Entactina es verdaderamente antiadherente.
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@ Entactina

La entactina también esta relacionada con la colagena de tipo IV y por

tanto facilita la fijacion de la laminina a la red de colagena.

La entactina se encuentra en las membranas basales especificamente en
la lamina basal que se divide en lamina lucida y lamina densa.

La lamina basal cumple varias funciones importantes por una parte actua
como sostén del epitelio, debido a da sostén del epitelio y permite la
fijacion de la parte inferior del epitelio con la matriz extracelular
subyacente.

- En especial con el colageno que contiene y actia como filtro molecular
pasivo dedo que retiene moléculas sobre la base de tamafo, forma o
carga eléctrica.

- Como filtro celular permite el paso de glébulos blancos contra
organismos invasores, impide el paso de otras células del tejido conectivo

a que ingresen al epitelio.

- Como capa de sostén para el ingreso (migracion) de células nuevas
desde los bordes circundantes de la herida hacia el centro, influye en la
diferenciacién y la organizacion celular debido a que las moléculas de la
matriz extracelular reaccionan con los receptores de superficie celular®®.

- La lamina densa se compone de un reticulado de glucoproteinas

adhesivas como laminina, colageno IV, entactina y proteoglucano como
periecano.(figura 4)
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Entactina

i

Fig 4 . Muestra la distribucién de las proteinas de adhesiéon en la
membrana basal. Alan Stevens, Histologia Humana, 19S8.

MECANISMOS DE ACCION

Muestra adhesion a las células epiteliales y no epiteliales. ®

Los anticuerpos contra ella solo se localizan en las membranas basales.
No se conocen sus interacciones con otros componentes de la membrana
basal ni su funcién, se cree que juega un papel importante en la
adherencia y penetracion del embrién primitivo. Junto con la tenascina
esta es una glucopreteina no fibrilar.

Se cree que juega un papel importante en la adherencia y penetracién del
embrién primitivo por su parte la Trombosplastina se encuentra en
concentraciones importantes en la MEC que rodea el revestimiento de los
vasos sanguineos maduros en donde parece inhibir la angiogenesis
citoesqueleto y motilidad celular. ??
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Reaccion inflamatoria al aplicar fuerzas ortodoncicas

REACCION INFLAMATORIA EN EL PERIODONTO AL
APLICAR FUERZAS ORTODONCICAS.

GENERALIDADES DE LIGAMENTO PERIODONTAL

Los tejidos que constituyen el periodonto.
Constituyen tejidos de sostén y proteccion del diente. Estos son:
- Encia
- Ligamento periodontal
- Hueso alveolar
- Cemento
En este capitulo nos enfocaremos al ligamento periodontal

Ligamento periodontal

Tejido conectivo que rodea la superficie radicular y vincula el cemento con
el hueso. Es una continuacion del tejido conectivo de la encia y se
comunica con los espacios medulares a través de los conductos
vasculares del hueso. '¥ Se encuentra ocupando el espacio del ligamento
periodontal.

Este espacio tiene un ancho variable segun la pieza dental y la edad.
Mide en promedio de 0,25 mm mas o menos 50%.

Tiene forma de reloj de arena: ancho en cervical y apical y mas angosta
en el fulcrum o eje de rotacién (unién tercio medio con el tercio apical).

Las fibras del ligamento periodontal son colagenas, reticulares, elasticas,
oxitalamicas.
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Reaccion inflamatoria al aplicar fuerzas ortodoncicas

Las fibras de colagena son las mas importantes, le permiten cumplir su
funcién principal. Se forman mientras la pieza hace erupcién. Nacen del
cemento y del hueso, se insertan en cemento y hueso, que son las fibras
de Sharpey.

Estas fibras se hacen mas gruesas y se fusionan en el centro del
ligamento, fusién que se llama plexo intermedio, el que permite la
acomodaciéon de las fibras cuando completa su erupcion. Toman un
trayecto regular formando grupos de fibras colagenas, las que se
caracterizan por un trayecto ondulado, de “S” italica, lo que les permite
enderezarse para cumplir su funcién (no son elasticas).

Grupos de fibras principales

- Fibras de la cresta alveolar: Se extienden en sentido oblicuo desde el
cemento por debajo del epitelio de union hasta la cresta alveolar. Tienen
una insercién superior en cemento. Su funcién es absorber las fuerzas de

extrusion y se oponen a los movimientos laterales. Son muy pocas.

- Fibras horizontales: Se extienden en angulos rectos respecto al eje
longitudinal del diente, se encuentran en la porcién mas cervical del diente
desde el cemento hasta el hueso alveolar. Otro grupo esta muy cercano al
apice. Las fibras permiten absorber fuerzas lateraies.

- Oblicuas: son las mas numerosas, tienen un trayecto descendente del
hueso al cemento. (Inserciobn mas superior en el hueso). Soporta las
fuerzas axiales, soportan las tensiones masticatorias verticales y las
transforman en tension sobre el hueso alveolar.
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Reaccion inflamatoria al aplicar fuerzas ortodoncicas

-Apicales: irradiada alrededor del apice. Insercibn mas superior en el
cemento. Soportan las fuerzas de extrusién. Permiten también amortiguar
las fuerzas de intrusién.

- Oxitalan : van paralelas con la superficie radicular en direccién vertical y
se flexionan para fijarse en el tercio cervical de la raiz, se piensa que
regulan el flujo vascular

El eje de rotacion permite a la pieza girar y un movimiento fisiolégico.
Cuando hay una fuerza que gira en torno a su fulcro, se desplaza en un
sentido en la zona coronaria y en sentido inverso en la zona apical. A una
zona se trasmiten fuerzas de presion, al otro lado se producen fuerzas de

traccion.

Las fuerzas de presion transmitidas por el ligamento se traducen en
reabsorcion del hueso, las de traccion, permiten aposicion de tejido 6seo.
Donde ocurre una constante remodelacion fisiol6gica.

Células

Las fibras del ligamento periodontal remodelan las fibras principales para
lograr la adaptacion ante las necesidades fisiolégicas y en reaccion a
diferentes estimulos.

-Fibroblastos: funcién de formar vy fagocitar fibras colagenas mediante
hidrélisis enzimatica. y matriz intercelular.

-Osteoblastos: se encuentran en el ligamento periodontal en relacion con
el tejido 6seo. Son los responsables de la formacion del hueso.

- Cementoblastos: ubicados en relacion, al cemento, responsables de la

formacion de cemento secundario.



Reaccion inflamatoria al aplicar fuerzas ortodoncicas

-Osteoclastos: En relacion con el hueso. Responsables de producir la
reabsorcion del hueso.

- Células epiteliales: restos de Malasez. Se estiman que son remanenetes
de la vaina de Hertwig, que se desintegra durante el desarrollo radicular.
Se distribuyen cerca del cemento a través del ligamento periodontal de
casi todos los dientes sobretodo en apice y region cervical. Se
disminuyen con la edad, al irse degenerando y a la vez desapareciendo o
pueden sufrir calcificacion para convertirse en cementiculos.

-Células mesenquimaticas indiferenciadas: se pueden transformar en

cualquier tipo celular.

SUSTANCIA FUNDAMENTAL

El ligamento periodontal cuentan con una porcién considerable de
sustancia fundamental que rellena los espacios entre las fibras y las
células, consta de glucosaminoglucanos, como 4acido hialurénico y
proteoglucanos y glucoprpteinas y con un contenido elevado de agua
como del 70%

Funciones del Ligamento Periodontal

-Fisica: de soporte al 6rgano dental, transmisién de las fuerzas oclusales
al hueso, en intima relaciéon con la funcion formativa, formar tejido para
proteccion de vasos y nervios de lesiones por fuerza mecanicas,
conservacion de tejidos gingivales.

-Formativa: formar cemento o hueso de acuerdo a las demandas

funcionales segun las fuerzas transmitidas, funcién de los osteoclastos.
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Reaccion inflamatoria al aplicar fuerzas ortodoncicas

-El ligamento en forma normal no tiene cementoclastos (solo aparecen en
funciones especificas). Los fibroblastos actian de acuerdo a las
necesidades funcionales.

- Sensorial: tiene terminaciones nerviosas de presion, al tacto y dolor. Es

capaz de detectar anormalidades en la oclusion.

- Nutricion: relacionado con la vascularizacion. "

INFLAMACION

Inflamacién es la denominacién dada a la reaccién del organismo vivo
frente a una lesion tisular y el principal mecanismo de defensa.

En un principio la inflamacién es una reaccién de defensa local con el
objetivo de destruir o debilitar el agente causal, limitar la lesion tisular y
reconstruir la estructura original mediante la regeneracién o la
cicatrizacion, lo que puede estar acomparnada de una reaccion sistémica.

La reaccion inflamatoria tiene lugar en el tejido conectivo donde juegan un
papel importante los leucocitos, sobre todo los granulocitos, neutréfilos,
donde en condiciones normales se encuentran en un escaso numero en
este tejido.

La reaccién inflamatoria incluye una cascada de procesos que pueden
tener lugar sin afectar reacciones inmunes especificas pero en la mayoria
de los casos es seguida de una reacciéon inmune influyen sobre las
células endoteliales de las vénulas poscapilares, que se contraen y
aumentan la permeabilidad de los vasos; ademas, junto con la histamina
liberada por los mastocitos, causan la relajacion de la musculatura lisa de
las arteriolas, lo cual aumenta el flujo sanguineo.
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De este modo hay incremento de la temperatura de la zona y el
incremento de la permeabilidad permite que el plasma fluya hacia el tejido
conectivo, que aumenta de tamafo hasta formar el edema de la
inflamacion (gr. oidemo, tumefaccion, edema implica fiujo de liquido hacia
los espacios intercelulares con el consecuente incremento de volumen del
tejido).

La mayor cantidad de liquido causa presién sobre las terminaciones
nerviosas sensitivas, que ademas son estimuladas por varios de los
mediadores de la inflamacién, y en conjunto causan dolor.

El factor de necrosis tumoral alfa y la interleuquina-1 estimulan las células
endoteliales de las vénulas poscapilares para que expresen moléculas de
adhesion celulares, lo cual conduce a la fijacion de leucocitos al endotelio
y su consecuente pasaje hacia el tejido conectivo de la zona inflamada.

Esta migracion de leucocitos comprende las siguientes fases: en la fase
primaria de adhesion los leucocitos de la zona marginal realizan un "rolido
"sobre las células endoteliales, donde se fijan y se separan
alternativamente de la superficie celular.

Esto es causado por las moléculas de adhesion celular ya expresadas
sobre la superficie endotelial, pertenecientes a un grupo denominado
selectinas, entre ellas selectina E (de endotelio) y selectina P (de
plaquetas).

Las selectinas se unen a los ligadura (bajo la forma de oligosacaridos
especificos) en la superficie de los leucocitos.
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La union es bastante débil, pero el rolido disminuye la velocidad de flujo
de los leucocitos y el mayor contacto con el endotelio induce
modificaciones de la conformacion de las moléculas de integrina sobre la
superficie del leucocito, de tipb LFA (leucocito, antigeno asociado a la
funcién leucocitaria).

Debido a esto, en la segunda fase de adhesion los leucocitos se fijan con

fuerza al endotelio que, estimulado por la interleuquina-1 y el factor de
necrosis tumoral alfa, entre otros, expresa otras moléculas de adhesiéon
cleular, por ejemplo ICAM (molécula de adhesion celular intercelular) y
VCAM (molécula de adhesion celular vascular), que actian como ligadura
para las moléculas de integrina LFA en la superficie de los granulocitos
neutrafilos, los monocitos y los linfocitos.

De este modo, las células se detienen y migran entre las células
endoteliales hacia el tejido conectivo, atraidas por las quimioquinas
secretadas por el endotelio.

Las distintas moléculas de adhesién se expresan en diferentes
momentos, de acuerdo con tipos variables de mediadores que estimulan
las células endoteliales y también por la especificidad de las moléculas de
adhesion para diversos tipos de leucocitos.

En conjunto, esto determina que determinados tipos de leucocitos son

reclutados en un orden especifico.

Por lo general, en la zona de inflamacién intervienen primero los
granulocitos neutréfilos, que después son reemplazados por los
monocitos (que se diferencian a macrofagos) e incluso linfocitos.
Ademas, determinados tipos de leucocitos intervienen en distintos tipos
de inflamacion.
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Con independencia de las caracteristicas de la inflamacion, gradualmente
se produce la destruccién de las bacterias por fagocitosis, en un principio
debido a la accién de los granulocitos neutrofilos, que mueven al cabo de
pocos dias, en parte debido a su corta vida media.

Se forma pus, que es el cimulo de leucocitos muertos y tejido destruido.
Los sintomas clinicos cardinales de inflamacién -tumor (tumefaccion),
rubor (enrojecimiento), calor y dolor- se entienden de inmediato a partir de
la naturaleza del proceso inflamatorio.

Con posterioridad se agregé un quinto sintoma cardinal a los cuatro
originales, la pérdida de la funcién.

En las ultimas fases de la inflamacion, los macréfagos contintan la
fagocitosis de las bacterias y eliminan ademas las células muertas, los
restos celulares y otras sustancias presentes. También comienzan los

procesos de reparacion.

La mayor parte de los macréfagos se originan por diferenciacion de los
monocitos reclutados hacia la zona de la inflamacién desde el torrente
sanguineo. 'V

La fibronectina puede unirse a las plaquetas por dos mecanismos:

1.- Donde involucra un receptor no-integrina, el complejo glucoproteina Ib
donde media la adhesion de plaquetas a la zona de lesién y da un via
alterna al receptor integrina (zlIbl' 3), el complejo glucoproteina lib-llla es
involucrado en la agregacion plaquetaria, que es activado por trombina o
ADP
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Reaccion inflamatoria al aplicar fuerzas ortodoncicas

Las principales integrinas presentes en la superficie de las plaquetas que
participan en el proceso de adhesion y agregacién plaquetaria son el
colageno (GP la-lib), la fibronectina (GP Ic-lia), la laminina (z6-'1), Factor
von Willebrand, la vitronectina y el fibrinégeno y para la agregacion el
fibrinégeno, lafibronectina,el Factor von Willebrand la vitronectina el
receptor de los tres es (GP llb-llla), sin embargo no importa el agonista
sino la formacién del coagulo plaquetario que es la agregacion plaquetaria
donde participan los receptores de glucoproteinas lib-llla (integrinas mas
abundantes en la membrana plaquetaria 50 000 por célula) y en esta
agregacion plaquetaria participan la fibronectina y la vitronectina donde
son receptores y favorecen la adhesion plaquetaria a subestructuras
endoteliales
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@ Técnicas para determinacion de proteinas

TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE
PROTEINAS

TECNICA DE LOWRY

Es un experimento que consiste en la cuantificacion es una técnica
coliremetricas y espectofotometricas para determinacién proteinica contenida

en una solucion.

Sus ventajas. Es confiable para la cuantificacion proteinica por la poca
variacion entre las diferentes proteinas.

Sus desventajas: Mucha interferencia de las substancias, Proporcion de la
reaccion lenta, Inestabilidad de ciertos reactivos, Proteinas desnaturalizadas

irreversiblemente.®®

ELECTROFORESIS

La electroforesis es la migracion de iones en un campo eléctrico, se emplea
profusamente para la separacién analitica de moléculas biolégicas.

La emigracion electroforética resultante del ion a través de la disolucion
experimenta la oposicion de una fuerza de friccion, se aplica en realidad,

solamente a dilucion infinita en un disolvente no conductor.?®

Electroforesis de proteinas en geles de poliacriiamida es comunmente
denominada electroforesis en poliacrilamida (PAGE, 'polyacrilamide gel
electrophoresis’) es una de las técnicas mas ampliamente usada para
caracterizar mezclas complejas de proteinas.
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Técnicas para determinacion de proteinas

Es un método conveniente, rapido y econémico a nivel de muestra debido a

que se requieren soélo cantidades del orden de microgramos de proteina.

Las proteinas presentan una carga eléctrica neta si se encuentran en un
medio que tenga un pH diferente al de su punto isoeléctrico y por eso tienen
la propiedad de desplazarse cuando se someten a un campo eléctrico. La
velocidad de migracion es proporcional a la relacion entre las cargas de la
proteina y su masa. Cuanto mayor carga por unidad de masa mas rapida

sera la migracion.

Empleando geles de silice o de acetato de celulosa y aplicando las proteinas
en una zona estrecha en torno a los electrodos se pueden determinar
diferencias de carga neta (carga total/masa) entre proteinas. Este método se
denomina electroforesis zonal.

Una ventaja importante de los geles de poliacrilamida es que son
guimicamente inertes, transparentes y estables en un amplio rango de pHs,
temperatura y fuerza iénica. El porcentaje a emplear dependera del tamafio
de las proteinas a separar. En un gel en gradiente la proteina migra hasta
que alcanza una zona donde el tamafio de poro impide cualquier avance.
Una vez que se alcanza el 'limite de poro' no se produce una migracion
apreciable aunque no se detiene completamente.

Resuelve mejor las bandas pues las concentra en regiones muy estrechas,
incrementa el rango de pesos moleculares que se pueden resolver en un
mismo gel comparado con los de una concentracion fija.

Algunas desventajas de la electroforesis en geles de poliacrilamida son :
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Técnicas para determinacion de proteinas

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacion de la acrilamida
por accion de un agente entrecruzador (‘cross-linking'), la bis-acrilamida en

presencia de un iniciador y un catalizador.

Como iniciador se suele utilizar TEMED (N,N,N,N'-tetrametilnediamina) y
como iniciador el ion persulfato (S208).

Las soluciones de acrilamida sé desgasifican pues el oxigeno es un inhibidor
de la polimerizacion. Ademas, durante la polimerizacion se libera calor que

podria provocar la formacién de burbujas en el centro del gel.

La velocidad de polimerizacién viene determinada por la concentracién de

persulfato (catalizador) y TEMED (iniciador).

La porosidad del gel la determina las proporciones relativas de poliacrilamida
y bis-acrilamida, siendo menor el poro cuanta mas bisacrilamida vs.

acrilamida se use.

El porcentaje total de acrilamida/bisacrilamida determina el rango de
separacion del gel. Habitualmente los geles se denominan en funcién del
porcentaje de acrilamida/bisacrilamida que contienen. Asi, la mayoria de las
proteinas se separan bien en el rango 5 a 10%. Un menor porcentaje (mayor
tamano de poro) es mejor para separar proteinas de gran tamano. Como lo

son la fibronectina, tenascina y entactina.
En funcién del estado de las proteinas (nativo o desnaturalizado) a lo largo

del proceso electroforético éstas se clasifican en electroforesis nativas o

desnaturalizantes.
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@ Técnicas para determinacion de proteinas

Una electroforesis desnaturalizante, la mas comun, es la que somete a las
proteinas a migracion asegurando la completa desnaturalizacion (pérdida
de la estructura tridimensional). En esta situacidon la migracion es

proporcional a la carga y al tamafio de la molécula pero no a su forma.

El agente desnaturalizante mas empleado es el sodiododecilsulfato o SDS,
un detergente.

Una electroforesis nativa es la que somete a las proteinas a migracién sin
desnaturalizacion. En esta situacién las proteinas migran en funcién de su
carga, de su tamano y de su forma. Ademas se mantienen en ciertos casos
las interacciones entre subunidades y entre proteinas, separandose los
complejos. Los sistemas tampon empleados en estos caso son:  tris-glicina
(rango de pH 8.3 a 9.5), tris-borato (rango de pH 7.0 a 8.5) y tris-acetato
(rango de pH 7.2 a 8.5).

SDS-PAGE es la electroforesis de proteinas mas ampliamente usada. Su
nombre significa la electroforesis en geles de poliacrilamida que se realiza en
presencia de SDS ('SDS-polyacrilamide gel electrophoresis'). @4

Se trata de un tipo de electroforesis desnaturalizante en la que las muestras
se desnaturalizan por calor en presencia de agentes desnaturalizantes (beta-
mercaptoetanol, que destruye los puentes disulfuro, SDS que desnaturaliza y
recubre a la proteina), y se separan como cadenas polipeptidicas aisladas.

En general se emplean sistemas de dos tampones (discontinuos). Este
sistema permite la separacion de volimenes relativamente grandes de
muestra sin pérdida de resolucion. La concentracion se produce por
isotacoforesis de la muestra en el primer gel ('stacking').



Técnicas para determinacion de proteinas

El efecto de estrechamiento de las bandas se basa en el hecho de que los
iones glicinato, relativamente cargados negativamente (en el deposito de
tampon superior) tienen una movilidad electroforética inferior que los

complejos de proteinas-SDS.

Que a su vez tienen menor movilidad que los iones Cl- de los tampones de
cargue en el gel de apilamiento ('stacking'). Cuando se conecta la diferencia
de potencial todas las especies han de migrar a la misma velocidad para

mantener el circuito eléctrico.

Los iones glicinato s6lo se pueden desplazar a la misma velocidad que los
iones Cl- si hay una region de 'field strenght'.

'Field strenght' es inversamente proporcional a la conductividad que es a su
vez proporcional a la concentracion, El resultado es que las tres especies de
interés ajustan sus concentraciones de forma que [Cl-] > [proteina-SDS] >

[glicinato].

Como solo hay una pequefia concentracion de proteina-SDS las tres se
concentran en una banda muy delgada entre las fronteras de migracion del

Cl- y del glicinato.

Cuando el glicinato alcanza el borde del gel de separaciéon adquiere una
mayor carga en el nuevo medio, con un pH superior, e incrementa su
movilidad. A partir de ese momento la interfase entre el glicinato y el Cl- deja
atras a los complejos de proteina-SDS que se desplazaran a su propia
velocidad.
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Técnicas para determinacion de proteinas

SDS es un detergente de accion desnaturalizante que se une a las cadenas
polipeptidicas desnaturalizadas con una relacion de 1.4 g de SDS por g de
proteina, uniéndose aproximadamente una molécula de SDS por cada dos

aminoacidos de la cadena.

Esta union masiva de moléculas de SDS bloquea la carga propia de la
molécula de proteina y le confiere al complejo una carga neta negativa
proporcional a su masa, haciendo que todas las proteinas acomplejadas con
SDS viajen hacia el anodo.

La separacién de los complejos SDS-proteina es proporcional sélo a la masa
de la proteina pues todas tienen la misma carga por unidad de masa.

Se puede entonces determinar el peso molecular aparente de cualquier
proteina por comparacion con un patrén de proteinas de pesos moleculares

conocidos.

Colorantes

La tinciéon con azul de Coomasie permite detectar hasta 0.2 a 0.6 microg de
proteina, y es cuantitativo (lineal) hasta 15 a 20 microg. Se emplea
habitualmente en soluciones de metanol-acético y se destifie por difusion en

soluciones de isopropanol-acético.
El inmunoblot se llevo a cabo en un medio de transferencia (Tris-metanol-

glicina; 50/25/12 p/p) en camara de transferencia, utilizando papel de

nitrocelulosa como membrana receptora.
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Técnicas para determinacion de proteinas

La transferencia se realizo por 45 minutos. La membrana de nitrocelulosa fue
lavada dos veces con PBS .

Al término del bloqueo, los anticuerpos monoclonales o policlonales dirigidos
en contra de las proteinas especificas (anti-moléculas de adhesién) seran
utilizados posteriormente para su deteccion con anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa o fosfatasa alcalina. % 3"
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4 Protocolo
<ot

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No se conoce si hay presencia de las proteinas de adhesion celular como
la fibronectina, tenascina y entactina en el ligamento periodontal cuando se

aplican fuerzas ortodoéncicas.

Debido a que se piensa que al aplicar diversos tipos de fuerzas
ortodéncicas se ocasiona un proceso de reaccion como es la inflamacién en
el ligamento periodontal y al ocurrir esta reaccion del ligamento periodontal
debido al estimulo puede haber un aumento, disminucién o no ocurrir nada

con las glucopreteinas de adhesion.

JUSTIFICACION.

Debido a que en la investigacion bibliografia se encontroé que la fibronectina
interviene en los procesos de cicatrizacion al aplicar fuerzas ortodoncicas y
sirve como medio de unidn para células y otras proteinas como la colagena,
la tenascina debido a que este presente en el ligamento periodontal para
soportar fuerzas, regeneracion, adhesion, modulador de la inflamacién. La
entactina sirve como medio de unién para otras proteinas como la colagena

y la laminina.
Se usan diferentes técnicas de determinacion proteica como la técnica de

Lowry que nos sirve para determinar la cantidad de proteina presente en

una muestra de ligamento periodontal
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La ofra técnica sirve para separar las proteinas por su tamaro
macromolecular y asi poder determinar su presencia en la matriz
extracelular del ligamento periodontal sano y en ligamento periodontal al que

se le aplicaron fuerzas ortodoncicas.

OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto de los movimientos ortodoncicos en la expresion,
funciones y determinar la presencia de la fibronectina, la tenascina y la
entactina como moléculas de adhesion celular del ligamento periodontal en

humanos.

Objetivo Especifico.

Determinar la presencia de proteinas de adhesion celular mediante el uso de
técnicas como la de Lowry que sirve para determinacién de proteinas y
electroforesis para determinar el tamafio molecular de las proteinas
presentes en las muestras de ligamento periodontal y si hay presencia de
fibronectina, tenascina y entactina en muestras de ligamento periodontal
tomadas de dientes sometidos a fuerzas ortodoncicas mediante el uso de
anticuerpos primarios y secundarios.
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HIPOTESIS

Hipoétesis de trabajo

Los movimientos ortodoncicos en el diente producen inflamacién en el
ligamento periodontal y debido a las fuerzas aplicadas produce un aumento
de proteinas de adhesion como la fibronectina, tenascina y entactina

Hipdtesis Nula

En el ligamento periodontal al aplicar los movimientos ortodoncicos no existe
modificacion en la presencia de proteinas de adhesion puesto que la fuerza

aplicada al diente es minima y no produce procesos inflamatorios.
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METODOLOGIA

En esta investigacién se utilizo en el ligamento periodontal de los
premolares sometidos a presion ortoddncica, los cuales recibieron
tratamiento en la Clinica de Ortodoncia de la Division de Estudios de
Postgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México. En los cuales su plan de
tratamiento contemplo extracciones de premolares superiores, inferiores
o ambos. Se realizo la extraccion de los premolares en la cual se
obtuvieron muestras del ligamento periodontal de la zona cervical, media
y apical del premolar controla los cuales no se aplicaron fuerzas y de los
premolares con aparatologia experimentales a los cuales se les aplico
fuerzas. Todas las muestras fueron colocadas en solucion de suero
fisiologico para su posterior procesamiento.

La muestra de ligamento periodontal de 5 premolares tratados
ortodoncicamente fueron tomadas como grupo experimental, contando 5
muestras de ligamento periodontal de premolares no tratados
ortodoncicamente fueron tomadas como grupo control.

Los ligamentos periodontales seran homogenizados en un buffer de Tris-
Sacarosa-EGTA (Tris 0.01 M; Sacarosa 0.255 M; EGTA 0.3mM, pH 7.4),).
La cantidad de proteina se cuantificara en las muestras utilizando
albumina de suero bovino como estandar por la técnica de Lowry (1951).
Como a continuacion se describe.

Obtenidas las muestras de ligamento periodontal para su analisis, fueron
sometidos a Western blot.
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Se determino la presencia de las moléculas de adhesion celular
(fibronectina, tenascina y entactina) del ligamento periodontal por Western
blot.

El equipo utilizado para realizar la técnica de Lowry es un
espectrofotometro, 11 tubos de ensaye para la colocacién de soluciones
y muestras, pipetas de 10ul, 200ul y 1ml para colocacion de muestras
(figura 5), gradilla para tubos de ensaye, mezclador de espectrofotometro,
y reactivos.

Fig 5. Muestra los diferentes tamafios de pipetas utilizadas y las 5
muestras de ligamento periodontal. Tomadas en el laboratorio de
Bioquimica Medica de la FES Iztacala.

CURVA DE PROTEINAS

Con esta técnica se cuantifico la cantidad de proteina en muestras de
ligamento periodontal de dientes a los que se les aplicaron fuerzas
ortodoncicas y a los que no se les aplicaron fuerzas.
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Se colocaron 11 tubos de ensaye en la gradilla de los cuales, 10 tubos
son para las muestras 2 tubos para cada una muestra de ligamento
periodontal y un tubo es el control.(Figura 6)

Fig 6. Muestra los tubos de ensaye con agua y soluciones sin muestra
Tomadas en el laboratorio de Bioquimica Medica de la FES l|ztacala.

A los once tubos se les coloco 1ml de agua destilada con 3 ml de solucién
C que es la combinacion de la solucion Ay B. También a los 10 tubos se
les adiciona .050uI de muestra de ligamento periodontal y esperamos 15
minutos; El contenido de las soluciones A y B se muestran en los anexos.
Figura 2 Muestra los tubos de ensaye con agua y solucién Ay B

Se Prepara la solucién D que contiene 2.2ml. de folin y 2.2 ml. de agua
de esta solucién se colocan .300ul de esta solucién a los once tubos y
esperamos 30 minutos. ( Fig 7)

en el laboratorio de Bioquimica Medica de la FES Iztacala.
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Se leen las muestras en el espectrofotometro leyendo a una longitud
660nm. (Figura 8) Este se lleva a cero con el tubo blanco, se fueron
colocando las muestras en el espectrofotometro que nos fue dando los
resultados de la cantidad de absorbancia de proteina total que es
reportada en mg/ml.

Fig 8. Espectofotometro. Tomadas en el laboratorio de Bioquimica
Medica de la FES Iztacala.

Una vez obtenidos los resultados en el espectrofotdmetro, se busca la
muestra mas estable y se realiza una formula ya establecida para sacar el
promedio de cada muestra(Tabla 1), y asi poder colocar la cantidad de
muestra en el gel y asi ser colocada en la camara de eletroforesis (Tabla
2).

H>O [Muest. |Sol. C|{Sol. D ' 1 2 Prom. | Form.

Esta. Tmi 3ml |.300pl
M; |44Bq; 1ml |.050 pyl | 3ml |.300ul .086|.070|.078 |.952
Mz 454 1ml [.050 pl | 3ml |.300pl .052|.049|.050 |.617

Ms |44sppc | 1Ml |.050 ul|3ml |.300p! .483|.313|.398 [4.91

Ms | Erick24IV|1ml |.050 pl {3ml |.300pl|.325|.204|.264 |3.25

Ms | 3444 1ml {.050 yl | 3ml |.300ul .136|.140|.138 |1.70

Tabla 1 con muestras y mediciones de sustancias
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El extracto crudo de proteina fue sometido a electroforesis vertical en

geles de acrilamida a 6%. Aqui las muestras fueron sometidas a una

electroforésis de poliacrilamida con SDS al 10% y la corrida se llevara a

cabo por 2 horas a 100 volts.

M, 44B;, Promedio .952 80% | 336
M2 4549 Promedio.617 80% | 51.2
M; 445006 Promedio 4.91 80% 324
Ma Erick234lV Promedio 3.25 80% | 10

Ms 344, Promedio 1.70 80% & 188

Tabla 2. Promedios obtenidos de la electroforesis

Para la realizacion del gel se utiliza el estante para el gel, estructura para

el gel, cristal grueso y delgado para el gel, peines de plastico para hacer

la separacion de celdas, tapa y tanque para electroforesis. (figura9 y 10)

Fig. © Muestra los aparatos utilizados para realizar la electroforesis

Tomadas en el |laboratorio de Bioquimica Medica de la FES |ztacala.
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Fig 10. Muestra Cristales para realizar el gel de poliacrilamida. Tomadas
en el laboratorio de Bioquimica Medica de la FES Iztacala

Primero se colocan los cristales para gel y enseguida se colocan en la
estructura para los cristales el cristal mas delgado va por delante como
se muestra en las figuras 11 Ay 11 B

Una vez colocados los cristales en la estructura se colocan en el soporte
para la realizacion del gel. (11 Ay 11 B) Tomadas en el laboratorio de
Bioquimica Medica de la FES Iztacala
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Fig. (11 Cy 11 D) muestran la colocacion de los cristales en la estructura
y en soporte para la estructura. Tomadas en el laboratorio de Bioquimica
Medica de la FES lztacala

Se fabricaron los geles de poliacrilamida al 6% donde se realiza un
separador y uno es el empacador; Del separador se preparan 20 mil el
cual esta formado por diferentes sustancias a las que nombramos
solucién 1, solucién (acrylamide mix) 2, solucién (1.5M tris con un pH de
8.8) solucién 4 (SDS al 10%), agua, Pods (APS al 10%) y TEMED este
gel fue preparado al 6% para que el poro del gel sea mas grande y las
proteinas puedan bajar mas facil.

Del empacador se preparan 4ml para la fabricacion de dos geles el cual
esta formado por agua 1.4ml, Solucién 1 0.33ul (acrylamide mix),
solucion 3 0.25ul (1.0M tris con un pH 6.8), solucién 4 0.02ul (10% SDS),
Pods 0.02ul(10% APS) y TEMED 0.0024l.

Estas soluciones se mezclan en las proporciones antes mencionadas y se
van colocando con una pipeta en los cristales para electroforesis una vez
gelificado el separador se realiza la mezcla del empacadory se espera
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su gelificacion colocando el peine de plastico para la formacion de las
celdas y posteriormente colocar las proteinas. (Figura 12)

Fig 12. Realizacién del gel de poliacrilamida. Tomadas en el laboratorio
de Bioquimica Medica de la FES |ztacala

Las muestras se fueron colocando enumeradas del 1 al 5 en las primeras
5 celdas y en las otras 5 celdas se colocaron igual, en todas se
colocaron 80ul de muestra con una jeringa de la cual se fue lavando
cada vez que se colocaba la muestra (Figura13 A a la13E)

Fig 13 A. Se muestra gel de poliacrilamida, con jeringa y muestra de
ligamento periodontal con azul de Comassi. Tomadas en el laboratorio de
Bioquimica Medica de la FES Iztacala
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Fig. 13 By C Toma de las muestras de ligamento periodontal con azul
de Comassi para ser colocadas en el gel de poliacrilamida. Tomadas en el
laboratorio de Bioquimica Medica de la FES |ztacala

Fig 13 D y E. Colocacion de las muestras en el gel de poliacrilamida.
Tomadas en el laboratorio de Bioquimica Medica de la FES lIztacala

De cada muestra se colocaron diferentes cantidades de la Muestra 1 se
colocaron 33.6ul, de la muestra 2 se colocé 51.2ul, de la muestra 3
32.4pl, de la muestra 4 10l y de la muestra 5 18.8ul. como se muestra en
la figura 14
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Fig 14. Muestras ya colocadas en el gel de poliacrilamida. Tomadas en el
laboratorio de Bioquimica Medica de la FES Iztacala

Se realiza otro gel el cual se tifie sumergiendo el gel en 5 vol. de colorante
al menos 1 h con agitacion suave o toda la noche y después se realiza
una destincion con solucién para destefiir de 10% acético en 20%
metanol y agua. (Figura 15)

Fig.15 Muestra el gel de poliacrilamida en tincion. Tomadas en el
laboratorio de Bioguimica Medica de la FES Iztacala

Estos geles se deshidratan con solucion para endurecer (Figura 16 Ay B),
y se colocan en papel celofan para conservarlos.
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Fig. Fig.16 A y B Geles ya deshidratados colocados en papel celofan.
Tomadas en el laboratorio de Bioquimica Medica de la FES lztacala

Después de colocadas las muestras en el gel se coloco el gel en la
camara de electroforesis por 2 hora a 160 voltios. Figura 17 muestra el
aparato de electroforesis.

Fig. 17 Muestra al aparato de electroforesis. Tomadas en el laboratorio
de Bioquimica Medica de la FES Iztacala

Una vez colocadas las muestras en el gel se retiran los cristales del
soporte y se colocan en el cassette como muestra la figura 18 A; Una vez
colocados en el cassette se colocan en el armazén para sujetar el
cassette como muestran las figuras 18 Ay 18 C para posteriormente ser
llevadas a la camara de electroforesis.
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Fig. 18 A,ByC Colocacin de los crisles para ser llevados a la camara
de electroforesis. Tomadas en el laboratorio de Bioquimica Medica de la
FES lztacala

En la camara de electroforesis se coloca el buffer para electreoforesis
este debe estar refrigerado, el cristal mas pequerio se coloca hacia el
centro donde es mayor la fuerza de electroforesis.
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Fig. 20
Fig. 19 Muestra El electrofotometro ya encendido y en la Fig 20 se
muestra el gel de poliacrilamida con las proteinas ya colocadas.
Tomadas en el laboratorio de Bioquimica Medica de la FES |ztacala

Fig.21 Muestra el nivel de proteina s a través del gel. Tomadas en el
laboratorio de Bioquimica Medica de la FES Iztacala

Después de dos horas de electroforesis del gel se observa como las
proteinas presentes en la muestra bajaron al nivel deseado Figura 21,
enseguida este gel sera llevado para realizar la transferencia de las
proteinas en la membrana, utilizando papel de nitrocelulosa como
membrana receptora.
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TRANSFERENCIA DE PROTEINAS

Los geles resultantes fueron preparados para inmunoblot.

El inmunoblot se llevo a cabo en un medio de transferencia (Tris-metanol-
glicina; 50/25/12 p/p) en camara de transferencia por 45 minutos a 100
miliampers, utilizando papel de nitrocelulosa como membrana receptora.
Figura 22

Almohadilla de Fibra
Papel Filtro
Membrana

Gel

Papel Filtro
Almehadilla de Fibra

\\\ B Ym | b . ': - J
D AEGYRYM | ===

Fig 22 Muestra esquematica de la colocacién de la almohadilla de fibra,
papel filtro, gel, papel de nitrocelulosa como membrana receptora,papel
filtro y almohadilla de fibra. Tomadas en el laboratorio de Bioguimica
Medica de la FES Iztacala

Las almohadillas, el papel filtro el gel y la membrana se van acomodando
en el cassette de abajo hacia arriba siempre en un medio himedo en este
caso se utiliza un buffer especial para transferencia.

Fig. 24
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Fig.23 Muestra al gel colocado para hacer la transferencia, Fig.24 Muestra
el papel de nitrocelulosa para la recepcion. Tomadas en el laboratorio de
Bioguimica Medica de la FES Iztacala

Una vez colocado el sandwich se colocan en el cassette para
posteriormente colocarlo en el aparato de transferencia. Figura 25 a la
28.

2900800
'TIIIALLR.
1...00( b
¥ 1 R E A Ll

Fig. 27 Fig. 28
Tomadas en el laboratorio de Bioquimica Medica de la FES Iztacala
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Fig.29 Muestra la colocacién de solucién para transferencia, esta debe
estar refrigerada. Tomadas en el laboratorio de Bioquimica Medica de la
FES Iztaca

Fig. 30 Ay B Muestran la camara la transferencia por diferentes vistas ya
con el cassette dentro. Tomadas en el laboratorio de Bioquimica Medica
de la FES |ztacala

Fig31Camara de transferencia conectada en el -electrofotometro.
Tomadas en el |laboratorio de Bioquimica Medica de la FES Iztacala
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La trasferencia de proteinas fue realizada por 45 min. La membrana de

nitrocelulosa fue teflida por dos minutos con la solucién de Pouson y es
lavada con solucion salina. Figuras 32 AalaD

Fig. 32 A a la D, Muestran La membrana en la tincién de Pouson y como
se van tifendo las proteinas. Tomadas en el laboratorio de Bioquimica
Medica de la FES Iztacala

Después de ser tefiida la membrana de nitrocelulosa se envuelve en
plastico y se refrigeran.
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CONCLUSIONES

Se interpretaron las técnicas para determinar cantidad de proteinas y realizar

electroforesis asi como transferencia de proteinas.
Por las caracteristicas del seminario de titulacion, en el momento de

impresion de la tesina se estaban realizando los experimentos de inmunoblot
(uso de anticuerpos primarios y secundarios)
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ANEXOS

Reactivos

CuSO,45H 2°

Na3CgH 5° 7(H 2°) citrato de sodio
Na;CO;

NaOH

Folin

Soluciénes

Soluciéon A 100m|

0.5g CuSO4 5H;

1g Naj CgHsO7 2H,0

100 ml de agua destilada
Conservar en refrigeracion

Soluciéon B 1 litro
209 NazCO;;
4g NaOH

1 litro de agua destilada ( Conservar en refrigeracion)

Solucion C 51 mi
1ml de solucion A
50 ml de solucién B

Solucién D
10 ml. de Folin
10 ml. de agua destilada
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GEL DE POLIACRILAMIDA AL 6%

Separador

Del separador se preparan 20 mi

Solucion 1, solucion (acrylamide mix) 4.0 ml
Soluciéon 2 (1.5M tris con un pH de 8.8) 5.0 ml
Solucion 4 (SDS al 10%), 0.2yl

H,O 10.6 ml

Pods (APS al 10%) 0.2yl

TEMED 0.016yl

Empacador
Del empacador se preparan 4mi
HO 1.4mi
Solucion 1 (acrylamide mix) 0.33pl
Solucién 3 (1.0M tris con un pH 6.8), 0.25ul
Solucién 4 (10% SDS) 0.02l
Pods (10% APS) 0.02pl
TEMED 0.002yl.

Preparacion de Proteinas

Se descongelan las muestras y se colocan en los tubos de Bacstainer de 1.5
ml o tubos para centrifuga.

Muestra de proteina 100 pl

Azul de Comassie 100 pl

Se pone a Hervir agua y las muestras se sumergen por un minuto.
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Colorantes
La tincién con azul de Coomasie permite detectar hasta 0.2 a 0.6 microg de

proteina, y es cuantitativo (lineal) hasta 15 a 20 microg.

SDS (Sodio dudecil Sulfato) 10% 4ml.
2 Mercaptanol 1mi

Tris pH 8 jmolar 2.5 ml

Glicerol 2ml

Anforar a 10 ml con agua

1 pizca de Azul de Comassie

Solucién para destefiir

(Medio Ambiente)

50% Methanol 500ml

10% Acido Acetico 100mi
Anforar hasta un litro con agua

Solucién para endurecer

H 20 100ml
10 ml de Glicina glicerol
Solo se observaran las proteinas

Buffer para Electroforesis
2 Litros de buffer

Se homogeniza y se debe obtener un pH de 8.3 Se baja el pH con acido
clorhidrico.

TRIZMA 6 gr.
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Glicina 28.8 gr.
Agua bidestilada

Buffer para Transferencia

Tris 5.8 gr.

Glicina 29 gr.

SDS (sodio dudecil sulfato) 1.0 gr.
Metanol 200 mi

Anforar con agua bidestilada hasta un litro.
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