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RESUMEN

El periodonto es el conjunto de tejidos que dan soporte al diente, esta constituido por hueso alveolar y
cemento radicular (tejidos duros), ligamento periodontal y encia (tejidos blandos). Las células que conforman a
estos tejidos son osteblastos, cementoblastos y fibroblastos, respectivamente. Las células de los tejidos duros
elaboran matriz extracelular, que posteriormente es mineralizada. Algunas de las proteinas que participan en el
proceso de la mineralizacion son: colagena tipo | (COL I), sialoproteina 6sea (BSP), osteopontina (OPN),
osteocalcina (ONC) y proteina de adherencia del cemento radicular (CAP). La enfermedad periodontal destruye
los tejidos periodontales, el proceso de mineralizacion esta intimamente relacionado al proceso de reparacion
de éstos tejidos. El problema actual es que el cultivo de células derivadas del periodonto se ha realizado en
monocapas, mientras que un tejido in vivo posee una estructura tridimensional. Por ello el objetivo de este
estudio es el observar la expresion de proteinas que participan en el proceso de mineralizacion en cultivos
tridimensionales, por medio de inmunolocalizacion. Se empleo un sistema tridimensional con una matriz de
colagena tipo I, para el cultivo de fibroblastos del ligamento periodontal, con un cultivo control y otro
experimental, adicionado son CAP, en éste Ultimo se observé una matriz extracelular mas abundante, y un
marcaje mas evidente para BSP y OPN. En fibroblastos del ligamento periodontal, osteoblastos del hueso
alveolar y cementoblastos, se empleo un sistema de cultivo tridimensional de baja gravedad. De manera
cualitativa la marca para COL | fue muy evidente, en los tres tipos celulares, lo que coincide con estudios en
los cuales se ha observado que ésta molécula aparece en etapas tempranas de la reparacion de éstos tejidos.
La expresion de BSP se ha relacionado con la enucleacion de los cristales de mineral. En éstos cultivos fue mas
evidente esta proteina en los fibroblastos del ligamento periodontal, aunque también fue abundante en los
osteoblastos y cementoblastos. La OPN present6 un patron similar de marcaje a la BSP, pero se observé una
marca menos intensa. La expresion de OSC y CAP fue menos apreciable, excepto en los cementoblastos. La
conclusion de éste estudio fué que estos cultivos tuvieron un comportamiento similar a los tejidos que se
encuentran en reparacion, por lo menos en lo que respecta a la expresion de moléculas asociadas al proceso de
mineralizacion.



ABSTRACT

The periodontium can be considered an organ system composed of two hard tissues (cementum and
alveolar bone) and two soft tissues (periodontal ligament and gingival tissue). The cell types that conform these
tissues are fibroblasts, cementoblasts and osteoblasts. Cementoblastic and osteoblastic cells secrete and
deposit extracellular matrix, which becomes mineralized eventually. Some of the proteins that regulate the
mineralization process are type | collagen (COL I), bone sialoprotein (BSP), osteopontin (OPN), osteocalcin
(ONC) and cementer attachment protein (CAP). The periodontal disease once it is established destroys the
periodontal tissues both soft and mineralized. Importantly, the biomineralization process is intimately
associated to the tissue regeneration process. However, it has been difficult determine how the
biomineralization process is regulated during the periodontal regeneration process. Several attempts have been
performed to answer this question in vivo and in vitro. The in vitro approach is very promising since it can
establish the conditions to develop three-dimensional tissues with similar characteristics to those in vivo. The
purpose of this study is to determine the expression of those proteins related to the mineralization process in a
three-dimensional culture system in vitro. We have used the rotary cell culture system (RCCS) and determine
the expression by immunolocalization. We have used type | collagen as a matrix and determine the
morphological changes when the cementer attachment protein is added to the periodontal ligament cell
cultures. Our results showed that the matrix produced by periodontal ligament fibroblasts in vitro became
thicker when they were treated with cementer attachment protein respect to the control cultures and the
expression of BSP and OPN was strongly evident when compared to the controls. Periodontal ligament
fibroblasts, cementoblasts and osteoblasts were cultured using the Rotary Cell Culture System (low gravidity).
Our results showed that Type | collagen expression was evident on the three cell types, which supports
previous findings that associate the expression of this molecule during the early events of tissue regeneration.
BSP is highly related to the mineralization process and is thought to be responsible of hydroxyapatite crystal
nucleation. The expression of this protein was strongly evident in periodontal ligament fibroblasts and in a
lesser degree in cementoblasts and osteoblasts. Osteopontin expression pattern was similar to that observed
by BSP. The expression of osteocalcin and cementer attachment protein was evident mainly in cells of the
cementoblastic lineage. From the results of this study we conclude that the three-dimensional cultures in vitro
show a similar behavior as those tissues observed in vivo mainly regarding to the mineralization process.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La enfermedad periodontal es el padecimiento bucal con mayor incidencia. Las secuelas que esta
enfermedad deja van desde resorcion 6sea moderada, migracion gingival, hasta pérdida de las piezas dentarias.
Para que se de una regeneracion de las estructuras periodontales remanentes, es necesario que los tejidos
mineralizados sean reestablecidos para que las fibras del ligamento periodontal puedan reinsertarse en éstos.
La mineralizacién es un paso obligado para recuperar la homeostasis en el periodonto, por lo cual es
importante conocer qué moléculas participan en este proceso y cuales son las células que expresan estas

moléculas durante la mineralizacion.



MARCO TEORICO

EL PERIODONTO

El periodonto es un conjunto de tejidos dinamicos que como principal funcion tiene la de dar soporte a los
dientes dentro de su alvéolo, asi como proteger la raiz dental. Este se encuentra constituido por 4 tejidos: dos tejidos
blandos, (encia y ligamento periodontal) y dos tejidos mineralizados, (hueso alveolar y cemento radicular; Cho y Garant,
2000).

El ligamento periodontal es un tejido conectivo que rodea la raiz para unirla con el hueso y comunica con los
espacios medulares a través de los canales vasculares del hueso alveolar (Hassel, 1993).

Uno de los elementos importantes del ligamento periodontal son las fibras de Sharpey se insertan en el cemento
y hueso alveolar. Este grupo de fibras individuales se anastomosan formando una red entre el hueso y el diente. Las
fibras principales estan compuestas en su mayoria por colagena tipo I. La configuracion molecular de las fibras de

colagena confiere gran flexibilidad y fuerza tensil (Holmstrup, 1996).

Los fibroblastos son las células méas comunes en el ligamento periodontal y aparecen como células elongadas
orientadas a lo largo de las fibras principales. Estas células sintetizan colagena, proteinas no colagenas y
proteoglucanos (Ramakrishnan et al., 1995). Una caracteristica importante de los fibroblastos presentes en el ligamento
periodontal y que los hace diferentes de los que podemos encontrar en otros tejidos conectivos, es la presencia de
subtipos con un diferente fenotipo. Los fibroblastos con tipo osteoblasticos tienen gran importancia ya que se propone
que pueden diferenciarse en cementoblastos y producir fibras de Sharpey que se insertan en el cemento (Pitaru et al.,
1995; Schroeder, 1992).

La funcion de anclaje del ligamento periodontal se realiza gracias a fibras de colagena, de las cuales se ha
hecho referencia anteriormente. La mayor parte de la colagena en la matriz extracelular del ligamento periodontal es del

tipo I, aunque también se encuentran presentes los tipos IIl, IV, V, VI, XIl y XIV. (Mariotti, 1993).

El ligamento periodontal tiene también osteonectina y otros componentes no propios de su matriz extracelular
como la vitronectina y la osteopontina, esta Ultima es producida durante la regeneracion en el ligamento periodontal. Los
componentes glucosaminoglucanos (GAGS) que se encuentran en el ligamento periodontal incluyen hialuron, heparan
sulfato, dermatén sulfato y condroitin sulfato, de estos el mas abundante es el dermatén sulfato (Gibson y Pearson,
1992).



El proceso alveolar es una estructura en el cual se encuentran alojados los dientes en criptas 6seas (Schroeder,
1986; Hassel, 1993). Este consiste en una fina laminilla de hueso que permite la union de las fibras principales del
ligamento periodontal. Alrededor de este hueso encontramos al hueso esponjoso, que es el segundo componente del
hueso alveolar, el cual a su vez se encuentra limitado por un tercer componente que es el hueso compacto formado por
dos tablas o l[Aminas dseas. Existen ademas septos interdentales e interradiculares los cuales separan a un diente de su
diente adyacente y forman compartimentos mas pequefios dentro de un alvéolo principal para los dientes
multirradiculares. (Sodek y McKee, 2000). La naturaleza dinamica del proceso alveolar es evidente debido a su
capacidad de remodelacion, en respuesta a demandas funcionales. La conservacion del hueso alveolar depende
directamente de la presencia del diente dentro de su alvéolo, ya que una vez que se pierde el 6rgano dental, el alvéolo
sufre una reabsorcion que tiene como consecuencia la disminucion de la dimensién horizontal y vertical. (Sodek y
McKee, 2000; Hassel, 1993).

El mayor constituyente organico de la matriz extracelular del hueso alveolar es la colagena tipo |, la cual al igual
que en el ligamento periodontal forma las fibras de Sharpey. Las capas periosticas y endodsticas expresan fibronectina
y tenascina (Pitaru et al., 1987). El hueso alveolar también contiene otro tipo de proteinas no colagenas como
osteocalcina y sialoproteina 6sea, ademas de componentes no especificos como osteopontina y osteonectina. Dentro
de la matriz extracelular del hueso alveolar se encuentran una gran cantidad de moléculas de adhesién celular como
fibronectina, sialoproteina 6sea y osteopontina, ademas de factores de crecimiento y proteinas morfogenéticas de hueso
(BMP’s) (Nakae et al., 1991).

El cemento es el tejido conectivo calcificado que cubre la raiz del diente desde la unién amelocementaria
hasta el apice. Este es uno de los mas importantes componentes del aparato de unién porque es el sitio en el cual las
fibras del ligamento periodontal se insertan en el diente. Histologicamente el cemento es muy parecido al hueso y a la
dentina, sin embargo, este cuenta con caracteristicas Unicas que lo hacen diferente, como la ausencia de vasos
sanguineos y linfaticos, asi como una bajo recambio metabdlico (Saygin et al., 2000). Actualmente se le clasifica en
cinco tipos dependiendo de la presencia o ausencia tanto de células como de fibras y son: cemento acelular afibrilar,
cemento acelular con fibras extrinsecas, cemento celular con fibras intrinsecas, cemento acelular con fibras intrinsecas

y cemento celular combinado estratificado (Schroeder, 1992).

Las fibras intrinsecas son sintetizadas por cementoblastos y las extrinsecas o de Sharpey son producidas por

fibroblastos del ligamento periodontal.



Bioquimicamente el cemento esta formado por una matriz inorgénica de la cual aproximadamente 50 % es
hidroxiapatita, y un matriz organica compuesta predominantemente por colagena tipo | y Ill (Birkedal-Hansen et al.,
1977). Esta matriz organica también contiene una variedad de proteinas no coldgenas, como la sialoproteina 6sea,
osteopontina, tenascina, fibronectina, osteonectina, osteocalcina, glucosaminoglucanos y proteoglucanos (MacNeil and
Somerman, 1993, MacNeil et al., 1995; Bronckers et al., 1994).

A la fecha el cultivo de cementoblastos y el estudio de sus caracteristicas ha resultado dificil, debido a que no
se conoce con certeza de donde provienen las células progenitoras del cemento que permiten que este tejido se siga
aposicionando durante toda la vida. Algunos estudios refieren que se encuentran en los espacios del ligamento
periodontal y en los espacios endosteales del hueso (Pitaru et al., 1995). Una alternativa a esta problematica es utilizar
el modelo de cementoblastos putativos aislados a partir de un cementoblastoma humano en cultivo, ya que estas
células producen proteinas de matriz extracelular que se encuentran en la matriz del cemento in vivo, relacionadas

muchas de ellas con el procesos de mineralizacion (Arzate et al., 1992; 1998; 2000).

ENFERMEDAD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal es aquella en la cual se pierde el aparato de insercion del diente (periodonto). Esta
enfermedad tiene el primer lugar de prevalencia dentro de las enfermedades bucales a nivel mundial (Barnes, 2000). La
etiologia de esta enfermedad es la placa bacteriana, una vez que ésta ha sido eliminada, es preciso que se inicie la
regeneracion de los tejidos dafiados, en primer lugar de los tejidos duros, para que de esa manera las fibras del

ligamento periodontal puedan reinsertarse y volver a constituir un periodonto funcional.

La regeneracion periodontal requiere de respuestas coordinadas de los diversos tipos celulares, por lo que
involucra diversos procesos bioldgicos tales como proliferacion, migracion, adhecion, seleccion y diferenciacion de las
células progenitoras (Christner et al., 1997; Reichert, 1992; Bronckers et al., 1994). Estos procesos deben presentarse
en una secuencia espacial y temporal. Ademas evidencias apoyan el hecho de que la regeneracion periodontal es

promovida a través de la activacion de células en la porcion remanente sana del ligamento periodontal, asi como a



través de la activacion de células en las regiones paravasculares del ligamento periodontal (Somerman et al.,1987;
Somerman et al., 1991). Sin embargo, los procedimientos actuales utilizados para lograr la regeneracién periodontal
parecen no ser predecibles.

Para solucionar este problema es necesario entender los mecanismos bioquimicos y moleculares que se
llevan a cabo durante la regeneracion del periodonto. Al respecto, la regeneracion del hueso alveolar y la promocion de
la nueva formacion del cemento radicular son cruciales para la regeneracion exitosa del periodonto (Miki et al., 1987,
McAllister et al., 1990; Somerman et al., 1989) después de la enfermedad (periodontitis). Ambos tejidos son
mineralizados, por lo cual la regeneracion periodontal se encuentra intimamente ligada al proceso de mineralizacion y
éste a su vez a la expresion de algunas proteinas, como la colagena, sialoproteina dsea, osteopontina (Roach, 1994;
Bosshardt, Zalzal, McKee y Nanci, 1998), osteocalcina (Roach, 1994; Papagerakis et al., 2002) y la proteina de

adherencia del cemento radicular (Arzate et al., 1992 a y b).

COLAGENA.

Colagena es el nombre genérico que recibe una familia de proteinas. Cada molécula de colagena consiste en
tres largas cadenas polipeptidicas que reciben el nombre de cadenas alfa. Cada una de estas cadenas tienen un giro
hacia la izquierda que se presenta cada tres aminoacidos. Las cadenas se encuentran unidas unas con otras formando
un espiral con giro hacia la derecha formando asi una estructura muy rigida. La secuencia predominante de estas
cadenas es caracteristica y consiste en un tripéptido de Gly-X-Y, donde X y Y representan cualquier otro aminoécido
diferente a la glicina. X frecuentemente es prolina y Y una aminodcido derivado de esta, la hidroxiprolina (Landis et
al.,1996).

Al menos han sido descritos 19 diferentes tipos de colagena . El tipo de colagena méas abundante es la colagena
tipo I, la cual forma fibras. Al microscopio electronico, estas fibras lucen un bandeo caracteristico y son capaces de
asumir una forma de rodillo, con una longitud de 300 nm e interactuan de manera cooperativa con otras moléculas de

colagena adyacentes.

Las tres cadenas alfa de la colagena al entrecruzarse dan como resultado la formacion de pozos, zonas de
sobreposicion y formacion de canales por la acumulacion de varios pozos, estas estructuras tridimensionales permiten

que los cristales de mineral se depositen en esta proteina. Ademas la presencia de motivos acidos como y-glutamil



fosfato dentro de las cadenas alfa determinan la unién de grupos de Ca 2* (Landis et al.,1996). Se ha establecido la
localizacion exacta de estos cristales dentro de la molécula de colagena principalmente en los pozos y en las zonas de
sobreposicion y en menor medida en la superficie de la molécula. (Landis y Song,1991).

PROTEINAS NO COLAGENAS.

SIALOPROTEINA OSEA

Se cree que las proteinas no colagenas tienen un importante papel en la organizacion de la matriz mineralizada
debido a que regulan la formacion y crecimiento de los cristales de hidroxiapatita. Dentro de la principales proteinas no
colagenas de hueso y cemento tenemos a la sialoproteina dsea (Sodek et al., 1991) con un peso de 59 kDa, constituye
de un 8 a un 12 % del total de las proteinas no colagenas de hueso y cemento (Fisher et al., 1990). Es una fosfoproteina
acidica, que ademas posee la secuencia RGD que se encuentra relacionada con la adhesion celular por medio de
integrinas, gracias al receptor de vitronectina (Oldberg, 1986). También se le ha dado especial interés a esta proteina
por su capacidad como nucleador de los cristales de hidroxiapaptita (Hunter y Goldberg, 1993), asi como un marcador
de la diferenciacion tanto de osteoblastos como de cementoblastos. Por otro lado se encuentra esencialmente en tejidos
mineralizados y es expresada en altos niveles durante la formacion de hueso y cemento de novo (MacNeil et al., 1994,
1995,1996).

OSTEOPONTINA

La osteopontina es una sialoproteina de 44-kDa que se encuentra principalmente en el hueso (Heinegrad y
Oldberg, 1989), también se localiza en tejidos no mineralizados, como el sistema nervioso central, el rifién y la placenta
(Nomura et al., 1988). Algunas de las funciones que han sido atribuidas a esta proteina son adhesion, debido a que
posee la secuencia RGD, movilizacion de osteoblastos y osteoclastos via integrinas. Ademas participa en la regulacion
del calcio debido a su potencial para unirse a éste gracias a la presencia de acido aspartico y glutamico (Mariotti, 1993).
La osteopontina se encuentra también en liquidos con gran contenido de sales de calcio (leche, bilis y orina) asi como
en el asa de Henle, lo cual indica su papel para la prevencion de la precipitacion espontanea de las sales de calcio
(Kleinman et al.,1995).

OSTEOCALCINA

La osteocalcina, también llamada proteina - Gla es una de las proteinas no colagenas mas abundante en
hueso. Es una pequefia molécula acidica altamente conservada con un peso molecular de 5.8 kDa que se caracteriza
por las modificaciones por medio de enzimas carboxilantes dependientes de vitamina K que convierten de dos a tres
residuos de acido glutdmico a acidos y-carboxiglutdmico (grupos Gla). La utilizaciéon de un anticuerpo contra este

proteina ha evidenciado su presencia tanto en cemento celular como acelular (Kagayama et al., 1997), asi como en



hueso alveolar y dentina (Sodek y McKee, 2000). Las funciones de esta molécula ain no son claras, sin embargo
cuando es utilizada la warfarina, un antagonista de la vitamina K, la carboxilacion de los residuos de acido glutdmico es
inhibida y el hueso en estas condiciones sufre una hipermineralizacion (Prince y Williamson, 1981), un efecto similar se
ha observado en ratones knock-out, (Ducy et al., 1996) indicando que la osteocalcina regula la maduracion de los
cristales minerales (Sodek y McKee, 2000; Cole, 1991). Sin embargo la regulacién de la osteocalcina por hormonas
osteotrdpicas como la 1,25-dihidroxivitamina D3y la hormona paratiroidea (Prince y Baukol, 1980), junto con al habilidad
como quimioatrayentes de precursores de osteoclastos por medio de su segmento carboxilico (Mudy y Poser, 1983),

también sugieren un papel en la resorcion del hueso (Glowacki et al., 1989).

PROTEINA DE ADHERENCIA DEL CEMENTO RADICULAR

Estudios previos han demostrado que los extractos de cemento maduro tienen una funcién de quimioatrayente
selectivo para las células del ligamento periodontal, se sabe que induce la proliferacion y favorece la sintesis de los
componentes de la matriz extracelular (Nishimura et al., 1989; Somerman et al.,1987). De estos extractos se ha aislado,
purificado y parcialmente caracterizado, la proteina de adherencia del cemento radicular (Wu et al.,1996), ésta proteina
tiene un peso molecular de 56 kDa con una secuencia de aminoacidos que presenta cierta homologia con la colagena
tipo | 'y XIl. A pesar de esto no se ha encontrado reaccion cruzada en inmunotrasferencias entre la proteina de
adherencia del cemento radicular y estas colagenas, asi como tampoco con otras moléculas de adhesion (Wu et
al.,1996).

El anticuerpo contra esta proteina ha revelado la presencia de ésta en la matriz del cemento radicular humano,
en células perivasculares dentro de los espacios endosteales (Arzate at al., 1992), asi como en cementoblastos
putativos in vitro (Arzate et al., 1998, 2000).

También ha sido demostrado que la proteina de adherencia del cemento radicular promueve la migracion y la
adhesion de células del ligamento periodontal y del hueso alveolar a la superficie radicular mas que los fibroblastos
gingivales (Metzger, 1988; Pitaru, 1995), ademas de que favorece la diferenciacion celular de células
mesenquimatosas sin un fenotipo definido hacia un fenotipo mineralizante (Arzate et al., 1996). La existencia de la
proteina de adherencia del cemento radicular con estas funciones especificas sugieren que ésta puede jugar un papel

de importancia en la cementogenesis, como parte de la regeneracion periodontal.



CULTIVOS TRIDIMENSIONALES

La mayor parte de los estudios in vitro realizados en cultivos primarios de células del periodonto hasta ahora,
se han realizado en cultivos monocapas, sin embargo, éstos crecen hasta alcanzar la confluencia, una condicion que
normalmente no se encuentra in vivo. En estas condiciones las células no se encuentran rodeadas de una matriz
extracelular organizada de manera tridimensional, por esto el crecimiento y comportamiento de la células cultivadas in
vitro difiere considerablemente de las condiciones que se presentan in vivo (Weber et al.,1986; Mueller-Klieser, 1997).
De esta forma se ha encontrado que la sintesis de colgena en fibroblastos periodontales humanos in vivo es mucho

mas baja que en cultivos monocapa (Mauch et al., 1988).

Ante este problema, el empleo de cultivos tridimensionales de células derivadas del periodonto representa una

opcion para su estudio in vitro.

Los cultivos tridimensionales son aquellos que nos permiten relacionar de manera directa la estructura con la
funcion celular (Mueller-Klieser, 1997). En combinacion con técnicas moleculares, se ha determinado que este tipo de
cultivos poseen caracteristicas que se apegan de mejor forma
a las observadas in vivo lo anterior debido a la disposicion espacial determinante tanto en la expresion génica como en

el desarrollo celular (Mueller-Klieser, 1997).

La ingenieria de tejidos es un campo cientifico emergente, cuyo proposito es el desarrollo de técnicas para la
fabricacion de nuevos tejidos que puedan reemplazar tejidos dafiados. Los principales requerimientos para producir un
tejido por medio de ingenieria son: la presencia de células formadoras del tejido en cuestion, la presencia de una matriz
que soporte a estas células de manera tridimensional, y las sefiales reguladoras que optimicen el crecimiento y

diferenciacion celular.

Por tanto, los cultivos tridimensionales como parte de la ingenieria de tejidos, son aquellos en los que se utilizan
andamios 0 matrices exégenas para brindar un soporte a las células y permitir que éstas crezcan de manera
tridimensional. En este tipo de cultivos tridimensionales se han utilizado diversos tipos de matrices, por ejemplo,
esponjas porosas, agarosa o colagena (Cochran y Wozney, 1999; Langer y Vacanti, 1993) principalmente la tipo I. Los



fibroblastos gingivales crecidos en este dltimo tipo de matriz, a diferencia de los cultivos en monocapa detienen su
capacidad proliferativa (Schor, 1980), sin embargo morfoldgicamente presentan caracteristicas muy similares a los

fibroblastos observados en cortes de encia (Hillmann et al., 1999).

Existen ademas otros tipos de cultivos tridimensionales, en los cuales no se utilizan matrices para dar soporte a
las células, sino que la estrategia que se sigue es la de prevenir la unién celular a las paredes del recipiente que las
contiene, lo que da como resultado la formacion de cimulos celulares que son denominados como esferoides (Kunz-

Schughart, 1999). Existiendo dos estrategias para el cultivo de esferoides.

1. En medio fluctuante, se logra colocando aditamentos que generen el movimiento del medio
dentro del contenedor y en medio estético, por medio del recubrimiento de platos de cultivo que

eviten la adhesion celular a la superficie de éstos

2. Cultivos de baja gravedad. Consiste en el empleo de contenedores rotatorios, que impiden la adhesion celular
al mismo (Jessup, Godwin y Spaulding, 1993). Una de las grandes ventajas de este sistema es que se logra un
ambiente espacial mas apegado a las condiciones in vivo que las obtenidas en los cultivos monocapa
tradicionales (Freed y Vunjak, 1995). Los cultivos tridimensionales con fibroblastos y queratinocitos por medio
de este sistema, han sido ampliamente utilizados para el estudio de la matriz extracelular (Armstrong et al.,
1996; Taquezawa et al.,1993).

OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Estudiar el fendmeno de mineralizacion en un cultivo tridimensional de fibroblastos del ligamento

periodontal, empleando una matriz de colégena tipo I. Estudiar este mismo fenémeno en osteoblastos del hueso
alveolar, cementoblastos y fibroblastos del ligamento periodontal en cultivos de baja gravedad utilizando un

sistema rotatorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Comprobar cualitativamente la expresion de proteinas de la matriz extracelular asociadas al proceso de

mineralizacion, como lo son la sialoproteina dsea y la osteopontina en el modelo tridimensional empleando una

matriz de colagena tipo |.



Comprobar cualitativamente la expresion de la colagena tipo |, sialoproteina 6sea, osteopontina,
osteocalcina, proteina de adherencia del cemento radicular y proteina del cemento radicular en cultivos

tridimensionales en baja gravedad, utilizando un sistema rotatorio.

Localizar nédulos de mineralizacion por medio de una tincion especifica con alizarina roja en ambos

métodos de cultivo tridimensional.



JUSTIFICACION.

La mineralizacion es un fendmeno de gran relevancia en el restablecimiento de las estructuras
periodontales que han sido afectadas por la enfermedad periodontal, por tanto el estudio del proceso de
mineralizacion in vitro por parte de las células que forman los tejidos periodontales duros resulta importante.
Sin embargo la gran mayoria de los estudios con estos tipos celulares, se ha realizado en cultivos monocapa,
los cuales no reflejan las condiciones que se presentan in vivo. Por ello es importante el proponer alternativas
ante este problema, como lo es el uso de cultivos tridimensionales, en los cuales se logran condiciones mas
apegadas a lo que sucede in vivo , el empleo de células de los tejidos periodontales en estos sistemas,
permitira en un futuro el comprender el comportamiento de estas células dentro de un sistema tridimensional,
para que mas tarde se abra la posibilidad de utilizar ésta técnica en la elaboracién de terapias alternas para
favorecer la regeneracion de los tejidos periodontales.



MATERIALES Y METODOS.

CULTIVO CELULAR.

Células del ligamento periodontal.

Las células del ligamento periodontal humano se obtuvieron de premolares extraidos por razones
ortoddncicas a un paciente masculino de 20 afios de edad. Después de la extraccion, los dientes fueron lavados
profusamente con medio de cultivo minimo escencial Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) con una
solucion de antibidticos compuesta por: 100 U/mL de penicilina y 100 pug/mL de estreptomicina. Con el
propdsito de evitar la posible contaminacion de fibroblastos gingivales del tercio cervical y fibroblastos
pulpares provenientes del tercio apical, Unicamente se raspo el tercio medio de la raiz para obtener el tejido
periodontal. Los explantes obtenidos fueron colocados en cajas de cultivo de 25 cm? con DMEM suplementado
con 10 % de suero fetal bovino (SFB), 4 % de suero humano y una solucién de antibiéticos compuesta por: 100
U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. Las muestras fueron incubadas en un ambiente al 100 % de
humedad a 37°C y en una atmdsfera con 95 % aire y 5 % de CO,. Una vez que las células llegaron al estado de
confluencia, se tripsinizaron (tripsina bovina-EDTA al 0.025%) y se subcultivaron en cajas de 75 cm2. A partir de

esta etapa Unicamente se utilizo suero fetal bovino al 4 %. (Narayanan y Page, 1976)

Células derivadas de un cementoblastoma humano.

Los cementoblastos fueron obtenidos a partir de un espécimen quirtrgico diagnosticado como
cementoblastoma, proveniente de un paciente de 38 afios. El diagnostico se llevd a cabo en la unidad de
cirugia de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM. Este
diagnostico clinico fue corroborado con el andlisis histopatolégico en la unidad de patologia de dicha

institucion.

El espécimen fue transportado en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 % . El
tejido blando circundante fue raspado y los pedazos de tejido duro macerados. Los explantes obtenidos fueron
colocados en cajas de cultivo de 25 cm? en medio DMEM, suplementado con 10 % de SFB, 4 % de suero
humano y una solucién de antibioticos compuesta por: 100 U/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina.
Las muestras fueron incubadas en las mismas condiciones de humedad, temperatura y atmosfera que en el
cultivo de los fibroblastos del ligamento periodontal, del mismo modo, el medio no fue cambiado hasta el dia
14. Una vez que las células llegaron al estado de confluencia, también fueron tripsinizadas y subcultivadas en
cajas de 75 cm2, (Bartold y Raben, 1996).



Células del hueso alveolar

Las células osteoblasticas, fueron tomadas de porciones de hueso alveolar resultantes de una cirugia
de tercer molar. Estas pequefias porciones fueron maceradas hasta obtener fragmentos de 1 mm? los cuales
fueron sembrados y subcultivados de la misma manera como se describié para las células cementoblasticas.

(Narayanan y Page, 1976)

PREPARACION DE MATRIZ DE COLAGENA EXOGENA TIPO I.

La colagena tipo | fue preparada de tendones de cola de rata, esto separando las fibras bajo condiciones
asépticas. Estas fueron disueltas en 0.2 % de acido acético (~1 gr de fibras/100 mL), durante 2 dias a 4°C con
agitacion lenta. Cumplido este tiempo y para conseguir la eliminacion de las fibras no disueltas se sometio a
centrifugacién a 4000 rpm durante 30 minutos. La concentracion de colagena en el sobrenadante se ajusta a
3mg/mL con 0.02% de &cido acético (Elsdale y Bard, 1972). Para la preparacion de los geles de colagena se
mezcld 3 volimenes de colagena (3 mg/mL) con DMEM 5.7 X (1 vol), Na HCO3z al 5 % (0.5 vol.), 0.1 M de HEPES
(1 vol.), 0.17 M CaCl, (0.1 vol.) y 4.3 volimenes de 1 X DMEM suplementado con 2 % de suero fetal bovino. Todo

este procedimiento se lleva a cabo a 4°. (Miller y Rodes, 1982).

PREPARACION DE LAS MATRICES DENTINARIAS.

Los soportes dentinarios bovinos de 300 um de grosor y 4 x 4 mm? de area se obtuvieron de 6rganos
dentarios a los cuales en primer lugar les fue eliminado el cemento radicular por medio de raspado y fueron
sometidos a un tratamiento de desmineralizacion con una solucion de &cido nitrico al 8% durante 15 horas,
posteriormente fueron lavadas con agua corriente durante 3 horas. Una vez desmineralizadas fueron cortadas e
incubadas a 37°C en medio libre de suero (DMEM) y una solucién de antibiéticos (penicilina 100 U/mL y
estreptomicina 100 pg/mL) en medio ambiente con 100 % de humedad a una temperatura de 37°C en una
atmdsfera de 95 % aire y 5% CO>. con el fin de evitar contaminacion residual que pudiera afectar al desarrollo

experimental.

CULTIVOS TRIDIMENSIONALES.

CULTIVO CELULAR EN MATRIZ DE COLAGENATIPO I




La obtencion de células fibroblasticas se realizd como se ha explicado anteriormente por la técnica de
convencional de explante. Una vez que se encontraron en estado de confluencia fueron tratadas con tripsina
porcina al 0.025% + 1.0 mM de EDTA. Las células se sembraron sobre los soportes dentinarios a una densidad
de 5 x 10° en 15 uL de colagena (Img/mL concentracion final). Todo este procedimiento fue realizado a 4°C. La
matriz fue gelificada a 37°C en medio ambiente con 100 % de humedad a una temperatura de 37°C en una
atmdsfera de 95 % aire y 5% CO». Transcurrida 1 hora, las células fueron adicionadas con DMEM 10% de suero
fetal bovino, 10mM de B—glicerofosfato, 50mg/mL de &cido ascorbico y 107 u de dexametasona. El medio fue
cambiado cada tercer dia y los cultivos se realizaron a 3 y 5 dias. Al cultivo experimental se le adiciond la
proteina de adherencia del cemento radicular en una concentracion de 2ug/mL Cumplido este tiempo se utilizd
paraformaldehido-PBS al 4% como fijador durante 1 hora. (Kleinman et al., 1981)

INCLUSION Y CORTE

Después de la fijacion las muestras fueron sometidas a 3 lavados de 30 minutos cada uno en solucion
amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4. Posteriormente fueron sometidos a tratamiento de deshidratacion
comenzando con alcohol etilico al 50, 60, 70, 96 y 100 %. Los especimenes fueron clareados con xilol durante 4
horas e incluidos en parafina para el procesamiento de corte. Los cortes obtenidos fueron de 5 um de grosor.
(Luna LG, 1978)

Una vez teniendo los cortes las laminillas fueron desparafinadas y rehidratadas por medio de
concentraciones decrecientes de alcohol etilico (100, 96, 70, 60 y 50 %) y finalmente en PBS pH 7.4. (Sheehan

DC y Hrapchak, 1980)

CULTIVOS EN EL SISTEMA ROTATORIO

Utilizando un sistema de cultivos rotatorio (RCCS. Synthecon, Inc) se sembraron cada uno de los tipos
celulares a una densidad de 2.5 x 105 por mL de medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10 %, el
medio fue cambiado cada tercer dia. Los tres diferentes cultivos fueron llevados a 10 dias, cumplido este tiempo los
esferoides fueron fijados con una disolucion de p-formaldehido al 4 % en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH
7.4, durante 12 hrs. Posteriormente los esferoides fueron incubados en una disolucién de sacarosa al 10 % en PBS pH
7.4 durante 24 hrs. (Freed y Vunjak-Novakovic, 1997).

INCLUSION Y CORTE.



Los esferoides fueron incluidos en Tissue Tech, colocados a -20° C durante 30 minutos y cortados en un
criostato a -20° C, con un grosor de 5 um y estos fueron montados en portaobjetos tratados con silano al 2 % en

disolucion con acetona. (Mills, 1995).

TINCION CON HEMATOXILINA EOSINA'Y ALIZARINA ROJA.

Las laminillas fueron sometidas a la técnica de rutina con hematoxilina eosina. (Sheehan y Hrapchak,
1980)

La tincion con alizarina roja pH 4.1 para detectar sales de calcio se realizo colocando 500 L de esta

solucion por laminilla después de 30 min., estas fueron lavadas profusamente y montadas para su observacion.
(McGee-Russell, 1958)

INMUNOLOCALIZACION.

CULTIVOS TRIDIMESIONALES EN MATRIZ DE COLAGENA TIPO |.

Se utilizaron las laminillas correspondientes a los cultivos de células derivadas del ligamento

periodontal.

Las laminillas fueron lavadas con PBS pH 7.4, incubadas en una disolucién de albumina al 2 % libre de
IgG’s en PBS, para bloquear sitios antigénicos inespecificos. Las células fueron permeabilizadas con una
disolucién de triton X-100 al 0.2 % en PBS pH 7.4. Se realizaron las inmunolocalizaciones por triplicado
utilizando un anticuerpo policlonal contra osteopontina (OPN) y en otras laminillas un anticuerpo policlonal
contra sialoproteina 6sea (BSP), ambos a una dilucion de 1:100, posteriormente fue colocado un segundo

anticuerpo policlonal a—~IgG de conejo acoplado a FITC utilizando una dilucion de 1:60. Ademés se utilizd



ioduro de propidio a una concentracion de 1mM para evidenciar el material genético. Entre cada uno de los
anteriores pasos las laminillas fueron lavadas con PBS y finalmente montadas con Vecta-shield. Para su
observacion en un microscopio confocal de tres canales (BioRad).

CULTIVOS TRIDIMENSIONALES EN EL SISTEMA ROTATORIO.

En estas laminillas se realizd una doble inmunolocalizacion, del cultivo de células del ligamento

periodontal, de células del hueso alveolar y de células derivadas de un cementoblastoma humano.

Se utilizaron anticuerpos policlonales especificos para colagena tipo | (COL 1), sialoproteina dsea (BSP),
osteopontina (OPN) y proteina del cemento (CP). Anticuerpos monoclonales contra proteina de adherencia del cemento
radicular (CAP) y osteocalcina (OCN).

Las combinaciones de los anticuerpos fueron a) COL | + CAP; b) BSP + CAP; c) OPN + CAP y
d) CP + OCN. Cada una de estas combinaciones se realizd en tres laminillas de los tres diferentes cultivos

celulares.

Las laminillas fueron lavadas con PBS pH 7.4, incubadas en una disolucion de albumina al 2 % libre de
IgG’s, para bloquear sitios antigénicos inespecificos. Las células fueron permeabilizadas con una disolucién de
triton X-100 al 0.2 % en PBS pH 7.4. Se colocaron los primeros anticuerpos policlonales de conejo (COL |, BSP,
OPN y CP) cada uno en diferentes laminillas a una dilucién 1:100, en una cdmara humeda, incubandose durante
2 horas y posteriormente el segundo anticuerpo policlonal a-conejo especifico acoplado a FITC utilizando una
dilucion de 1:60, durante 1 hora. Se repitié este protocolo, pero ahora utilizando los anticuerpos monoclonales
o— CAP y OCN, el segundo anticuerpo a—raton acoplado a rodamina. Entre cada uno de los anteriores pasos
las laminillas fueron lavadas con PBS pH 7.4. Finalmente las laminillas fueron montadas con Vecta-shield. Para

su observacién en un microscopio confocal de tres canales (BioRad). (Arzate et al., 2002)



RESULTADOS

CULTIVOS EN MATRIZ DE COLAGENA TIPQ |
TINCION CON HEMATOXILINA-EOSINA.

Se observo de manera cualitativa la presencia de matriz extracelular, siendo mas abundante en el grupo
experimental que en el grupo control, tanto en las muestras del ensayo de proliferacion (Fig.1), como en las
muestras de cultivos a 3y 5 dias (Fig. 2 y 3 respectivamente). La letra a) corresponde al control y la letra b) al
grupo experimental.

Fig. 1 Fibroblastos del ligamento periodontal. Ensayo de proliferacion.
a) Control b) Experimental. Aumento 10 X




Fig. 2 Fibroblastos del ligamento periodontal. Ensayo de 3 dias.
a) Control b) Experimental. Aumento 10 X

Fig. 3 Fibroblastos del ligamento periodontal. Ensayo de 5 dias
a) Control b) Experimental. Aumento 10X.

TINCION CON ALIZARINA ROJA.

En los cortes tefiidos con alizarina roja para detectar sales de calcio, se observaron de manera general
mas células positivas a esta tincion en el grupo experimental con respecto al grupo control, sin embargo la
diferencia a simple vista fue mas notoria en las muestras con un tiempo de cultivo de 5 dias. (Fig. 4)



Fig. 4 Fibroblastos del ligamento periodontal. Ensayo de 5 dias.
a) Control b) Experimental. Aumento 10 X

munolocalizacion PN Y BSP.

En los cortes se puede observar una expresion pobre de osteopontina (OPN) en ambos grupos. Grupo
control (a), grupo experimental (b). (Fig. 5)

Fig. 5 Fibroblastos del ligamento periodontal. Ensayo de 5 dias
a) Control b) Experimental. Aumento 40 X

La expresion cualitativa de sialoproteina 6sea fue mayor en las células tratadas con la proteina de
adherencia del cemento radicular (a), que en el grupo de células que no fueron tratadas con dicha proteina (b).

(Fig. 6).




Fig. 6 Fibroblastos del ligamento periodontal. Ensayo de 5 dias.
a) Control  b) Experimental. Aumento 40 X

CULTIVOS TRIDIMENSIONALES EN SISTEMA ROTATORIO

FIBROBLASTOS DEL LIGAMENTO PERIODONTAL

Tincion hematoxilina-eosina y tincion con alizarina roja.
Se localizan algunos cimulos o granulos de mineralizacion pero de una manera incipiente.

Fig. 7 y 8 Fibroblastos del ligamento periodontal.
Tincién HE y Alizarina roja, respectivamente. Aumento 40 X

Inmunotincion contra CAP (Rodamina) y COL | (FITC)

La presencia de colagena tipo | es evidenciada cualitativamente por una intensa marca de fluoresceina
que se localiza en todo el tejido, por el contrario el fluorocromo rodamina que evidencia a la proteina de
adherencia del cemento radicular, se localiza en zonas aisladas. Las zonas de co-localizacion fueron
practicamente nulas.



Fig. 9. Fibroblastos del ligamento periodontal. Aumento 40 X
a) Expresion COL I-FITC; CAP- rodamina b) Control negativo

Inmunotincion contra CAP (Rodamina) y BSP (FITC)

En este corte la expresion de BSP/CAP present6 un patrén similar tanto en localizacion e intensidad de
el encontrado en estas mismas células para CAP/COL | con zonas generalizadas de FITC y expresion de CAP
muy limitada.

Fig. 10. Fibroblastos del ligamento periodontal. Aumento 40 X
a) Expresion BSP-FITC; CAP- rodamina b) Control negativo

Inmunotincion contra CAP (Rodamina) y OPN (FITC)

En este corte se presenta un patron en la expresion de las proteinas similar al del anterior, con una
localizacion generalizada de OPN'y en muy pocas regiones se observa la CAP.



Fig. 11. Fibroblastos del ligamento periodontal. Aumento 40 X
a) Expresion OPN-FITC; CAP- rodamina b) Control negativo

Inmunotincion contra OCN (Rodamina) y CP (FITC)

De manera cualitativa la expresion de CP es méas generalizada en todo el tejido, en comparacion con la
expresion de la osteocalcina, la cual se evidencia por la marca de color rojo de baja intensidad.

Fig. 12 Fibroblastos del ligamento periodontal. Aumento 40 X
a) Expresidn CP-FITC; OCN- rodamina b) Control negativo

OSTEOBLASTOS DEL HUESO ALVEOLAR

Tincion hematoxilina-eosina y tincion con alizarina roja.
Con la tincién especifica se localizan algunos granulos que evidencian mineralizacién, siendo éstos
aislados y su pigmentacion es débil.



Fig. 13y 14 Osteoblastos del hueso alveolar.
Tincion HE y Alizarina roja, respectivamente. Aumento 40 X

Inmunotincion contra CAP (Rodamina) y COL | (FITC)

Se logra observar de una manera cualitativa una gran positividad para la proteina de colédgena tipo I, que
se distribuye ampliamente en el tejido, en cuanto a la CAP que se observa por medio de la rodamina se aprecia
una marca debil y puntual.

Fig.15 Osteoblastos del hueso alveolar. Aumento 40 X
a) Expresion COL I-FITC; CAP- rodamina b) Control negativo

Inmunotincion contra CAP (Rodamina) y BSP (FITC)
Al igual que en el corte anterior en estas células se encuentra un gran marcaje para la flouresceina, pero

que en este corte corresponde a la sialoproteina dsea, la marca se observa en todo el tejido, a diferencia de la
CAP cuya expresion es practicamente nula.



Fig.16 Osteoblastos del hueso alveolar. Aumento 40 X
a) Expresion BSP-FITC; CAP- rodamina b) Control negativo

Inmunotincion contra CAP (Rodamina) y OPN (FITC)
En el caso de la osteopontina, su localizacion es fue muy pobre con respecto a la COL |y la BSP, la
proteina de adherencia del cemento radicular se encuentra expresada de manera limitada.

Fig.17 Osteoblastos del hueso alveolar. Aumento 40 X
a) Expresion OPN-FITC; CAP- rodamina b) Control negativo

Inmunotincion contra OCN (Rodamina) y CP (FITC)
Es este corte existe una pobre positividad para ambas proteinas, sin embargo la OCN es mas evidente,
en comparacién de la marca para la CP.



Fig.18 Osteoblastos del hueso alveolar. Aumento 40 X
a) Expresion CP-FITC; OCN- rodamina b) Control negativo

CEMENTOBLASTOS
Tincién hematoxilina-eosina y tincion con alizarina roja.
Se localizan algunos cimulos o granulos dcimineralizacién,p

Fig. 19 y 20 Cementoblastos del cemento radicular.
Tincién HE y Alizarina roja, respectivamente. Aumento 40 X

Inmunotincion contra CAP (Rodamina) y COL | (FITC)

En estas células la marca para la CAP es en zonas localizadas dentro del tejido, en la mayor parte de los
casos se presenta con un patrén de puntilleo, sin embargo hay una mayor marca para la colagena



Fig.21 Cementoblastos del cemento radicular. Aumento 40 X
a) Expresion COL I-FITC; CAP- rodamina b) Control negativo

Inmunotincion contra CAP (Rodamina) y BSP (FITC)

En este caso se observa que la expresion de BSP evidenciada por el color verde de la fluoresceina se
encuentra ampliamente distribuida, la CAP se identifica con la rodamina, en color rojo, que poco se observa de
manera individual, sino que se da una co-localizacion con la marca de la BSP.

Fig.22 Cementoblastos del cemento radicular. Aumento 40 X
a) Expresion BSP-FITC; CAP- rodamina b) Control negativo

Inmunotincion contra CAP (Rodamina) y OPN (FITC)

La expresion de la osteopontina es similar, en la distribucion, aunque de menor intensidad a la
presentada para la sialoproteina 6sea, de igual manera podemos observar que la expresion de la CAP es
escasa, con respecto a la OPN.



Fig.23 Cementoblastos del cemento radicular. Aumento 40 X
a) Expresion BSP-FITC; CAP- rodamina b) Control negativo

Inmunotincion contra OCN (Rodamina) y CP (FITC)
En este corte se puede apreciar en todo el tejido la fluoresceina, evidenciando a la CP y en cuanto a la
expresion de la osteocalcina fue poco evidente.

Fig.24 Cementoblastos del cemento radicular. Aumento 40 X
a) Expresion CP-FITC;OCN- rodamina b) Control negativo



DISCUSION

Los cultivos tridimensionales son aquellos que en combinacion con técnicas moleculares han
determinado que poseen caracteristicas mas apegadas a las observadas in vivo en comparacién con los
cultivos convencionales, debido a que la disposicién espacial y el ambiente que rodean a las células son

determinantes tanto en la expresion génica como en el desarrollo celular (Mueller-Klieser, 1997).

Los principales requerimientos para producir un tejido por medio de ingenieria son: la presencia de una
matriz que soporte a estas células de manera tridimensional, la presencia de células formadoras del tejido en

cuestion y sefiales reguladoras para optimizar el desarrollo celular.

Por tanto en la ingenieria de tejidos, los cultivos tridimensionales son aquellos en los que se utilizan
andamiajes 0 matrices exodgenas para brindar un soporte a las células y permitir que éstas crezcan de manera

tridimensional.

En este tipo de cultivos tridimensionales se han utilizado diferentes tipos de matriz para dar soporte a

las células, como esponjas porosas, agarosa o colagena, esta Ultima la de tipo |.

En este estudio se utiliz6 una matriz de colagena tipo |, debido a que es la proteina mas abundante en el
ligamento periodontal (Cochran y Wozney, 1999; Langer y Vacanti, 1993).

Ademas se utiliz en estos cultivos, la adicion de proteina de adherencia del cemento radicular a los

grupos experimentales, como sefial reguladora.



De manera general se pudo observar en los cortes que la cantidad de tejido que se obtuvo en los grupos
experimentales fue mayor, con una gran cantidad de matriz extracelular en comparacién con los grupos
controles, en ambos tiempos de cultivo, esto nos revela que la proteina de adherencia del cemento radicular
favorece la produccion de matriz extracelular. La proteina de adherencia del cemento radicular ha demostrado
ademas favorecer la migracion y adhesion de células del ligamento periodontal (Metzger, 1988: Pitaru, 1995).

En lo que respecta a la tincién con alizarina roja que evidencia el depdsito de sales de calcio, se
observo un incremento en la sefial positiva en el grupo experimental, sin la observacion de nucleos de
mineralizacion bien definidos. Confirmando que esta proteina favorece la formacion de tejido mineralizado,

como se ha encontrado en cultivos monocapa (Liu et al.,1997).

La inmunolocalizacion fue mas intensa en el grupo experimental al utilizar el anticuerpo contra
sialoproteina 0sea, encontrando mayor marca que en el grupo control, este mismo hallazgo fue obtenido por
Alvarez—Pérez et al., 2001 en los cuales se observd que la CAP regula la expresion de la sialoproteina sea,
favoreciendo de esa manera el proceso de mineralizacién, ya que la sialoproteina dsea es un nucleador de los

cristales de hidroxiapatita (Hunter y Goldberg, 1993).

En contraste con el resultado anterior, la expresion de la osteopontina fue practicamente nula en ambos
grupos. Esta proteina ha demostrado tener como una de sus funciones el regular el crecimiento inicial de los
cristales de hidroxiapatita (Marriotti, 1993), pero como el tiempo de cultivo méximo fue de 5 dias probablemente

no se inicio el proceso de regulacion del crecimiento de los cristales.

Existen ademas otros tipos de cultivos tridimensionales, en los cuales no se utilizan matrices para dar
soporte a las células, sino que la estrategia que se sigue es la de prevenir la union celular a las paredes o piso
del recipiente que las contiene, lo que da como resultado la formacion de cumulos celulares que son

denominados como esferoides (Kunz-Schughart, 1999).

Dentro de esta modalidad tenemos aquellos cultivos que se logran mediante el empleo de contenedores

rotatorios, estos cultivos reciben el nombre de cultivos en baja gravedad (Jessup, Godwin y Spaulding, 1993).

En los cultivos de fibroblastos encontramos que el mayor marcaje fue para la colagena tipo I, lo cual
coincide con los resultados en cultivos tanto en monocapa, como in vivo (Cho y Garant, 2000; Hassell, 1993;

Mariotti, 1993 ). Lo anterior debido a que estas células tienen entre sus principales funciones la elaboracion y



remodelacion de la matriz extracelular del ligamento periodontal, siendo la molécula mas abundante dentro de

ésta matriz la colagena tipo I.

Con respecto a las proteinas involucradas en el proceso de mineralizacion, estos cultivos presentaron
un patron similar para la expresion de sialoproteina 6sea y osteopontina, este hallazgo se encontr6 también in
vivo durante la reparacion de tejidos después de una lesion inducida (lvanovsky, 2000). La expresion de
osteocalcina fue muy pobre, posiblemente debido a que los tiempos de cultivo, no fueron suficientes para esta

proteina cuya funcion es la de regular la maduracion de los cristales (Sodek y McKee, 2000).

Los osteoblastos son productores de una matriz extracelular que consiste predominantemente en
colagena tipo | y proteinas no colagenas como lo son sialoproteina 6sea, osteopontina y osteocalcina, (Sodek y
McKee, 2000). En los cultivos tridimensionales se puede observar la presencia de estas moléculas en un patrén
muy similar con el descrito para los fibroblastos del ligamento periodontal, aunque de manera general, de

menor intensidad.

Tanto para los fibroblastos, como para los osteoblastos, la presencia de la proteina de adherencia del
cemento radicular, fue muy poco evidente, con respecto a la marca observada en los cementobalstos debido a
que es una proteina distintiva de cemento radicular (Arzate et al., 1992, 1998, 2000, 2001)

El cultivo de cementoblastos y el estudio de sus caracteristicas ha sido dificil, por lo cual una
alternativa a esta problematica es la de emplear en este estudio el modelo de cementoblastos putativos aislados

a partir de un cementoblastoma humano en cultivo, (Arzate et al., 1992; 1998; 2000).

El hueso alveolar y el cemento son tejidos que poseen caracteristicas en comin, como su
composicion (Nazan et al., 2000). Por otro lado ha sido considerado que una misma célula progenitora da origen
a osteoblastos y cementoblastos (Nohutcu et a., 1996) probablemente éstos factores expliquen que el patrén de
tincion con alizarina roja es similar en cementoblastos con respecto a los cultivos de osteoblastos, de la misma
manera con la expresion de colagena tipo | y sialoproteina, cualitativamente la intesidad y distribucion de la
marca fue similar en los dos cultivos, sin embargo la expresion de la osteopontina fue mayor en el tejido
derivado de cementoblastoma humano. Por otro lado la expresion de la proteina de adherencia del cemento
radicular, fue mas intensa en estos cultivos que en los cultivos de fibroblastos del ligamento periodontal y del
hueso alveolar, esto se puede explicar debido a que dicha proteina es considerada como un marcador biolégico
del cemento radicular (Arzate et al., 1992a y b; 1998, 2000, 2001)



CONCLUSIONES

La enfermedad periodontal tiene el primer lugar de prevalencia dentro de las enfermedades bucales,
dejando como secuelas la destruccion de los tejidos periodontales.

El entender como se lleva a cabo el proceso de reparacion de los tejidos que conforman al periodonto
es de fundamental importancia, ya que es el comienzo para una buena rehabilitacion bucal. Esta fué la razén
por la cual este estudio estuvo enfocado observar la expresion de proteinas que participan en el proceso de
mineralizacion, ya que dicho proceso se encuentra estrechamente relacionado a la de reparacion de los tejidos
afectados por la enfermedad periodontal, ya que es necesario restablecer los tejidos duros, para que de esa
forma sirvan como un soporte para los tejidos periodontales blandos.

Las células que conforman los tejidos periodontales no se encuentran organizadas en monocapas, Sino
que presentan un arreglo tridimensional. Esta es la razén fundamental por la cual fueron empleados cultivos
tridimensionales, brindando asi una situacién mas apegada a lo que ocurre dentro de los tejidos que forman el
periodonto in vivo.

La expresion cualitativa de moléculas relacionadas con el proceso de mineralizacion, fue lo que se
obtuvo como resultado.

De manera general se puede afirmar que las células presentaron una expresion de éstas moléculas
similar a la que encontramos en los tejidos en reparacion.

Tanto en los cultivos tridimensionales de células derivadas del periodonto empleados en este estudio,
como en los tejidos periodontales en reparacion se presenta una secuencia temporal de las proteinas que
participan en el proceso de mineralizacion, teniendo una mayor expresion de colagena tipo |, sialoproteina 6sea
y osteopontina en las primeras fases del proceso de reparacion y en éste caso en los primeros dias de cultivo y
en etapas mas avanzadas se localizan proteinas como la osteocalcina.

Debido a lo anterior se puede afirmar, que por lo menos desde este punto de vista de la expresion de
proteinas relacionadas con el proceso de mineralizacidn, los cultivos tridimensionales derivados de células del
periodonto empleados en este estudio tienen un comportamiento similar a las células que tienen como funcion
la reparacion de éstos tejidos, después de la enfermedad periodontal.

Sin embargo, es bien sabido, que aun siendo estos cultivos tridimensionales hay un sin namero de
factores adicionales in vivo que desafortunadamente no pudieron ser reproducidos. No obstante, este modelo
ofrece la posibilidad de simular condiciones mas reales y los resultados obtenidos pueden ser utilizados para
futuras investigaciones, dentro de las cuales se emplee ademas un analisis cuantitativo, asi como descripcion
ultraestructural de las células crecidas cultivadas tridimensionalmente.
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