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1, ANTECEDENTES. 

1.1. La enfermedad periodontal. 

Actualmente la enfermedad periodontal es la enfermedad bucal de mayor 

frecuencia y un problema de salud publica (1). Es una enfermedad crénica, episddica 

y sitio especifica que destruye las estructuras de soporte del diente (hueso alveolar, 

ligamento periodontal y cemento radicular), y que subsecuentemente puede llevar a la 

pérdida de los dientes, en caso de faltar el tratamiento adecuado. 

Las técnicas convencionales utilizadas en el tratamiento de la enfermedad 

periodontal incluyen !a reducci6én del proceso inflamatorio mediante la eliminacién de 

los factores etiolégicos (bacterias periodontopatégenas), seguida de la cirugia 

periodontal. Idealmente este procedimiento resultaria en la regeneracion de los tejidos 

destruidos; sin embargo, !a regeneracién del periodonto involucra diversos procesos 

como: proliferacién, migracién, adherencia, seleccién y diferenciacién de células 

progenitoras (2,3). Considerando que el periodonto consiste de dos tejidos 

mineralizados (cemento y hueso alveolar) y de dos tejidos conectivos blandos (encia 

y ligamento periodontal), para que se !leve a cabo la adecuada regeneracion de cada 

uno de estos componentes, los procesos antes mencionados deben actuar en una 

secuencia espacial y temporal concertada. Para cumplir con este requerimiento es 

necesario primero, entender los mecanismos que regulan la homeostasis y 

cicatrizacién de los diversos tejidos que componen el periodonto y segundo, encontrar 

las vias que controlan dichos mecanismos. 

1.2, El 6rgano dentario. 

El érgano dentario, esta formado por el diente y el periodonto, su soporte de 

tejido blando y duro. La unidad dental tiene como principal propésito el de obtener y 

procesar alimento. Adquiere importancia también en los procesos de deglucién, 

fonacién, soporte de musculos faciales, articulaci6n temporomandibular, y ademas en 

el bienestar estético.



1.2.1. El diente. 

Todos jos dientes constan de una corona que sobresale por encima de la encia 

y una o mas ralces (incisivos, premolares) y que ocupan los alvéofos éseos del 

maxilar o de ta mandibula. La regién en que se une la corona a la raiz se lama unién 

cemento- esmaite. Los dientes contienen una cavidad central o camara de fa pulpa, 

que corresponde aproximadamente en su configuracién a la forma externa del diente. 

Dicha camara se continua hacia abajo por cada raiz, en forma de un canal estrecho 

que se comunica con el figamento periodontal por medio del agujero apical situado en 

el apice de Ia raiz. 

La mayor parte del diente esta formada por la dentina, que rodea a la camara 

pulpar. Es mas gruesa en la corona y se adelgaza gradualmente hasta alcanzar el 

apice de la raiz. La dentina constituye la masa principal del diente y se continua 

formando muy lentamente a lo largo de la vida. 

El esmalte es una capa que cubre la superficie externa de! diente en la region 

de la corona y es mas delgado en Ia region cervical. El esmalte es la sustancia mas 

dura de todas las que se encuentran en el cuerpo. La superficie libre del esmaite esta 

cubierta por dos capas delgadas: 1) una interna, la cuticula def esmaite; y 2) una 

externa, que es una capa acelular que se encuentra firmemente adherida al diente y 

es diferente al tejido de la encia. Esta capa acelular se continua con el cemento que 

cubre la raiz y son semejantes en composicién y estructura histolégica. 

La pulpa ocupa la cavidad pulpar del diente y se extiende por el estrecho canal 

radicular, donde rodea a los vasos sanguineos y a los nervios, y se continua a través 

det orificio de la punta de fa raiz con el ligamento periodontal. 

E! figamento periodontal rodea al diente y conecta la superficie de !a raiz 

cubierta de cemento con el hueso alveolar y la encia a través de fibras. En la gente 

joven, fa encia esta unida al esmalte; a medida que avanza la edad, va poco a poco 

separandose del esmalte y, en ancianos esta unida al cemento. (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de un diente.



1.2.2. El periodonto. 

El periodonto (de! griego peri, alrededor, y odontos, dientes) es el tejido de 

soporte del diente. Este tejido esta formado por: 1) la encia; 2) el ligamento 

periodontal; 3) el hueso alveolar; y 4) el cemento. Dichos tejidos estan organizados 

para realizar las siguientes funciones: 

a) Soportar al diente en su cavidad ésea. 

b) Resistir y amortiguar la fuerza generada por la masticaci6n, el habla, y la degluci6n. 

c) Mantener la integridad del cuerpo superficial del diente por separaciOn de los 

ambientes externo e interno. 

d) Ajustar por cambios estructurales asociados con desgaste, envejecimiento o 

continua remodelacién y/o regeneracién. 

e) Defender contra las influencias ambientales nocivas que estan presentes en la 

cavidad oral. 

1.2.2.1. La encia. 

La encia es la porcién de la membrana de la mucosa oral que cubre y adhiere 

el proceso alveolar ademas de la regién cervical de! diente. La encia termina donde 

comienza la corona del diente, y consta de tres partes: 

I. encfa marginal libre: ja cual se extiende desde el tejido mas suave junto a la 

corona hasta el surco de la encia. 

ll. encia interdental: la cual llena el espacio interproximal de la cresta alveolar 

del area de contacto entre los dientes. 

Hl.encia de insercién: la cual se extiende del surco de la encia a la linea 

mucogingival de la béveda vestibular y el fondo de la boca. 

La encia marginal libre y la interdental son de especial interés, ya que son las 

regiones de unién entre e! tejido blando y la superficie de la corona o raiz, ademas de 

ser los sitios de iniciacién de la enfermedad periodontal. 

La encia es un tejido conectivo altamente organizado en su estructura 

arquitecténica, dando tono a la encia marginal libre y a la de insercion, y da 

resistencia a la tensién generada en el tejido blando interdental. El tejido conectivo del



periodonto consiste de: 1) proteinas colagénicas; 2) giucoproteinas; 3) proteinas no 

colagenas; 4) proteoglucanos; 5) pequefias cantidades de elastina; y 5) componentes 

séticos. 

1.2.2.2. El hueso alveolar. 

E! hueso alveolar es la placa delgada de hueso que forma la pared de los 

alveolos y es  identificado anatémicamente como lamina cribriforme, y 

radiologicamente como lamina dura. El proceso alveolar esta en ia porcién que 

comprenden el maxilar y la mandibula, donde se lleva a cabo la erupcién del diente. 

El proceso alveolar es una estructura dependiente de la presencia de dientes. 

El hueso alveolar maduro es una estructura compleja poco frecuente en el 

organismo. El estado inicial en la formacién de hueso se caracteriza por la deposicion 

de sales de calcio en zonas localizadas 0 islas de hueso (tejido conectivo de matriz no 

calcificada). Una vez establecido este sitio, continua la ampliacién y fusion, sufriendo 

gran cantidad de cambios. 

Las actividades de resorcién y deposicién son constantes. Las cavidades 

dentro de la masa 6sea, creadas por !a resorcién, se encuentran recubiertas del 

endosteo, el cual es transformado por condensacién de finas fibras de colagena y 

células referidas, siendo idéntico en estructura a la superficie externa del hueso, 

llamado periosteo. 

El endosteo contiene capas de osteoblastos, los cuales tienen la capacidad de 

depositar matriz de hueso e inducir calcificacién, y de osteoclastos, células 

multinucleares que pairticipan en la resorcién. También se encuentran células 

progenitoras que tienen influencia sobre el hueso alveolar para que se someta a un 

crecimiento aposicional y de remodelacién, ajustando la demanda de desarrollo y 

erupcion de dientes, e involucrando las estructuras maduras. 

Las células presentes en el periosteo, llegan a embeberse en la matriz 

calcificada y son transformados en osteocitos, estas células se encuentran en 

cavidades pequefias, llamadas lagunas. Dichas Jagunas se comunican entre si por 

canaliculos, que generalmente estan orientados en direccién al suministro sanguineo.



Una de las principales caracteristicas funcionales del hueso alveolar es su 

capacidad para permitir la renovacién en respuesta a las necesidades funcionales (4). 

Bajo condiciones normates ef diente migra. y erupciona continuamente para 

compensar la reduccién por desgaste (5,6). Estos movimientos inducen la renovacion 

dei hueso aiveolar que lo rodea. 

1.2.2.3. El ligamento periodontal. 

El ligamento periodontal es un tejido conectivo blando que envueive las raices 

de los dientes y se extiende hasta la cresta del hueso alveolar. El ligamento 

periodontal se forma durante e! desarrollo y la erupcién del diente. Inicialmente este 

tejido esta formado por células ectomesenquimatosas indiferenciadas, que contienen 

grandes cantidades de glucégeno y pocos organelos, que se fijan en una matriz 

afibrilar. Subsecuentemente los fibroblastos del ligamento periodontal, hacen 

desarrollar células de alta actividad, ricas en organelos y depdsitos de fibras de 

colagena. Debido al continuo desarrollo, se forma una capa densa y uniforme de 

tejido conectivo que esta localizada cerca de la superficie del cemento. La forma de la 

estructura final no se establece sino hasta que el diente alcanza la oclusion y la fuerza 

funcionat es aplicada. 

El tejido conectivo del ligamento periodontal esta constituido del mismo tipo de 

componentes que los presentes en el tejido conectivo de la encia, incluyendo 

colagenas, proteogiucanos, glucoproteinas y una cantidad pequefia de elastina. Los 

componentes mayoritarios son la colagena tipo | y tipo 111 (ambas representan del 15 

al 20% del total). 

Los componentes colagenos del tejido periodontal maduro se organizan en: 1) 

fibras primarias o fibras de Sharpey, estas fibras atraviesan el espacio periodontal 

oblicuamente, insertandose en el cemento y hueso alveolar; y 2) las fibras 

secundarias, compuestas de fibras de colagena orientadas mas o menos al azar, 

localizadas entre las fibras de Sharpey, fibras nerviosas y vasos sanguineos.



1.2.2.4. El cemento. 

El cemento es originado por células denominadas cementoblastos y forma la 

interfase entre fa dentina de la raiz y el tejido conectivo blando del ligamento 

periodontal. El cemento es una forma de tejido conectivo mineralizado altamente 

especializado, el cual en parte se parece estructuralmente al hueso, pero difiere en 

varios aspectos funcionales importantes. El cemento no posee inervacion, suministro 

sanguineo directo, ni drenaje linfatico; y cubre la superficie de la raiz entera y algunas 

veces porciones de la corona, permitiendo solo regeneraciones menores (7,8,9). 

Composicion quimica. 

La composicién quimica del cemento celular es similar a la del hueso. Et 

cemento presenta menor cantidad de sales inorganicas. De! tejido conectivo 

mineralizado, el cemento contiene fa menor cantidad de sales inorganicas: 

aproximadamente el 50% del peso seco. La matriz organica contiene en su mayor 

parte colagenas y en menor grado glucoproteinas y proteogiucanos (10,11). 

El contenido inorganico del cemento fluctua entre el 45 y 50% (dei peso seco), 

siendo menor al que presenta cualquier otro tejido mineralizado (hueso 70%). Las 

sales inorganicas presentes, estan en forma de cristales de hidroxiapatita 

Ca,.(PO,),(OH),. Contiene magnesio (0.5 - 0.9%); calcio (0.5 - 0.9%); fluor (0.9% o 

menos): azufre, y concentraciones detectables de cobre, zinc y sodio. 

La matriz organica de! cemento consiste principalmente de colagena de tipo | 

(90%) y tipo III (5%) (11,12,13). Et cemento presenta proteinas no colagenas como: 1) 

glucoproteinas; 2) proteoglucanos; y 3) glucolipidos. Al igual que en el hueso, las 

proteinas no cola4genas predominantes son sialoproteina Osea y osteopontina; ambas 

son glucoproteinas fosforiladas y sulfatadas. Otras glucoproteinas presentes son: 1) 

osteonectina (presente en matriz extracelular mineralizada); 2) fibronectina (molécula 

de membrana que une los componentes de la matriz extracelular a las células durante 

el desarrollo del cemento); 3) tenascina (molécula de membrana); y 4) osteocalcina 

(proteina de matriz extracelular) (14,15).



Los proteogiucanos presentes en cemento son: 1) Acido hialurénico; 2) 

condroitin sulfato; y 3) dermatan sulfato (16,17). En general los proteoglucanos tienen 

la funci6n de mantener la presién osmotica por regulacién de ta difusion de agua y 

electrolitos; ademas de desemperian un papel importante en la regulacién de las 

migraciones celulares en el tejido (18). 

El espesor de! cemento en la porcién coronaria de {a raiz varia entre 16 y 60 

micrones de espesor, y adquiere un mayor espesor (150 a 200 micrones) en el tercio 

apical y furcas. 

Clasificacién y Morfologia: 

Actualmente, basada en ta ausencia o presencia de células y a la fuente de 

fibras colagenas, el cemento se clasifica (Clasificacion de Jones) como: 1) cemento 

celular afibrilar (AAC); 2) cemento acelular- de fibras extrinsecas (AEFC); 3) cemento 

celular de fibras intrinsecas (CIFC), que también puede ocurrir como una variedad 

acelular (AIFC) (19); y 4) cemento celular mixto estratificado (CMSC) (20). 

EI AAC consiste en una matriz mineralizada, no contiene fibras de colagena ni 

células inmersas. la ausencia de fibras de colagena indica que esta variedad de 

cemento no funciona en la insercién del diente. Este tipo de cemento se encuentra 

alrededor de la unién cemento - esmalte, en donde cubre pequefias areas de esmalte 

y dentina adyacente a la raiz; el AAC puede ser cubierto por el AEFC y/o por uniones 

epiteliales. Se cree que células de tejido conectivo son responsables de la formacién 

del AAC cuando este entra en contacto con la superficie del esmalte. 

Et AEFC, carece de células y esta compuesto completamente de paquetes 

densos de fibras colagenas, las llamadas fibras de Sharpey. Estas fibras continuan 

dentro del ligamento periodontal y conectan la raiz al hueso alveolar. Este tipo de 

cemento se forma por fibroblastos del foliculo dental o del ligamento periodontal y 

sirve exclusivamente para el anclaje del diente. 

El CIFC contiene células, las cuales se denominan cementocitos, que son 

cementoblastos atrapados; estan localizados en lagunas y debido a esta 

caracteristica los cementocitos se parecen a jos osteocitos. Los cementocitos difieren



de los cementobliastos en que los primeros se encuentran relativamente inactivos. Las 

fibras colagenas de los cementocitos son el mayor componente de ta matriz celular; 

son todas intrinsecas y siguen un curso circular o espiral alrededor de la raiz, mas 0 

menos paralelo a la superficie radicular, por ello ef CIFC es escaso en fibras de 

Sharpey. En humanos el CIFC mineralizado, se encuentra principalmente en zonas 

de reparacion (en sitios de resorci6n lagunar o raices fracturadas). Esta formado por 

cementobiastos del foliculo dental y después del ligamento periodontal; su formacién 

se asocia a la reparacion y adaptacién. 

El CMSC es un tejido estratificado con capas alternadas de AEFC y 

CIFC/AIFC, estando superpuestas una en la otra. Este tipo de cemento no esta 

homogéneamente mineralizado y es en parte poroso; su grosor es variable y se 

localiza en el tercio apical de las raices y furcaciones. Su principal funcién es la 

adaptativa. 

Ambas formas de cemento, acelular y celular, pueden exhibir un incremento de 

capas, lo cual indica periodos intermitentes de crecimiento aposicional y de reposo. 

En ef humano, ei cemento acelular es formado sin ningun orden de mineralizacién 

para las fibras extrinsecas y las fibras de colagena; en el cemento celular fas fibras 

intrinsecas son mineralizadas, pero solo aquellas que se encuentran en la periferia, 

fesultando un nucleo no calcificado (21,22,23). En comparacién el cemento celular 

esta mas laminizado y menos calcificado que el cemento acelular (24). 

Fisiologia. 

El cemento tiene tres funciones principales: 1) adherir las fibras del ligamento 

periodontal a la superficie de la raiz; 2) ayudar al mantenimiento y el control det 

espesor del ligamento periodontal; y 3) servir como medio directo en el cual, el dafio a 

la raiz es reparado. En el! diente normal de humano, e! promedio del espesor de 

cemento incrementa con el aumento de la edad, pero en enfermedades periodontales 

este incremento se ve disminuido o nulificado (25,26). 

La deposicién de cemento es continua durante toda la vida (26), lo cual es 

esencia! para el mantenimiento de la salud periodontal. Los defectos en la deposici6n



de cemento puede servir como base para la formacion de bolsas, siendo un proceso 

que puede estar involucrado en algun tipo de periodontitis (27). 

La principal diferencia funcional entre el hueso y el cemento es que este ultimo 

no sufre gran resorcién ni marcada remodelacién (8,9). 

Cementogénesis. 

Los eventos iniciales en la cementogénesis han sido dilucidados en ratas y 

ratones por microscopia electrénica (28-34), asi como en perros y en humanos (35- 

37). Entre dichos eventos se encuentra la participacion de las células de tejido 

conectivo (fibroblastos), como inductoras de {a diferenciacién de cementoblastos y de 

fa produccién del cementoide en el cual llegan a incorporarse. 

En humanos, la génesis de cada tipo de cemento, difiere significativamente. En 

al proceso de cementogénesis acelular (AAC y AEFC), aunque las céluias epiteliales 

los separan, los fibroblastos se distribuyen en la superficie de la raiz en crecimiento y 

forman una capa deigada de fibras de colagena que une a la superficie incalcificada 

dei exterior de la dentina. Esta capa es una franja de fibras de colagena dispuestas 

perpendicutarmente a fa superficie de la raiz. Con el tiempo estas fibras se vuelven 

acumulos rodeados por fibroblastos. Los acimulos se vuelven densos y los 

fibroblastos comienzan a retirarse lateralmente. Los acimulos densos flegan a ser 

fibras de Sharpey. En este estado, se encuentran. en la primera capa del cemento 

acelular. 

Cuando ocurre la erupcidn de los dientes, la capa de cementoide mineraliza 

junto con la capa externa de dentina. La mineralizacién continua, dando lugar a 

nuevas capas de cementoide, tas cuales son extensiones de los acumulos de fibras 

originates. Ef ndmero y tamafo de las fibras de Sharpey varia dependiendo el estado 

funcional del diente, y su densidad aumenta después de su erupcién. El periodo de 

tiempo en el cual se forma el AEFC durante el desarrollo de la raiz es de 46 a 65 

meses, ya que cubre de 8 a 10 mm de la longitud final de la raiz de premolares 

humanos. 
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En el CMSC frecuentemente aparece primero una capa de CiFC (producto de 

los cementoblastos), !a cual se forma rapidamente, para después aumentar su grosor. 

CMSC es un tipo de cemento que se forma mas rapido que ef AEFC y en el cual 

ape:ecen los cementocitos una vez que mineraliz6 el tejido. 

La mineralizacian comienza con el depdsito de precemento (12). Una vez 

diferenciadas las células (en cementoblastos), comienzan a depositar la matriz 

organica del cemento, que consta de fibras colagenas intrinsecas y sustancia 

fundamental contra la superficie de la raiz y alrededor de los haces de fibras que 

forman el ligamento periodontal o fibras extrinsecas. Esta matriz organica se 

mineraliza inicialmente por fa propagacion de cristales de hidroxiapatita desde Ia 

superficie de la raiz; dichos cristales son depositados dentro de las fibras colagenas 

(proceso aparentemente igual al de !a mineralizacion de tejido éseo). 

Cementogénesis durante la regeneracion. 

La regeneracion de los tejidos periodontales es un fendmeno bioldgico 

complejo. El entendimiento de este fendémeno ha sido fimitado por falta de 

conocimiento de los mecanismos especificos que controlan el crecimiento y 

diferenciacién de las lineas celulares de ligamento periodontal (fibroblastos), cemento 

(cementoblastos) y hueso alveolar (osteoblastos). Se ha determinado un papel 

especifico para el cemento durante el proceso de !a periodontogénesis. Los extractos 

de cemento poseen una bateria de moléculas en su matriz extracelular que 

promueven adhesién, quimiotaxis, sintesis de matriz extracelular, proliferacién y 

diferenciacién celular. Sin embargo, los mecanismos y factores moteculares que 

tegulan el depdsito de cemento durante el desarrollo y regeneracion no son todavia 

bien comprendidos (21). 

Estudios morfolégicos han mostrado que dos matrices de reparacién se 

adhieren a las superficie radicular absorbida (38), siguiendo la liberacién de células 

cementoprogenitoras repoblando las lagunas resultantes de la pérdida de adhesion 

inicial de la matriz, que ha quedado expuesta. Estas células y sus reparaciones 
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respectivas de tejidos, revelan homologias de la formacién inicial de dos variedades 

mayores de cemento (AEFC y AIFC) en raices humanas en desarrollo. 

Las evidencias de que la formacién inicial de las dos matrices de reparacién 

con la iniciacion de AEFC y CIFC indica que en la cementogénesis de reparacién son 

recapitulados los eventos ocurridos durante el desarrollo radicular (39). Sin embargo, 

el origen preciso de fas células cementoprogenitoras y los factores moleculares que 

disparan la diferenciacién no son conocidas (11,12). 

Sabemos que el cemento celular es depositado por cementoblastos, los cuales 

son progenitores de los cementocitos. Estos cementoblastos depositan una matriz 

mineralizada rica en fibras de colagena (fibras intrinsecas) y proteinas no colagenas 

directamente en la superficie radicular, las cuales son mezcladas con fibras colagenas 

extrinsecas depositadas antes por las células del ligamento periodontal. La matriz de 

proteinas que sintetizan los cementoblastos es segregada por los osteoblastos y 

odontoblastos incluyendo osteopontina (OPN), sialoproteina 6sea (BSP), osteonectina 

(ONC) y osteocalcina (OC). Se ha determinado que las células involucradas en la 

formacién de cemento sintetizan y secretan OPN y OC (38). 

Moléculas involucradas en la cementogénesis. 

a) Fosfatasa Alcalina (AP). 

La fosfatasa alcalina es una enzima de naturaleza glucoproteica; esta enzima 

libera iones fosfato de ésteres de fosfato ‘organicos (40). La AP es importante en la 

mineralizacién de hueso, cartilago calcificado y cemento. La actividad de la enzima es 

Mayor en cemento celular que en cemento acelular; y existe una relacién entre la 

actividad de la enzima y la produccién de cemento acelular (41). 

b) Colagena Tipo | (Col I). 

Las colagenas forman una familia de proteinas fibrosas bien caracterizadas; se 

encuentran en todos las animales pluricelulares. Estas proteinas son secretadas por 

células de tejido conectivo, asi como por otros tipos celulares. Las proteinas de esta 
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familia constituyen el 25% del total de las proteinas en el organismo, siendo las 

principales componentes en piel y hueso. 

Las colagenas son moléculas largas, rigidas, y con una estructura cuaternaria 

de triple hélice, en la cua! tres cadenas peptidicas (denominadas cadenas a), se 

enrollan una alrededor de otra en una super hélice parecida a una cuerda. Existen 

alrededor de 25 diferentes cadenas a, codificadas par distintos genes. Las cadenas a 

se combinan para formar los 15 tipos de colagenas conocidos hasta la fecha. 

Los tipos de colagena encontrados en tejido conectivo son los tipos |, Il, Ill, Vy 

Xl (colagenas fibrilares). La colagena tipo | es el principal tipo en piel y hueso, por lo 

cual es la mas abundante de las colagenas (42). 

c) Osteopontina (OPN). 

La OPN es una fosfoproteina sulfatada y glucosilada (rica en acido sialico); 

contiene la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD), la cual es reconocida por varias integrinas 

y células que expresen fa integrina a 8; (42), por esto la OPN esta propuesta como 

ligando natural del receptor ayB5. 

La OPN se encuentra en diversos tejidos, tiene funciones como: 1) 

quimiotactico y factor de adhesion, reclutando y estimulando macréfagos (44); 2) 

modulador de la resorcién de Ca® producida por osteoclastos (45); 3) promotor de la 

adhesién y regulador de las interacciones matriz-célula y matriz-matriz (46); 4) 

regulador de la ‘mineralizacién de hueso, y se encuentra presente durante la 

cementogénesis (47). 

d) Sialoproteina é6sea (BSP). 

Es una molécula de naturaleza glucoproteica, fosforilada y sulfatada. BSP se 

ha purificado a partir de tejido mineralizado, incluyendo dientes humanos (48,49). Se 

ha encontrado en lugares de nueva formacién de hueso y es la proteina 

predominante presente en la matriz de hueso antes de! depdsito de la mineralizacién 

(38). 
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Es una molécula de adhesién; estructuralmente contiene varios fragmentos de 

acido poliglutamico, involucrados con la unién a hidroxiapatita; un segmento rico en 

tirosina en el extremo carboxilo-terminal; y una regién de adhesin celular RGD, que 

es identificado como el mediador de la adhesién “in vitro”, y ha mostrado una gran 

especificidad hacia tejido mineralizado. El receptor de membrana asociado a BSP es 

conocido como receptor de vitronectina (a,B,). 

En tejido mineralizado ta BSP es regulador del desarrollo; esta involucrado con 

el proceso primario de la mineralizacion (50,51). En hueso maduro se ha observado 

un decremento en la expresion de BSP (52), por lo que se ha propuesto que tiene un 

Papel en el control de !a diferenciacién celular (52-55). 

e) Osteocalcina (OC). 

La osteocalcina (OC) es una proteina de bajo peso molecular, que se 

encuentra abundantemente en las matrices extracelulares de tejidos mineralizados 

_ (56-58). Es una proteina conjugada con residuos de acido y-carboxigiutamico (Gla), 

los cuales le dan la habilidad para unirse a iones de calcio, promoviendo su absorcién 

hacia la estructura formada por cristales de hidroxiapatita. 

La OC actua como quimiotactico para monocitos de sangre periférica, células 

mesenquimales y células que participan en fa mineralizacién. Se ha encontrado que 

esta proteina puede ser producida por los cementoblastos responsables de la primera 

fase de formacion de cemento tanto celular como acelular (59). 

f) Proteina Morfogénica de hueso (BMP). 

Ocho de las nueve BMPs reportadas en la literatura estan relacionadas unas 

con otras (BMP-2 a BMP-9). Estas presentan una serie de 7 cisteinas en el extremo 

carboxilo-terminal; dicha regién es la caracteristica de los miembros de la superfamilia 

de las TGF-; por esto, estas ocho BMPs se clasifican dentro de la esta superfamilia. 

Las BMPs estan relacionadas en los procesos de diferenciacién y desarrollo 

embrionario, también inducen la formacién de hueso y cartilago en modelos 

postfetales. Actuan como sefiales posicionales y proveen la informacién necesaria 
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para el patron de formacion, por estas caracteristicas las BMPs entran en la categorla 

de proteinas morfogénicas. : : 

BMP-2 y BMP-4 estan implicadas fuertemente en e! patrén de formacién en 

éembriones de vertebrados, no solo en el desarrollo de! esqueleto, sino también en el 

de otros tejidos, organos y sistemas (extremidades, corazén, mesenquima 

craneofacial, cerebro, pulmén rifién, higado y dientes) (60,61,62). 

1.3 Fundamento de ta técnica RT-PCR. 

El DNA copiado a partir de mRNA es denominado DNA comptementario 

(cDNA). El cDNA tiene la ventaja de no presentar intrones. Es relativamente facil 

diferenciar el mRNA de los RNA de transferencia (tRNA) y ribosomal (rRNA), ya que 

el extremo 3° de los mRNA consiste de una secuencia de 50 a 250 residuos de 

adenina (A), conocida como cola de poli-A. Con dicha caracteristica es posible 

reconocer a fos mRNAs con la adicién de un oligo-dT libre, que hibridiza la cola de 

poli-A de cada mRNA, sirviendo como iniciador para !a enzima Transcriptasa Reversa 

(nativamente se encuentra en retrovirus), dicha enzima sintetiza una cadena de DNA 

complementaria para cada molécula de mRNA presente. Obteniendo una cadena de 

cDNA sencilla sobre una de MRNA (42). 

La reaccién de la PCR es una técnica en la cual se amplifica el numero de 

copias de una regién en especifico del DNA o de una secuencia de cDNA 

previamente obtenida por la reaccién de la RT, con el fin de que sea mas facil 

detectar su presencia. 
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2. PROPUESTA DE ESTUDIO. 

El tratamiento de la enfermedad periodontal tiene como objetivo la 

regeneracién del tejido de soporte del diente (periodonto). Las estrategias para 

favorecer el proceso de regeneracién son: 1) estimulacién de la formacién del hueso 

alveolar; 2) estimular a los fibroblastos de! ligamento periodontal; o 3) promover la 

formacién de cemento radicular. 

Con base en los antecedentes y en las estrategias mencionadas, fa propuesta 

es la de estudiar !a expresién temporal de moléculas involucradas en la 

cementogénesis y por tanto en el proceso regenerativo del cemento; debido a que fa 

neoformacién de cemento y de fibras de Sharpey en las superficies radiculares es un 

paso crucial en el proceso regenerativo (63). 
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3. OBJETIVOS. 

1) Determinar la expresi6n temporal de 8 moléculas asociadas con la formacién 

de tejido mineralizado (AP, Col i, OPN, BSP, OC, ONC, BMP-2, y BMP-4), 

utilizando la técnica de RT-PCR, en células de cementoblastoma humano y 

en osteoblastos humanos. 

2) Analizar el patrén de expresién obtenido, en ambos linajes celulares. 

4. HIPOTESIS. 

Si los cementoblastos y los osteoblastos son células que dan origen a 

dos tejidos diferentes (cemento y hueso respectivamente), entonces las 

células derivadas del cementoblastoma humano, cultivadas jin vitro 

presentaran la expresién de moléculas (AP, Col I, OPN, BSP, OC, ONC, 

BMP-2, y BMP-4) asociadas a la formaci6n de tejido mineralizado, pero en 

una secuencia temporal diferente a la llevada a cabo por osteoblastos 

humanos. : 
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5. MATERIAL Y METODOS. 

5.1, Lineas celulares. 

En el laboratorio donde se realizé este estudio recientemente se genero y 

expandi6 una linea celular a partir de un tumor humano de cemento radicular 

(cementoblastoma) (63),' lo cual eliminé las dificultades de clonar diversas 

subpoblaciones ¢elulares det ligamento periodontal hasta obtener aquellas det linaje 

cementoblastico. 

En teoria representa una linea celular homogénea y clonal. Resultados 

preliminares han mostrado que estas células producen nddulos mineralizados in vitro, 

cuya formacién se considera producto de células diferenciadas y con capacidad 

osteogénica. Mas importante atin es el patrén de mineralizacion de las células del 

cemento. Este tuvo una apariencia nodular y ocurrié en forma de condensacién de la 

matriz extracelular a partir de agregados celulares. Un segundo patrén de 

mineratizacién observado en cultivos de células derivadas de hueso alveolar humano, 

mostr6é una mineralizacion mas plana y difusa, lo que indica que las células de! 

cemento poseen diferentes patrones de mineralizacién con respecto a los 

osteoblastos (resultados atin sin pubticar). 

5.2. Cultivo celular. 

‘Las células derivadas de cementoblastoma o.derivadas de hueso alveolar 

(osteoblastos), fueron sembradas a una densidad de 2x10° células yse cultivaron.en 

botellas para cultivo celular (Nunc) de 25 cm? de drea, hasta tener una monocapa 

confluente. El medio de cultivo utilizado fué medio DMEM suplementado con 10% de 

suero fetal bovino (FBS), 10°M de aminodcidos no esenciales, 10°M de piruvato de 

sodio, 100 Ul/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina, 10M de -glicerofosfato, 

50 pg/ml de dcido ascérbico y 107M de dexametasona. Las condiciones de 

incubacién fueron: temperatura de 37°C y en atmésfera de 5% de CO,. 
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5.3. Expresién de moléculas asociadas a la formacién de tejido mineralizado. 

El andlisis de las moléculas mencionadas, se realizé mediante la extraccién de 

RNA total de las células cultivadas a diferentes tiempos. A partir de la fraccién de 

mRNA, se obtuvo DNA complernentario (CDNA) por medio de la reaccién de ta RT. El 

cDNA obtenido se amplificé mediante la PCR, y los productos de amplificacién se 

revelaron en geles de agarosa. 

5.3.1, Extraccién de RNA total. 

Las células fueron sincronizadas en medio sin suero y luego se sembraron en 

tres botellas (10° células por botella). Después de 7, 14 y 21 dias de haber sido 

sembradas, las células fueron lavadas con PBS y separadas con tripsina porcina- 

EDTA (0.25 mM). Para obtener ef RNA total de las células crecidas a los diferentes 

tiempos, se centrifugaron y e! paquete celular fue resuspendido en 600 pl! de solucién 

desnaturalizante de isotiocianato de guanidina 4M {soluci6n “D"). Después se 

afiadieron las siguientes soluciones de manera secuencial: 1) acetato de sodio 2M pH 

4.0 (120 tl), y 2) solucién de fenol:cloroformo:atcohol isoamilico 25:24:1 (720 yl), 

mezciando en el vortex durante un minuto cada vez que se afiadié una solucién. Se 

incubé a 4°C durante 15 minutos y se centrifugd a 14,000 x g durante 10 minutos. Se 

Separ6 ta fase acuosa y se precipité la fraccién que contenia al RNA con un volumen 

iguat de isopropanol durante 1 hora a -20°C. Se centrifugé y decanté el sobrenadante. 

Finalmente la fraccién precipitada se disolvid en 300 yl de solucién “D", se 

afiadi6 un volumen igual de isopropanol y se dejé precipitar nuevamente durante 1 

hora a -20°C. Se centrifugé y se lavé 2 veces con 100 pt de etanol al 75 %; se secé la 

fraccién que contenia el RNA total en un desecador a 65°C durante 30 minutos y se 

resuspendi6 en 10 yl de H,O-DEPC (64). La concentracién de RNA, en esta Ultima 

solucion, se determiné mediante espectrofotometria a 260-280 nm (65). El RNA total 

aislado se almacené a -70°C. 
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5.3.2. Obtencién de cDNA: Reaccién de la Transcriptasa Reversa (RT). 

Para llevar a cabo la reaccion de la RT (66), se utilizaron los siguientes 

componentes de la reacci6n: 1) transcriptasa reversa M-MuL.V* (0.4 Usul); 2) Oligo aT* 

(8x10 mM); 3) Inhibidor RNasa* (0.8 U/ul); 4) Desoxinucleotidos trifosfato** (dNTP) 

(0.8 pM de cada uno); 5) MgCl,** (6 mM); 6) Buffer PCR**, que contiene: Tris-HCI (10 

mM, pH 8.3), KCI (50 mM), y gelatina (1.0 pg/ml); 7) muestra de RNA total (5 ug 

aproximadamente); 8) Agua DEPC, para ajustar el volumen a 50 ul en cada reaccion. 

“Boehringer Mannheim 

**Biotecnologias Universitarias. 

Procedimiento: : 

Previo a la reaccion de la RT se realizo una incubacién con DNAsa’, a 37°C por 

30 minutos (hidrélisis de DNA presente) y luego a 65°C por 5 minutos 

(desnaturalizacién de la DNAsa). 

Para la reaccién de la RT, se preparé una mezcla con las siguientes soluciones~ 

(Tabla 1), adicionadas en orden y en las cantidades indicadas, en un tubo eppendorf 

de 0.5 ml. 

Tabla 1. Componentes de la reaccion de RT 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

VOLUMEN 

COMPONENTES 10x 

.MgCi, (30 mM). 20 pl 
Buffer PCR 10X. 10 pl 
Agua DEPC. 16 pl 
dNTP" (2 mM c/u). 40 ul 
Inhibidor RNasa (40 U/ul). 2 ul 

Oligo dT (0.4 mM). 2 pl 
Muestra de RNA. * 8 pf 

Transcriptasa reversa (20 U/yl). 2 ut 
Volumen total. 100 ul       
  

4.dNTP= dATP, dTTP, dGTP y dCTP 

Se incubé la mezcla en un termociclador (PCR MJ Research PTC-100) con el 

siguiente ciclo: 
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a. 60 minutos a 42° C (alineacién de oligo dT y sintesis de cDNA). 

b. 10 minutos a 95° C (temperatura de inactivacién de la transcriptasa reversa). 

Luego de terminado el ciclo, las muestras se refrigeraron a -20°C, para evitar 

que se desnaturalice el cDNA. El volumen total resultante es suficiente para 9 

teaccidnes de la PCR. 

5.3.3. Amplificacion del DNA: Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR). 

Para llevar acabo la PCR (66) se utilizaron los siguientes componentes de la 

reaccion: 1) ADN-polimerasa termoestable** (50 mU/ul), proveniente de Thermus 

aquaticus (Taq polimerasa); 2) Desoxinucleotidos trifosfato** (dNTP) (320 UM de cada - 

uno); 3) MgCl,** (1.2 mM); 4) Buffer PCR**, que contiene: Tris-HCI (10 mM, pH 8.3), 

KCI (50 mM), y gelatina (1.0 pg/ml); 5) Formamida y Glicerol (1% c/u) (Sigma); 6) 

muestra de RT (cDNA); 7) iniciadores especificos (30 uM); y 8) Agua DEPC, para 

ajustar el volumen a 50 yl en cada reaccion. 

Los iniciadores especificos (oligonucleotides) fueron disefiados a partir de 

secuencias humanas (Gene Bank), y se mandaron sintetizar a Gibco BRL (Tabla 2). 

Se utilizé6 B actina como control interno, con iniciadores especificos diseflados de la 

misma manera. 

Procedimiento: 

Se preparé una mezcla con fas soluciones indicadas en ja Tabla 3, adicionadas 

en orden y en las cantidades indicadas, en un tubo eppendorf de 1.5 mi. 

Se dividé ei volumen total en 9 partes (35.5 pl cada una) en tubos eppendorf de 

0.5 ml y se adicionaron a cada una las soluciones indicadas en la Tabla 4. 
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Tabla 2. Secuencias de iniciadores especificos. 
  

  

  

  

  

  

  

  
  

  

        
  

MOLECULA SECUENCIAS DE INICIADORES 

B-Actina Sentido 5' CCC AGG CAC CAG GGC GTGAT 3’ 

Antisentido 15’ TCA AAC ATG ATC TGG GTC AT 3' 

AP Sentido 5 ACC GCT TAC CTC TGC GGN GTN AA 3 

Antisentide |S’ AC GTG GGT GTG GTC AGC NGT NAC 3! 

Coll Sentido 5' CGG GTC GAC AGC GCT GGT TIC GAC TICA3" 

Antisentido |5' CGG GAA TCC CAG TCT GCT GGT CCA TGT A 3' 

OPN Sentido 5 TTC GGA TGA GTC TGA TGA GAC C3’ 

Antisentido |5' GGA AGA ACA GAA GCA AAG TGC 3' 

BSP Sentido 5 AGG GCA CAC TTT GCA CAG TCTC 3 

Antisentido |5° GTT CCT TCT GCA CCT GCT-TCAG 3" 

OC Sentido 5 GAG TGC TGA GCA GCA GCC CAG C3 

Antisentido |5' GGT GCC TGG AGA GGA GCA GAA C 3° 

ONC Sentido 5'GAT CCA TGA GAA TGA GAA GCG 3° 

Antisentido |5‘°CTA TGT TAG CAC CTT ATC CCC 3° 

BMP-2 Sentido 5 ACC CGG GAG AAG GAG GAG G 3° 

Antisentide |5' CGC ACA GTG TTG GCT CGG 3 

BMP-4 Sentido 5 GCC ATT CCG TAG TGC CAT CC 3 

Antisentido |5' TCT TGC TAG GTG CGG GC 3° 

NEG, G,AoT. 
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Tabla 3. Mezcla inicial para la PCR. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

Volumen 

Componentes 9X 

MgCl, (30 mM). 18 pl 

Buffer PCR 10 X 45 ul 

dNTP" (2 mM c/u). 72 ll 

Formamida 4.5 ul 

Glicerol 4.5 ul 

Agua DEPC 175.5 wl 

Volumen total 319.5 pl       
  1. dNTP= dATP, dTTP, dGTP y dCTP. 

Tabla 4. Mezcla de reaccion para la PCR. 
  

  

  

  

  

  

  

  

Volumen 

Componentes 1X 

Solucién anterior. 35.5 ul 

tniciador sentido (0.75 mM). 2 ul 

Iniciador antisentido (0.75 mM). 2 pl 

Muestra de RT (cDNA). . 10 yl 

Amplificasa. 0.5 pl 

Volumen total 50 pl       
  

Se colocaron los tubos en el termociclador con el siguiente programa: 

1. 5 minutos a 95°C (temperatura de desnaturalizacion de RNA-cDNA) 

2. 40 ciclos de: 

A. 1 mina 94°C (temperatura de desnaturalizacion del cDNA). 

B. 1 min a 50°C (temperatura de alineamiento de iniciadores). 
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C. 1 min a 72°C (temperatura de amplificacin de iniciadores). 

3. 5 min 72°C (temperatura de desnaturalizacién de ta amplificasa). 

Luego de terminado el programa, las muestras se guardaron a ~20°C para 

evitar que el cDNA se desnaturalice. 

5.3.4. Revelado de productos de amplificacién: Electroforesis de cDNA. 

Para identificar los productos de cDNA generados por la PCR, las muestras se 

corrieron en una electroforesis horizontal con geles de agarosa. 

Preparacién de geles de agarosa. 

En 100 ml de buffer TAE 1X, se adicionaron 4 g de agarosa, se calenté hasta la 

completa disolucién de la agarosa y se repuso el agua perdida por evaporacion. Se 

dejé enfriar hasta una temperatura aproximada de 45° C; la cantidad suficiente fue 

vertida en la camara de electroforesis y se colocé el peine adecuado, para obtener un 

gel de tamafio, grosor y numero de carriles deseados. Una vez gelificado fue retirado 

el peine y se colocé el gel en la camara en posicién adecuada para la electroforesis 

(85). 

Electroforesis. 

Se colocé el gel en la camara de electroforesis; se llend la camara con buffer 

de TAE 1X y fueron colocados 15 yl de cada una de las muestras mezclandolas 

previamente con 7 ul de colorante para DNA (azul de bromofenol 3X). De igual forma 

se colocaron 5 ul de un marcador de bajo peso molecular**. 

Una vez colocadas las muestras y marcador, se cerré la camara y se conecté a 

la fuente de poder, se corrié con un voltaje de 80-90 volt, durante 1 % horas o hasta 

que el colorante recorriera aproximadamente % del largo del gel. 

El gel fue tefido con bromuro de etidio (1%) y destefiido en agua; las bandas 

de los productos se visualizaron con un transiluminador de luz UV y fueron tomadas 

las respectivas fotografias. 
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6. RESULTADOS. 

Las células (cementoblastos y osteoblastos) se cultivaron durante 7, 14 y 21 

dias en presencia de dexametasona, la cual es un importe glucocorticoide regulador 

de la proliferacion y diferenciacién celular (67,68). Ai termino de su cultivo, se extrajo 

el RNA total y fue cuantificado espectrofotométricamente (Tabla 5), como se indica en 

el apartado de Material y Métodos. Ademas se observé su grado de pureza relativo 

con relacion 260/280, la cual debe ser mayor de 1.8. 

Tabla 5. Determinacién de la concentracién de RNA total. 
  

  

  

  

  

  

  

Abs. Abs. 260/280 Conc. 

(260nm) (280nm) (ugful) 

Cem. 7 0.0714 | 0.0245 2.9186 2.856 
Cem. 14 | 0.1009 | 0.0493| 2.0467 4.036 
Cem. 21 | 0.0580 | 0.0185 3.1296 2.320 
Osteo.7 | 0.0266 | 0.0085 2.8000 7.064 
Osteo. 14 | 0.0259 | 0.0069 3.7536 7.036 

Osteo. 21 | 0.0536 | 0.0214 2.5077 2.144               
EI RNA total se sometio a las reaccién de la RT para obtener el cDNA de cada 

RNA mensajero presente y juego se realizé la reaccién de PCR (ver Material y 

Métodos), para amplificar el cDNA de las nueve moléculas buscadas. Las muestras 

obtenidas se corrieron en una electroforesis horizontal; para cada molécula buscada 

se corrié un gel y se tomé una fotografia a cada uno (Figura 2). Las bandas 

correspondientes al cDNA de las moléculas buscadas se identificaron con sus pesos 

moleculares correspondientes (Tabla 6). La concentracién en cual se encontraban no 

se determiné, unicamente se estimo dependiendo de Ja intensidad con la cual se 

observan las bandas (Tabla 7). 
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Figura 2. Fotografias del corrimiento de cDNA en geles de agarosa. 
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Carril 1: marcador de bajo peso molecular. 
Carri] 2: cementoblastos de 7 dias de cultivo celular. 
Carril 3: cementoblastos de 14 dias de cultivo celular. 
Carril 4: cementoblastos de 21 dias de cultivo celular. 
Carril 5: contro! negativo . 
Carril 6: osteoblastos de 7 dias de cultivo celular. 
Carril 7: osteoblastos de 14 dias de cultivo celular. 
Carril 8: osteoblastos de 21 dias de cultivo celular. 
Carril 9: marcador de bajo peso molecular.



  

Tabla 6. Pesos moleculares de los 
cDNAs buscados. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

PESO 
MOLECULA MOLECULAR 

B-Actina 263 pb 
‘AP 430 pb 
Call 561 pb 
OPN 400. pb 
BSP 385 pb 
oC 408 pb 
ONG 433 pb 
BMP-2 478 pb 
BMP-4 356 pb     
  

Tabla 7 . Presencia de moléculas en Cementoblastos y Osteoblastos 
Humanos. 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                
  

tiempo de incubacién de las células 

Cementoblastos. Osteoblastos. 

7 dias | 14 dias } 21 dias| 7 dias | 14 dias | 21 dias 

1- B-Actina.| + + + + + + 

2- AP. + ++ - - - ++ 

3- Coll. ss +++ + + +++ | > +44 

4- OPN. + + + + + + 

5- BSP. ++ ++ ++ ++ + ++ 

6- OC. - - - - - + 

7- ONC. + - - + - - 

8- BMP-2. ++ ++ ++ - + ++ 

9- BMP-4. - - - - - - 

-! ausencia de mRNA. 

+: presencia. 

++: presencia considerable. 

+++: presencia abundante. 
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El mRNA de f-actina se encontré en ambos tipos de célutas y para todos los 

tiempos de cultivo celular. ‘ 

El mRNA de AP fue detectado en cementoblastos de 7 y 14 dias, pero no a los 

21 dias; en cambio en osteoblastos, solo se detecté a los 21 dias de cuitivo celular. 

El mRNA de Col! se encontré en ambos tipos celulares y en todos los tiempos 

observados, pero en concentraciones diferentes. En cementoblastos comienza a los 7 

dias con un concentracién considerable para aumentarla a los 14 dias y baja 

notablemente a los 21 dias de cultivo. En osteoblastos la concentracién va 

aumentando conforme aumentan el tiempo de cultivo. 

El mRNA de OPN fue encontrado en todos los tiempos de cultivo observados 

en cementoblastos y osteoblastos en cantidad pequefia pero perceptible. 

El mRNA de BSP se observé en concentraciones apreciables en todos las 

reacciones realizadas. 

El mRNA de OC fue encontrado Unicamente en osteoblastos de 21 dias de 

_Cultivo celutar. 

El mRNA de ONC se detectd solo a los 7 dias de cultivo en ambos tipos 

celulares. 

El mRNA de BMP-2 se encontré en cementoblastos en todos los tiempos en 

concentracién constante y apreciable. En osteoblastos no se encontré a los 7 dias, 

pero si a fos 14 y 21 dias en concentracion creciente. 

No se detectd el mRNA de BMP-4 en ningun tiempo de ninguno de los tipos 

celulares. 

La sensibilidad de! método utilizado permite detectar hasta 10 moléculas de 

mRNA especifico. Teoricamente 0.1 pg de RNA total serian suficientes para lograr 

detectar, en un ge! de agarosa, al menos 5 ng de DNA amplificado (sensibilidad limite 

de la.tinci6n con bromuro de etidio). En nuestros ensayos utilizamos 5 yg de RNA 

total; por lo que consideramos que la molécula no se expresa si no aparece la banda 

de cDNA amplificado. 
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7. DISCUSION. 

En este estudio se observé la expresion temporal de proteinas, que se 

considera tienen importancia en el proceso de mineralizacién en cementoblastos y 

osteoblastes humanos. Siendo el patron de expresién diferente como se esperaba 

(Tabla 8), tanto en presencia o ausencia de la expresién como en la concentracién 

aparente (apreciacién visual dnicamente). 

Anteriormente los cementoblastos han sido caracterizados unicamente en 

tejido, utilizando una descripcién histolégica e inmunchistoquimica, ademas de 

hibridacion in situ, para determinar la localizacién y expresion de proteinas 

especificas, respectivamente. Diversos estudios han provisto valuable informacién de 

la histologia del cemento y de la expresién o secrecion de proteinas de células in situ 

(52-54,63,71-73). Se ha observado en cemento maduro de humano, que contiene 

numerosas proteinas similares a las que se encuentran en hueso, incluyendo 

fibronectina, BSP, OPN, OC, y colagena tipo | (56,57). Estudios subsecuentes han 

deducido la expresién espacial y temporal de proteinas asociadas a hueso incluyendo 

BSP, OPN, y OC durante la cementogenesis en ratas y ratones (52,73,74), y se ha 

demostrado que OPN y BSP son los componentes mayoritarios de! cemento, y que 

estas proteinas son secretadas por tos cementoblastos de la periferia del tejido ya 

mineralizado (51). Usado hibridacién in situ, se identificaron mRNAs de BSP, OPN, y 

OC, en células de la superficie de la raiz durante la cementogénesis (52), ademas la 

expresién de mRNA ha mostrado correspondencia con la localizacién de proteinas en 

cemento en tiempos especificos de su desarrollo (52,74). : 

Para conocer la expresion temporal de algunas proteinas asociadas con 

cementoblastos y distinguir dicho patron del presentado por hueso, buscamos 

proteinas descritas como especificas de cemento (OPN, BSP), y otras descritas en el 

proceso de mineralizacién en hueso (AP, Col |, OC, ONC BMP-2 y -4) para observar 

e! comportamiento en ambos linajes. Para este propdsito se utilizaron células de 

cementoma humano (64), que se aislaron con el fin de estudiar y en entender los 

factores y mecanismos de regularizacion de los cementoblastos, y con ello 
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comprender la formacién y/o regeneracién del tejido periodontal. Estas células y los 

osteoblastos humanos fueron cultivadas por 7, 14 y 21 dias (tiempo que representa la 

iniciacién de {a cementogenesis), y después se realizé el ensayo para determinar fa 

expresién de mRNAs de las proteinas de interés. 

Encontramos que para ambos tipos celulares, la presencia de mRNAs de Col I, 

OPN y BSP es similar. Dichas proteinas se expresan a los tres tiempos observados, 

sugiriendo que para ambos tipos celulares sus necesidades respecto al a funcién de 

dichas moléculas es semejante en tiempo y quizas en funcién. Existe evidencia que 

sugiere que BSP esta involucrada en la iniciacién de ta mineralizacién (51- 

53,70,75,76), por lo cual es un marcador de la biomineralizacién; también durante el 

desarrollo de molares de ratén, la expresion y secrecién de BSP por células de la raiz 

coincide con la cementogéneis (52). La OPN es una glicoproteina fosforilada, rica en 

Acido sidtico, con el cual forma complejos con osteocalcina (77) y colagena (78). 

Originalmente se aislé de hueso, y ahora se sabe que esta presente en una gran 

variedad de tejidos. La funcién que se ha deducido para la OPN en la mineralizacion 

del tejido incluye el control de ja migracién y la adhesion de osteoblastos y 

osteoclastos, ademas de la regulacién del crecimiento de los cristales 

(51,64,75,76,79). : 

El mRNA de ONC se encontré en ambos tipos celulares, solo cuando las 

células tenian 7 dias de cultivo. Esta molécula es capaz de facilitar la mineralizacién 

por su afinidad al calcio, hidroxiapatita y colagena tipo |. Es posible que esta proteina 

reaparezca en otra etapa mas avanzada del desarrollo y que no observamos aqui. 

EI mRNA de BMP-4 no se encontré a ningun tiempo de cultivo de ambas lineas 

celulares. La BMP-4 esta implicada fuertemente en el proceso de formacién 

embrionaria y en la formacion de cartilago y hueso. El mRNA de BMP-2 se encontrd 

en ambos tipos celulares, pero se presenté primero en cementoblastos. La BMP-2 es 

de la misma familia que la BMP-4 y por tanto tiene funciones semejantes, por lo cual 

compensa la ausencia de !a 4. Ambas moléculas también proven la informaci6n 

necesaria para la formaci6n de diversos tejidos. 
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El mRNA de AP se presenta primero en los cementoblastos, sugiriendo que la 

mineralizacién pudiese empezar primero en cemento. Se ha observado que existe 

una relacién entre la actividad de la AP y la produccién de cemento acelular (41). Por 

otra parte et mRNA de OC solo se encontré a los 21 dias de cuitivo de osteoblastos. 

La OC o proteina Gla de hueso, esta involucrada con ia mineralizaci6n de la matriz 

extracelular, que se cree es exciusiva de hueso, pero se ha encontrado en la raiz 

durante la etapa primaria de la cementogénesis. 
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8. CONCLUSION. 

El proceso de mineralizacién es semejante en ambos tipos celulares, y las 

diferencias observadas aqui fueron que el proceso comienza primero en 

cementoblastos, independientemente de ser mas lento, y que al menos en el tiempo 

de observacién realizado, los cementoblastos no expresan mRNA de OC, por lo cual, 

podria ocuparse como marcador celular en esta etapa de su desarrollo. 

La enfermedad periodontal es una enfermedad mundial, que frecuentemente 

termina con la pérdida de piezas dentales. Se cree que el cemento tiene un papel 

crucial en el proceso de regeneracién del tejido en conjunto, luego de haberse visto 

afectado por la enfermedad. A pesar de la naturaleza de la enfermedad, se 

desconoce el mecanismo de accién, tanto a nivel celular como a nivel molecular, de la 

funcién de los cementoblastos. Por fo que la caracterizacion de esta linea celular en 

cultivo, permitiraé obtener informacién’ para comprender la funcién de los 

cementoblastos en ej proceso global de la mineralizacién del tejido, con lo cual 

pueden desarrollarse terapias para la regeneracién de tejido periodontal. 
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