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INTRODUCCION.

El cemento es un tejido importante en el periodonto ya que permite la
insercién de las fibras de colagena del ligamento periodontal, dando soporte al
organo dentario. El proceso de formacion de este tejido, la produccion de
proteinas de matriz extracelular por parte de los cementoblastos y la forma como
responden dichas células aln son interrogantes que permanecen como preguntas
abiertas en el campo de la biologia periodontal.

Es claro entonces, que el cemento radicular es un tejido que nos interesa
porque existen muchos mecanismos sin explicacion hasta el momento, donde el
estudio de la expresion y la produccién de proteinas especificas del cemento
radicular pueden ayudar a entender cémo es la formacién, la reorganizacion de la
matriz extracelular, la reorganizacion de las fibras de colagena y posiblemente el
reclutamiento de subpoblaciones celulares que ayuden a la formacion de nuevo

cemento radicular y de ligamento periodontal.

ANTECEDENTES.

El cemento radicular fue descrito por primera vez en 1835 por los discipulos
de Purkinje como un tejido mineralizado que cubre la superficie radicular de los
organos dentarios. Sus principales funciones son proveer el anclaje para las fibras
de colagena del ligamento periodontal (fibras de Sharpey), mediar la insercion del
diente al hueso alveolar, distribuir las fuerzas masticatorias, jugar un papel
primordial en la reparacién de la superficie radicular y es de suma importancia
para la formacion de tejidos periodontales durante los movimientos de ortodoncia
debido a que es el soporte del diente y dicta el espacio del ligamento periodontal

en el alveolo® 2,



Estructura.

Con el microscopio 6ptico pueden diferenciarse dos tipos de cemento:
acelular y celular. El término cemento acelular no es muy apropiado ya que como
tejido vivo, las células son parte integral del cemento en todo momento. No
obstante, algunas capas de cemento radicular no incorporan células en su matriz
mineralizada, caracteristica que le da su nombre. El cemento acelular cubre la
dentina radicular desde la unién cemento-esmalte hasta el apice, pero a menudo
falta en el tercio apical de la raiz. En esta porcion es donde el cemento es en su
totalidad de tipo celular debido a que se pueden visualizar a los cementoblastos
(unidades estructurales) encargados de sintetizar la matriz tanto organica como
inorganica del cemento. Con microscopia electronica, los cementoblastos se
pueden observar como células cuboidales que presentan caracteristicas
ultraestructurales Unicas: numerosas mitocondrias, un aparato de Golgi bien
desarrollado y grandes cantidades de reticulo endoplasmico granular, lo que
revela su intensa actividad biolégica.

El término de cemento celular es debido a que los cementoblastos quedan
incorporados en su matriz mineralizada habiendo finalizado su funcién en la
formacion del tejido o cementogénesis, recibiendo el término de cementocito. Un
cementocito tipico posee numerosas prolongaciones celulares o caniculos que se
irradian a partir de su cuerpo celular. Estas prolongaciones pueden ramificarse y
con frecuencia establecer anastomosis con las de una célula vecina. El citoplasma
del cementocito contiene escasas mitocondrias, el reticulo endoplasmico parece
dilatado y el nucleo es pequefio revelando involucién y picnosis, indicando que los
cementocitos son células en proceso de degeneracidbn y se propone que

presentan una escasa actividad biolégica® *.



Propiedades Fisicoquimicas.

Se asume que el cemento radicular es similar al hueso, porque presenta
las caracteristicas siguientes:

1) Las enfermedades que afectan las propiedades del hueso, a menudo
alteran las propiedades del cemento. Por ejemplo, la enfermedad de Paget resulta
en hipercementosis; la hipofosfatasia resulta en la no-formacién de cemento, con
la exfoliacion dentaria y el hipopituitarismo esta asociado con la disminucion de
cemento”.

2) La composicion inorganica del cemento radicular es similar a la del hueso
alveolar. Tanto el cemento como el hueso se componen aproximadamente del
50% de fosfatos de calcio que se encuentran en forma de cristales de
hidroxiapatita [Ca;0(PO4)s(OH),]; con elementos trazas como magnesio (0.5 al
0.9%), fluor, sodio, cobre, azufre y zinc, sin embargo su distribucion y significado
no han sido estudiados a detalle?.

3) La matriz organica de cemento es considerada similar a la de hueso ya
que consiste primariamente de colagenas Tipo | (95%) y Tipo 1l (5%), las cuales
en conjunto desempefian un papel de tipo estructural. Moléculas como fibronectina
(FN), sialoproteina ésea (BSP), osteopontina (OPN), fosfatasa alcalina (ALP),
osteocalcina (OC), osteonectina (SPARC) y diversos factores de crecimiento como
el factor de crecimineto insulinico tipo | (IGF-I), factor de crecimiento insulinico tipo
II (IGF-II), factor de crecimiento fibroblastico acido (FGFa), factor de crecimiento
fibroblastico basico (FGFb), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y
factor de crecimiento tumoral beta (TGFf), son también componentes de la matriz
extracelular del cemento pero no son cemento especificas®*°.

A pesar de estas similitudes, el cemento radicular tiene caracteristicas
Gnicas que lo pueden diferenciar de hueso: presenta un color amarillo, una baja
microdureza, falta de vascularizacién e inervacién; ademas de poseer un bajo
recambio metabdlico, no presenta drenaje linfatico y hasta el momento se han

descrito s6lo dos moléculas especificas de la matriz extracelular del cemento



radicular: la proteina de adhesion de cemento (CAP) y el factor de crecimiento de

cemento (CGF)**2,

Proteina de Adhesién del Cemento.

La CAP se logro purificar y caracterizar parcialmente a partir de extractos
de cemento radicular, lo cual indica que es una proteina que se secreta tanto en la
matriz de cemento como en el espacio del ligamento periodontal. La CAP fue
caracterizada en un estudio de Wu®3, donde se describié como una proteina tipo
coladgena de 56 kDa; en la que seis secuencias de péptidos obtenidos, no se
encuentran en otras proteinas de adhesién descritas en cemento como BSP,
OPN, FN. Parte de su secuencia contiene repeticiones con los tripletes tipicos de
colagena Gly-X-Y; tiene homologia del 82% con un dominio de colagena tipo Xl y
un 95% con la colagena tipo | alfa bovina. Sin embargo, los anticuerpos para
colagena tipo I, V, VIl y XIV no reconocen a esta proteina del cemento
radicular +1°.

Estudios enfocados a entender la funcién de la CAP han demostrado que
esta proteina promueve la adhesion de células derivadas del periodonto; tiene una
alta afinidad por fibronectina, por hidroxiapatita, por la dentina y por el cemento
radicular'’. Asimismo, se ha determinado in vitro que poblaciones celulares del
ligamento periodontal adheridas a raices preparadas con CAP y que expresan
esta proteina; tienen la capacidad de producir ALP y formar tejido mineralizado.
Esto indica que la proteina tiene un efecto diferenciador respecto a la migracion y
la adhesién de células derivadas del periodonto, favoreciendo la expresion de
ALP, BSP y OPN, las cuales promueven la formacion de nodulos de
mineralizacion y el reclutamiento de células del ligamento periodontal que pueden
diferenciarse en cementoblastos sobre la superficie radicular'®?*.

Por otro lado, recientemente se ha logrado aislar el gen que codifica para la
proteina de adhesion del cemento (NUumero de acceso a la base de datos
GenBank: AY455942). El gen de la CAP contiene un ADN complementario de

~1435pb conteniendo un marco de lectura abierto de ~423pb; que codifica para



una proteina de 140 aminoacidos. Este gen se encuentra presente en el
cromosoma 10 del genoma de Homo sapiens en el locus 10p13 (NT-077569.2,
Hs10_77618).

La caracterizacion tedrica de la proteina de 140 aminoacidos ha dado como
resultado una identidad del 98% con la proteina tipo tirosina fosfatasa que en su
sitio catalitico tiene una prolina en vez de arginina (PTPLA) en el humano (Numero
de acceso NM 014241.2 en el GenBank), lo cual nos habla de que pudiera ser un
splicing alternativo. Sin embargo, aln no se han realizado estudios para localizar
la expresion de la CAP en el periodonto, lo cual daria indicios del papel que podria
jugar en la formacion y regeneracién periodontal, con énfasis en el cemento

radicular.



PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA.

El cemento radicular es un tejido mineralizado con caracteristicas fisico-
quimicas y estructurales bien conocidas que han sido descritas a detalle a nivel
morfologico desde 1835. Aunque se han realizado progresos acerca del
aislamiento y propagacion de lineas celulares que expresan el fenotipo del
cemento radicular, el conocimiento especifico acerca del origen del linaje
cementoblastico, y los mecanismos celulares y moleculares que controlan el
proceso de la cementogénesis, aun es muy limitado a la fecha. Una de las
principales causas ha sido la falta de marcadores moleculares especificos para el
fenotipo cementoblastico. Por ello, el aislamiento y caracterizacion de moléculas
que sirvan de marcadores moleculares para el fenotipo cementoblastico abre la
oportunidad de determinar la localizacion de las células progenitoras y/o entender
la biologia del cemento radicular. Una molécula que se ha propuesto en la
literatura como un marcador apropiado para diferenciar el cemento radicular del
hueso es la proteina de adhesién del cemento radicular (CAP). Sin embargo, a la
fecha se desconoce la localizacion especifica de la expresion del gen que codifica
para la CAP y con ello no ha sido posible dilucidar si puede estar involucrada en la
formacion y regeneracion de tejidos periodontales. Por lo que proponemos
responder en esta tesis:
¢ Cudl es la localizacion especifica de la expresion del gen que codifica para la
proteina de adhesion del cemento radicular en cortes histolégicos dentales de
humano?

Al responder esta pregunta con nuestra investigacion obtendremos resultados que
ayuden a dilucidar el posible papel de la CAP en la biologia del cemento radicular.



OBJETIVOS.

Objetivo General:
B Determinar espacial y temporalmente la expresion del gen de la CAP en

cortes histologicos de 6rganos dentarios de humano.

Objetivos Especificos:

B Disefar las sondas de ARN complementario sentido y antisentido de la
CAP marcadas con digoxigenina.

B Analizar la localizacion del ARN mensajero de la CAP en cortes histolégicos
de 6rganos dentarios humanos por medio de hibridaciones in situ.

B Localizar las células positivas a las sondas de RNA marcadas en los cortes

histolégicos de 6rganos dentarios de humano.

HIPOTESIS.

El ARN mensajero del gen de la CAP tendra una expresion espacial y temporal

en células del linaje cementoblastico.



METODOLOGIA.

Los cortes histolégicos evaluados se encontraban localizados en el
Laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la Division de Estudios de
Posgrado e Investigacion, Facultad de Odontologia, UNAM.

Para la localizacion de la CAP los cortes histoldgicos se sometieron a la
técnica de hibridacion in situ, la cual permitid detectar la expresion especifica y

localizar el ARN mensajero que codifica para la CAP.

Disefio de sondas de ARN complementario.

El pldsmido que contenia el gen que codifica para la CAP (pDrive+CAP) fue
donado al laboratorio de Biologia Celular y Molecular de la UNAM por el doctor
Narayanan, de la Universidad de Washington. El pldsmido fue digerido con las
enzimas de restriccion Hind Ill y BamH | a 37°C durante 24 horas. Posteriormente
se aislo6 el plasmido digerido y se llevo a cabo la transcripcion in vitro para generar
las sondas de ARN complementario en sentido y antisentido. Para obtener la
sonda no complementaria (sentido) se pusieron 2 ug de plasmido linearizado con
la enzima Hind 1ll y 2 unidades/yL de la enzima polimerasa T7. Para obtener la
sonda complementaria (antisentido) se pusieron 2 pg de plasmido linearizado con
la enzima BamH | y 2 unidades/uL de la enzima polimerasa SP6. En ambas
reacciones se agregaron los nucledtidos marcados con digoxigenina a una
concentracion final de 1X. El tiempo de incubacion de la transcripcion de las
sondas fue de 24 horas a una temperatura de 37°C. Al término de la incubacion se
precipitaron con cloruro de litio 4M y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacién

en la hibridacion in situ.



Hibridacion in situ.

Los cortes histologicos de 5 pm se sometieron a xileno por 5 minutos para
quitar la parafina, se hidrataron en concentraciones de etanol al 100, 95, 75, 50,
35y 25% por 2 minutos. Posteriormente, para hibridizar las sondas con el gen de
la CAP los cortes se incubaran a 65°C durante toda la noche con la sonda de ARN
complementario del gen de la CAP (experimental) y la sonda no complementaria
(control) en una solucion amortiguadora de fosfatos con formamida. Se lavaron al
dia siguiente con una solucion concentrada de citratos de sodio por 30 minutos
(2XSCC, 1XSCC y 0.1XSCC) a una temperatura de 55°C para quitar la sonda
inespecifica de la CAP. Posteriormente se incubaron en una solucion con
albumina de suero bovino al 10% con el anticuerpo monoclonal anti-digoxigenina
acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) para detectar por medio de un
microscopio de fluorescencia la localizacion especifica del gen.
Las hibridaciones fueron realizadas en cinco cortes dentales para la sonda control
y cinco cortes dentales para la sonda experimental.
Las fotodocumentaciones son representativas de analizar cinco campos por

microscopia de fluorescencia.



RESULTADOS Y DISCUSION.

La hibridacién in situ en secciones de tejido periodontal humano, revela que
la expresion del gen que codifica para la CAP fue localizada en la fase acelular y
celular del cemento radicular (Figuras 1-4). Por otro lado, los datos obtenidos con
la sonda antisentido de ARN complementario, son sefiales positivas ya que
cuando se comparan con las secciones control como se puede observar en las
figuras 1, 2, 3 y 4; muestran que no existe una sefal de tincion como en las
secciones donde el ARN complementario hibridizé con el ARN mensajero del gen
qgue codifica para la CAP formando hibridos ARN-ARN de doble cadena. En las
secciones donde se utilizé la sonda de ARN complementario en direccién sentido
no se forman hibridos ARN-ARN por lo cual las imagenes se puede visualizar
como un fondo de color oscuro. En las imagenes control se usaron cortes
secuenciales para obtener imagenes de la misma zona donde la sefal positiva fue
observada, para que fuera representativa la comparacién con los cortes de
organos dentarios de humano donde el periodonto se encontraba en buenas
condiciones para realizar este estudio.

La descripcion de los resultados experimentales de cada figura revela que
la sefal positiva se encuentra tiiendo pocas células del ligamento periodontal
localizadas cerca de los vasos sanguineos en la region celular del cemento
radicular (Figura 1A, 1C y 2A). Sin embargo la importancia de este estudio radica
en que los cementoblastos que se encuentran sobre el tejido mineral radicular
fueron positivos (Figura 3 y 4). Lo que indica que la sonda disefiada en direccion
antisentido es complementaria al ARN mensajero codificado por el gen de la CAP
y forma hibridos de ARN-ARN especificos de la proteina CAP; marcador que se
habia propuesto como especifico para diferenciar hueso alveolar de cemento
radicular. Como se observa en las figuras 3 y 4, los cementoblastos se tifien de
verde y también los cementoblastos que se encuentran en la fase cementoide o

matriz extracelular mineralizada del cemento radicular.
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Por otro lado, los hibridos de ARN-ARN especificos para la CAP reconocen
positivamente a las células localizadas en los espacios endosteales de hueso
alveolar (Figura 1A y 1B); y a las células localizadas entre los espacios para
vasculares lo que habla que reconoce las subpoblaciones celulares del ligamento
periodontal (Figura 2A y 2B).

Tomando en conjunto los resultados de esta tesis podemos discutir que el
gen que codifica para la CAP tifie positivamente la fase cementoide del cemento
humano asi como pocas células localizadas en los espacios endosteales de hueso
alveolar, similar a los resultados reportados por las localizaciones en tejidos de
organos dentarios de humano utilizando el anticuerpo anti-CAP (Arzate et al
1992). El presente estudio demuestra también que el gen que codifica para la CAP
esta distribuido a través de la superficie radicular del 6rgano dentario, en la cual
incluye el cemento acelular, cemento celular y subpoblaciones del ligamento
periodontal. En ciertas areas la sefial positiva reconocié células localizadas entre
los vasos sanguineos las cuales pueden representar células progenitoras del linaje
cementoblastico. Ademas la sefial de la CAP se localizé también en los espacios
endosteales de hueso alveolar, esto contribuye a la propuesta de diversos
reportes que han demostrado que células de los espacios endosteales de hueso
alveolar migran a través de los canales vasculares hacia el ligamento periodontal y
contribuyen a incrementar las células progenitoras en los espacios paravasculares
del ligamento.

Los datos obtenidos de las hibridaciones en esta tesis ayudan a
fundamentar diversas investigaciones que han intentado explicar el origen de los
cementoblastos las cuales recaen en varias teorias. Una de las teorias sugiere
que durante el desarrollo; las células ectomesenquimatosas, las células del
foliculo y las células de la papilla dental, cuando son estimuladas correctamente
tienen la capacidad de actuar como cementoblastos.?>?. Otra teoria establece
qgue en el estadio adulto, las células de los espacios endosteales del hueso
alveolar migran y adoptan una localizaciobn paravascular en el ligamento
periodontal exhibiendo algunas caracteristicas de células madre convirtiéndose

posteriormente en células formadoras de tejido mineral con un fenotipo osteo-
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cementoblastico.?*3" Por Gltimo, otra teoria sugiere que durante el desarrollo de la
raiz, diferentes factores relacionados con las amelogeninas tales como tuftelina y
ameloblastina suministradas por las células de la vaina epitelial radicular de
Hertwig (HERS), pueden en parte influenciar la diferenciacién de las células del
foliculo dentario hacia cementoblastos, de tal modo que durante el inicio del
proceso de la cementogénesis, secretan la matriz pre-mineralizada del
cemento®**3; o bien, se propone que son las mismas células epiteliales de Hertwig
las cuales se encuentran bajo una transformacién ectomesenquimatosa hacia un
linaje cementoblastico que involucra la expresion de tonofilamentos vy
desmosomas (caracteristica tipica de los cementoblastos), apoyando el concepto
de la herencia ancestral epitelial de las células cementoblésticas®*=° .

De todas estas teorias es claro que se desconocen los factores que
disparan la proliferacion, migracion y diferenciacion celular de las células
responsables de la formacibn del cemento radicular permaneciendo
controversiales y como preguntas abiertas. Por ello, el que la secuencia de ARN
complementario disefiada in vitro reconociera células que probablemente sean
progenitoras de los linajes cementoblasticos y periodontales, abre la posibilidad de
en un futuro poder llevar al aislamiento especifico de estas lineas celulares y

poder contribuir al entendimiento de la biologia del cemento radicular.
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CONCLUSION.

Con este trabajo se confirma la presencia del ARN mensajero de la CAP en

el periodonto de 6rganos dentarios de humanao.

El ARN mensajero se localiza espacialmente en subpoblaciones de células

del ligamento periodontal y en células del cemento radicular.

El ARN mensajero de la CAP reconoce posibles células progenitoras del
linaje periodontal ayudando al concepto de que las células que dan origen al

cemento son de localizacion paravascular.

Con este trabajo se muestra que las sondas de ARN complementario
disefladas a partir del gen que codifica para la CAP puede ser de gran utilidad
para identificar poblaciones celulares que puedan ser progenitoras del linaje
cementoblastico. Ayudando a elucidar en un futuro la biologia celular del cemento

radicular en cuanto a su proceso de cementogénesis.

13
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ANEXO

Figura 1. Hibridacion in situ en secciones longitudinales de 6rganos dentarios de
humano. La sefial positiva del mensajero de ARN de la CAP se observa en el
tejido periodontal, en la fase cementoide, en canales vasculares y en espacios
endosteales de hueso alveolar sefialados por las flechas (A 'y C). La hibridacién in
situ con la sonda sentido que sirve como control en los cortes secuenciales de la
misma zona fue negativa o con sefial de fondo (B y D). D = dentina, LPD =
ligamento periodontal, CEM = cemento radicular, V = canal vascular.
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Figura 2. En amplificaciones de las secciones del 6rgano dentario se puede
apreciar la sefial positiva en las células alrededor de los canales vasculares, en el
area del ligamento periodontal y cemento radicular de los hibridos ARN-ARN de la
CAP, sefalados por las flechas (A y C). En las imagenes (B y D) se observa la
sefal negativa con la sonda sentido de ARN de la CAP. D = dentina, LPD =
ligamento periodontal, CEM = cemento radicular, V = canal vascular.
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Figura 3. En amplificaciones en el area del ligamento periodontal y cemento
radicular, se observa sefial positiva de los hibridos ARN-ARN de la CAP en las
células del LPD y en los cementoblastos y en la fase cementoide, sefialados por
las flechas (A y C). En las imagenes (B y D) se observa la sefial negativa con la
sonda sentido de ARN de la CAP. D = dentina, LPD = ligamento periodontal, CEM
= cemento radicular
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Figura 4. En amplificaciones en el area del cemento radicular, se observa sefal
positiva de los hibridos ARN-ARN de la CAP en los cementoblastos y en la fase
cementoide, sefalados por las flechas (A y C). En las imagenes (B y D) se
observa la sefial negativa con la sonda sentido de ARN de la CAP. D = dentina,
CEM = cemento radicular.
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