UNIVERSIDAD DE VALPARAISO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA
ESCUELA DE ODONTOLOGIA

VALPARAISO

COMPONENTES NO COLAGENOS
EN PREDENTINA DE INCISIVOS

- DERATA

SEMINARIO DE TESIS PARA OPTAR AL TITULO
DE CIRUJANO - DENTISTA

PROFESOR GUIA: Dr. Eduardo Couve Montane
Profesor Adjunto Catedra de Biologia
Departamento de Biologia, Esc. de Medicina
Facultad de Medicina

Universidad de Valparaiso

PROFESOR INFORMANTE: Dr. Pedro Gorgollon Castro
Profesor Adjunto Catedra de Histologia
Departamento de Anatomia, Esc. de Medicina
Facultad de Medicina

Universidad de Valparaiso

ALUMNOS: SANDRA CORTES VASQUEZ
MARINA GARBARINO GIORA

1991



44
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conocimiento del propio hombre. Ella define el limite
entre lo conocido y 1lo ignorado mediante procesos
creativos cuyas aplicaciones se constituyen en beneficios

para la salud de la humanidad ".
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RESUMEN

El presente seminario de tesis tuvo como objetivo
principal analizar la dinamica de componentes no colagenos
sulfatados durante distintas etapas de la dentinogénesis
en incisivos de ratas, mediante técnicas de incorporaciédn
de 35-804. Para ello, en una primera etapa, se realizé
una revisién bibliografica del tema, cuyo contenido se
entrega como marco conceptual general. Luego se desarrolléd
una descripcién y analisis del proceso de dentinogénesis.

Durante la dentinogénesis los odontoblastos secretan
una matriz organica, la predentina, la cual después de
cierto tiempo se mineraliza para formar la dentina. La
matriz predentinaria consiste principalmente en colageno
tipo I y proteoglicanos (PGs), el primero de estos
componentes cumple un rol estructural, mientras gque los
proteoglicanos parecen desempefiar diversas funciones
dentro de 1la matriz. Estos est4dn constituidos por una
proteina central a la cual se unen covalentemente cadenas
laterales de GAGs sulfatados.

La segunda etapa de este seminario correspondié a su
ejecuciodn experimental de acuerdo a los objetivos
planteados y basado en una pauta de trabajo gue se incluye
en materiales y método. Para ello fueion inyectadas 9
ratas Sprague-Dawley de un peso promedio de 87,55 g via
yugular externa con 35-804. Posteriormente a las 4 y 24
horas 1los animales fueron fijados mediante perfusioén

intracardiaca.



Las mandibulas izgquierdas se desmineralizaron y se
seleccionaron 4 regiones del incisivo de rata (A, B, C y
D), las qgue representan distintos estados de maduracion
del odontoblasto. Secciones de 1 um fueron procesadas para
realizar técnicas citoquimicas y radioautograficas a
microscopia o6ptica.

Finalmente, en una ultima etapa se presentaron 1los
resultados y luego de su analisis, se realizdé la discusioén
de 1los datos obtenidos. Para esto, se analizaron 1los
espesores de predentina en las distintas regiones. Se
contabilizaron granos radioautograficos wutilizando una
plantilla de 30 um de base x 40 um de alto, gue incluia
dentina, predentina y odontoblastos. Se observd gque el
espesor predentinario, asi{ como la incorporacién de 35-504
disminuyen desde 1la regidn apical (A) hacia 1la regidn
incisal (D), donde se ha concretado {a dentinogénesis
primaria.

Podemos concluir que la incorporacién del radioisodtopo
a compuestos sulfatados en predentina de incisivos de rata
decrece hacia la regién incisal y esto podria relacionarse
con una conversion mas rapida de la predentina a dentina
en esta regidn, con una variacién del contenido de 1los
proteoglicanos 1lo gque permitiria la existencia de un

sustrato maés rapidamente mineralizable.



INTRODUGCION

En esta introduccidén se analizard en primer lugar
el marco conceptual general sobre el cual se desarrollo6 el
presente seminario de tesis y para 1lo cual se ha

contemplado una revisién general de los conceptos basicos

sobre matriz extracelular, sus componentes y sus
funciones. Luego se tratard de la misma forma, la matriz
extracelular de los tejidos mineralizados, sus

caracteristicas y los componentes gue seran promotores o
reguladores del proceso gque se producira para dar

formacién a tejidos como la dentina.

MATRIZ EXTRACELULAR

I. Generalidades.

La matriz extracelular consiste en elementos fibrosos
embebidos en una sustancia amor fa producidos
principalmente por células mesenquimaticas y también por
células epiteliales. Su constitucién se caracteriza por
una compleja trama de macromoléculas tales como proteinas
y polisacaridos gue se ensamblan formando una red
organizada en el espacio extracelular de la mayoria de los
tejidos. Ademds de actuar como cemento bioldgico
universal, forma estructuras altamente especializadas del
tejido conjuntivo como el cartilago y 1los tendones,
también estructura 1las laminas basales. A través de 1la

mineralizacién mediada por el depoésito secundario de



cristales de fosfato céalcico, la matriz extracelular puede
calcificarse formando estructuras duras como los huesos ¥y
los dientes (Fig.l). También puede adoptar un orden casi
cristalino formando la matriz transparente de la coérnea o
adquirir 1la organizacién entrelazada de las fibras de
coldgeno de 1los tendones, que les confiere una enorme
resistencia a la traccioén.

La matriz extracelular desempefa uﬁ papel mucho mas
activo y complejo gque un simple armazdén relativamente
inerte gue estabiliza la estructura fisica de loé tejidos.
Participa en 1la regulacién del comportamiento de 1las
células gue se encuentran en contacto, influye sobre su
desarrollo, migracién, proliferacidén, forma y funciones
metabdlicas. Su composicidén molecular es tan compleja como
las funciones gue desempeha (Alberts, 1984). Los
componentes extracelulares de tejidos conectivos son
responsables de sus propiedades fisiolégicas, por 1lo
tanto, es necesario conocer las caracteristicas
estructurales de las matrices para comprender sus

funciones (Linde, 1989).
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Perceluar

" A. Esquema gue muestra al condrocito y su matriz

extracelular.

Osteocito

Ostenbinstos

B. Esquema de la matriz mineralizada de hueso.

HA: &cido hialurénico OC: osteocalcina
BS8P: sialoproteina de hueso ON: osteonectina
CMP: proteina matricales de cartilago OP: osteopontina
CoL (I, II, IX): colageno PG: proteoglicano
Fm: fibromodulina . ‘Ap: apatita



II . Componentes

La matriz extracelular esta compuesta principalmente
por proteinas fibrosas incluidas en un gel de polisacarido
hidratado. Los componentes organicos de la matriz
extracelular se pueden dividir en dos grupos H
1. Componente colageno.

2. Componentes no colagenos.

1.Componente colageno

El col&dgeno constituye el 25% de la proteina total en
los mamiferos. El rasgo principal de 1las moléculas de
colageno es su estructura rigida. Se trata de tres cadenas
polipeptidicas, denominadas cadenas alfa gue estan
enrolladas entre si formando una hélice regular, la cual
constituye una molécula de colageno, de aproximadamente
300 nm de largo y 1,5 nm de diametro.

Hasta el momento se han caracterizado trece cadenas
alfa de colageno (Ramirez y Di Liberto, 1990),
genéticamente distintas y de wunos mil residuos de
aminoacidos cada wuna de ellas. Aunque en principio, a
partir de las diferentes combinaciones de las cadenas alfa
se podrian formar mas de 100 tipos distintos de moléculas
de colageno de triple hebra, se han descrito sé6lo una
docena de ellas dentro de la gran familia génica del
colageno. Entre los tipos principales de coldgeno podemos
nombrar los tipo I, II, III,IV y V. Los tipos I, II y III

se encuentran en tejido conjuntivo, y de ellos, el tipo I



es el mas frecuente constituyendo el 90% del colageno del
cuerpo. Los genes gque codifican para estas cadenas han
sido 1localizados en los Cromosomas 17 para (< 1[I1), 7
para (=<2[I1), 12 para (<« 1[II]), 2 para (= 1[III]) y 13
para ambas cadenas del colageno tipo IV.

TABLA I Tipos de colageno y sus propiedades

(Alberts, 1984)

Tipo Férmula Forma Rasgos Distribucién
molecular polimerizada caracteristicos en los
tejidos
I [«¢1(I)]122(I) £fibrilla poca hidroxilisina piel,tendén
poco carbohidrato hueso,cdérnea

fibrillas anchas

II [e<1(II)]3 fibrilla mucha hidroxilisina cartilago
mucho carbohidrato disco inter
generalmente vertebral,
fibrillas mas finas notocorda
que el tipo I cuerpo

vitreo del

ojo
III [<1(III)1]3 fibrilla mucha hidroxiprolina piel, vasos
poca hidrolisina sanguineos,
poco carbohidrato érganos
internos
v [=<1(IV)]3 lamina basal muchisima hidroxi- ladminas
lisina, mucho car- basales
bohidrato
\ [e<1(V)]2 2(V) desconocida mucha hidroxilisina difundido

mucho carbohidrato



Las cadenas alfa son sintetizadas en 1los ribosomas
como cadenas de procolageno teniendo péptidos de extensién
de tamafio considerable en 1los terminales amino Y
carboxilo. Estas extensiones son necesarias para el

ensamblaje de tres procadenas de colageno a una molécula

de triple hélice gque conforma el procol&geno. Las
procadenas de colageno, sin embargo, deben sufrir
modificaciones post-transicionales de hidroxilacidn Y

glicosilacién antes de la formacién de la triple hélice.
La prolina, y en menor grado, los residuos de lisina son
hidroxilados. Las moléculas de procolageno son
transportadas a través del complejo de Golgi y exocitadas
via granulos secretores. Las extensiones terminales de
las moléculas de procolageno son escindidas
extracelularmente por 1la procolégenﬁ peptidasa y 1las
moléculas de colageno formadas pueden ensamblarse
espontaneamente en fibrillas. Lés fibrillas se estabilizan
por uniones intermoleculares covalentes gque involucran los
residuos de lisina e hidroxilisina (Weinstock y Leblond,
19574; Hay, 1981; Alberts, 1984; Linde; 1985; Leblond,
1989).

Las fibras de colageno estan estructuradas para
resistir fuerzas tensionales y reforzar mecédnicamente el
gel de proteoglicanos. En los tejidos mineralizados, el
colageno constituye la red sobre la cual se depositan 1los
cristales minerales (Heinegard y Oldberg, 1989; Linde,

'1984).



2. Componentes no colagenos

A. Glicoproteinas - Fibronectina
- Laminina
B. Fosfoproteinas - Osteonectina

- Fosfoproteinas de alto grado de
fosforilacién (PP-H)
- Fosfoproteinas de bajo grado de
fosforilacién (PP-L)
C. Proteoglicanos (PGs)
D. Otros componentes - Proteinas séricas, hormonas,
factores de crecimiento,

lipidos, iones y otros.

A. Glicoproteinas

Fibronectina

Es una glicoproteina extracelular encontrada en
tejidos conectivos y varias membranas basales. Se ha
sugerido como un mediador de la adhesio6n

celular, fomentando asi la adherencia de diversos tipos
celulares a otras células, al colageno y a otros sustratos
(Alberts 1984). Ademas se encuent;a en elevadas
concentraciones en las regiones de migracién celular
durante el desarrollo, por 1lo que se cree gque esta

glicoproteina influye sobre la migracién celular in vivo.



Laminina
Corresponde a uno de los componentes mayoritarios de

las l&minas basales. Es una glicoproteina flexible formada

por tres brazos cortos (37nm) y uno large (77nm). La
conforman tres polipéptidos, 1los cuales han sido
completamente secuenciados. Posee un 12-15% de
carbohidratos, cuya funcién es aun desconocida. Los

distintos dominios presentes en la estructura de laminina,
permiten distintas interacciones arquitecténicas en la
conformacién de laminas basales (Campbell y Texrranova,

1988; Yurchenco y Schittny, 199%0).

B.Fosfoproteinas

Son de naturaleza altamente anidnica. Casi la mitad de
su contenido de amino&cidos lo constituyen residuos de
serina. Se han identificado fosfoproteinas de alto (PP-H),
mediano (PP-M) y bajo grado de fosforilacidén (PP-L).
Pueden asociarse con el coldgeno y se postulan como

promotoras de la mineralizacién.

C. Proteoglicanos

Los proteoglicanos (PGs) consisten en una proteina
central a la cual se unen covalentementemente cadenas
laterales de glicosaminoglicanos (GAGs). Los GAGs,
anteriormente conocidos como mucopolisacaridos, son largas
cadenas de polisacaridos no ramificadas, compuestas por

unidades repetidas de disacaridos. Uno de los residuos de
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azUcar del disacarido repetido, siempre.es un aminoazucar
(N-acetilglucosamina 6 N-acetilgalactosamina). Constituyen
del 50 al 90% del peso molecular de los PGs y tienen una
intensa carga negativa por la presencia de grupos sulfato,

carboxilo o de ambos en muchos de los residuos de aztcar

,
COQH HCOR,,
H 0
H
ke o5
H
H QOH

Figura 2 Secuencia de disacéarido repetido. Para condroitin

sulfato: acido D-glucurdnico y N-acetil-D-galactosamina.

Se han diferenciado siete grupos de GAGs, segin su
residuo de aztcar, el tipo de enlace entre los residuos vy
el namero y localizacién de 1los grupos sulfato.
Corresponden al &cido hialurénico (el tnico GAG en gque
ninguno de los azucares estd sulfatado), condroitin-4-
sulfato, condroitin-6-sulfato, dermatan sulfato, heparan

sulfato, heparina y keratan sulfato (Tabla II).

11
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Estos GAGs, a excepcién del acido hialurénico, estan
unidos covalentemente a proteinas formando las moléculas

de PG, que anteriormente eran llamadas mucoproteinas (Fig.

3A y 3B).

Trisacarido de unién GAG

Fiqura 3A Esquema de la unién entre una cadena de GAGs y
un residuo de serina de una proteina central en 1la
molécula de PGs mediante un "trisacarido de unién"

especifico.

GAGs

4 \\

\

Proteina central

Figura 3B Esquema de una molécula tipica de PG, formada
por numerosas cadenas de GAGs unidas covalentemente u un

nlcleo proteico.
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La sintesis de 1la proteina central ocurre en el
reticulo endoplésmico rugoso, donde comienza la adicién de
oligosacaridos por enlaces de 0. Yy N. Seis
glucosiltransferasas diferentes y sulfotransferasas que
pueden estar unidas a membrana, estan involucradas en la
sintesis de condroitin sulfato. El paso inicial es 1la
transferencia de xilosa desde xilosa difosfato uridina al
hidroxilo de 1la serina de 1la proteina central. Son
adicionados dos residuos de galactosa, 1luego acido
glucurénico b N-acetilgalactosamina, todo esto
involucrando diferentes transferasas. Unidades repetidas
de A&cido glucurdnico y N-acetilgalactosamina son 1luego
adicionadas por dos enzimas finales. La sulfatacidn
retrasa 1la elongacidén de la cadena gque ocurre en las
cisternas trans y tabulos del aparato de Golgi (Velasco,
1988; Hay, 1981; Ito y col.,1987).

Las cadenas de condroitin sulfato se unen a 1los
residuos de serina y las cadenas de keratan sulfato,
probablemente, a los oligosacaridos cuando la proteina
central se mueve en la regién del aparato de Golgi.
Experimentos in wvitro indican que 1la incorporacidén de
azufre al PG, del comienzo al final, es muy rapida (Hay
1981). Condroitin sulfato se une a una proteina central
mediante uniones glucosidicas entre los residuos de xilosa
del condroitin sulfato al grupo hidroxilo de los residuos
de serina de 1la proteina central (Fig.B).' Ademas el

keratan sulfato y otros oligosacaridos se unen a los

14



grupos hidroxilo de la serina y treonina de 1la protéina
central.

Los PGs pueden unirse especificamente entre si y con
otros componentes macromoleculares de la matriz como
coldgeno, elastina, fibronectina. 8e ha visto gue existen
grandes agregados de PG unidos no covalentemente a una
molécula de &acido hialurdnico a través de sus proteinas
centrales. En algunos casos, hasta 100 monémeros de PG
unidos a una sola cadena de acido hialurodnico, forman un
complejo de alto peso molecular y ocupan un volumen
equivalente al de una bacteria (Hay, 1981; Alberts, 1984).

En cartilago los mondmeros de PGs no parecen estar
agregados en polimero cuando dejan la célula vy el
ensamblaje puede ocurrir a cierta distancia. El1 tamafio vy
longitud de 1los GAGs y de la proteina central pueden
diferir dependiendo del tejido en el cual se encuentran.
Estudios bioquimicos han demostrado que los PGs de dentina
difieren en composicién y tamafio de aguellos del
cartilago (Linde, 1984; Heinegard y 0ldberg, 1989). En
este 0ltimo, los PGs son de gran tamafio y forman agregados
con el acido hialurdnico, sin embargo en hueso y dentina
esto no sucede y los PGs son pequefios y contienen s6lo una
o dos cadenas de condroitin sulfato unidas a una proteina
central (Ito y col.,1987; Boskey, 1989; Sauren y col.,
1989; Linde, 1989).

Los PGs tienen la propiedad de ser hidrofilicos debido

a su fuerte carga negativa por lo cual durante la rutina

15



de procesamiento es necesario agregar al fijador agentes
como Cetylpyrimidinium Chloride, Alcian Blue, nitrato de
bismuto, rojo de rutenio, acido tanico, Safranin-o0,
acridine orange, Cuprolinic Blue; de 1lo contrario mas del
50% de estos componentes se pierden de 1los tejidos.
Cetylpyrimidinium Chloride precipita los GAGs sulfatados y
hace posible la retencién de estas moléculas (Chardin y
col., 1990; Young y col., 1989; Sauren y col., 1989; Chan
y Wong, 1989; Goldberg y col., 1978; Volker y col., 1989;
Tawara y col., 1988; Lormee y col., 1989).

Los PGs tienen 1la capacidad de formar geles
hidratados 1incluso a concentraciones muy bajas. Esta
tendencia estd notablemente incrementada por su elevada
densidad de cargas negativas que atraen cationes
osméticamente activos. Esto genera turgencia en la matriz
extracelular gque resiste 1las fuerzas de compresién a
diferencia de las fibrillas de colageno gue resisten las
fuerzas traccionales (Linde, 1984). Debido a su
organizacién hidratada 1las cadenas de GAGs permiten 1la
rapida difusidén de moléculas hidrosolubles, la migracién
celular, diferenciacién y el desarrollo de procesos
celulares (Lelongt y col., 1988; Kogaya y Furuhashi,
1988). Se ha descrito que los PGs de la membrana basal
renal (heparan sulfato) juegan un rol importante en la
filtracién (Hay, 1981; Alberts, 1984).

En los procesos de mineralizacién de tejidos se les

han atribuido diferentes y controvertidos roles. Se ha

16



sugerido gque participarian en 1la fibrilogénesis del
coldgeno y posiblememte podrian inhibir la mineralizacidn.
(Linde, 1984; 1985 1y 1989; Boskey, 1989; Heinegard vy

Oldberg, 1989).

D.Otros componentes

Circulando dentro de la matriz extracelular se pueden
encontrar diversos componentes organicos tales como
proteinas séricas, hormonas, factores de crecimiento vy
lipidos. Ademas existen componentes 1inorganicos como
iones. Todos ellos desempefian roles interactuando con el
medio extracelular, las células y con otros elementos alli

presentes.
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DENTINA

I. Formacién y Organizacién CGeneral de la dentina

La dentina es elaborada por células altamente
diferenciadas, los odontoblastos, que estan localizados en
la periferia de la pulpa, formando la capa odontoblastica,
con cuerpos celulares mé&s o menos columnares los que
varian su morfologia segun su estado de maduracidén. De
acuerdo a investigaciones realizadas en relacidén a 1la
ultraestructura de odontoblastos en incisivos de rata,
Takuma y Nagai (1971) han observado e identificado wvarios
estados de desarrollo y maduracién desde la zoné germinal
(apical) hasta 1incisal; en premolares humanos, Couve
(1986) describiéd la morfologia .de odontoblastos
relacionada con su ubicaciédn dentro del diente,
clasificando 4 estados: preodontoblasto, odontoblasto
secretor, odontoblasto transicional Yy odontoblasto
envejecido.

Durante 1la formacién dentinaria los odontoblastos
tienen caracteristicas de sintesis y secrecién, destacando
en ellos un reticulo endoplasmico rugoso desarrollado,
muchas mitocondrias, un aparato de Golgi prominente vy
numerosas vesiculas secretoras. El1 proceso odontoblastico
gue atraviesa la predentina presenta escasos organelos,
pero contiene abundantes filamentos dispuestos en forma
longitudinal Yy microtubulos, presumiblemente, para

facilitar el transporte intracelular.
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Una vez que los odontoblastos alcanzan su maduracién
a partir de las células ectomesenguimaticas
indiferenciadas de 1la papila, el préximo paso en la
formacién de dentina es 1la produccion de su matriz
organica, 1la predentina (Ten Cate, 1986). Durante 1la
dentinogénesis, 1la primera matriz organica secretada
corresponde a la predentina del manto, en la cual se han
identificado colageno tipo I y V, fibronectina, Gla-
proteinas, pero no se han demostrado fosfoproteinas.
Posteriomente se produce 1la cristalizacidén mediada por
vesiculas matricales que contienen fosfatasa alcalina,
formandose 1la dentina del manto, gue en un diente maduro
presenta un espesor de 20 micrones. Es estructuralmente

mas irreqular, menos mineralizada gue el resto de 1la

dentina primaria, llamada dentina circumpulpar, Yy
constituye una pequefia porcién del volumen dentinario
total. También existen diferencias en el mecanismo de

formaciétn de ambas dentinas (Kogaya y Furuhashi, 1988;
Linde, 1989).

La formacién de la dentina circumpulpar ocurre en dos
pasos subsecuentes y simultaneos, el primero corresponde a
la formacién de su matriz organica y el segundo, su
posterior mineralizacidén. El tiempo gque media entre estos
dos pasos, se representa morfolégicamenté como el espesor
de predentina. En un estudio realizado en premolares
humanos en desarrollo, se observd gue el ancho

predentinario disminuye en mads de un 60% en 1la regién
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terminal de dentinogénesis primaria (coronal) respecto de
la regi6n mas activa (apical) (Couve, 1987). En incisivos
de rata se pudo corroborar la misma tendencia a la
disminucién de 1la predentina, encontrandose un mayor
grosor en la regién mas apical que en incisal, donde 1la
dentina primaria ya ha sido formada (Couve y col., 1987).
Funcionalmente, 1la predentina podria representar la zona
para la formacién y maduracién de la red colagena de 1la
matriz dentinaria, 1lo cual es fundamental para su
posterior mineralizacidn.

La predentina contiene principalmente colageno tipo I
Yy PGs, ademas una pequefia cantidad de PP-L Yy
Osteonectina/SPARC. Difiere de la matriz organica de 1la
dentina circumpulpar, ya gue componentes macromoleculares
tales como Gla-proteinas, PP-H y algunos PGs son
incorporados en el frente de mineralizacién. En dicho
frente es posible identificar los calcoferitos, primeros
nicleos de mineralizacién. Algunos constituyentes de 1la

predentina son metabolizados posiblemente en el proceso

odontoblastico.
Durante 1la formacioén de los tejidos mineralizados
tales como hueso y dentina, los cristales minerales son

depositados en una sustancia organica extracelular cuyos
constituyentes son factores decisivos en la determinacién
de 1la tasa de formacidn mineral y de las caracteristicas

del mineral formadeo (Tabla III).
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Comparacién de componentes extracelulares organicos

TABLA III
de dentina, predentina, pulpa y hueso
Dentina Predentina Pulpa Hueso
Colageno Tipo I Tipo I Tipo 1I Tipo I
Tipo V (trimero Tipo III Tipo V
PGs pequefio pequefio inter- grande pequefio
mediario (y pequefio?)
Proteinas PP-H PP-L fibronec- PP-L
no colagenas PP-L Osteonectina/ tina, Gla-
Gla-protei- SPARC Osteonectina/ prot.
nas, MGP, MGP SPARC MGP
Osteonectina/ Osteonec-
SPARC tina/SPARC
95K GP Osteopontina
60K GP, ( 44K )
GlicoPs GlicoPs
acidas acidas
Proteinas Proteinas
séricas séricas

A I



La dentinogénesis es un proceso altamente regulado y
controlado por factores celulares y extracelulares. El
odontoblasto posee dos niveles de secrecidn, uno proximal
al cuerpo odontoblastico, donde se exocitan los
constituyentes de la predentina y uno distal, en el frente
de mineralizacién, en el cual son secretados componentes
presumiblemente de importancia para la formacidén mineral.
Se cree gque 1la iniciacién de cada cristal mineral es
facilitada por algun tipo de nucleacién. Un nGcleo mineral
eventualmente podria crecer y fusionarse. La tasa de
formacién mineral asi cémo el tipo de mineral formado,
dependen de factores tales como pH, concentraciones de
calcio y fosfato y otros iones. Debido a que los cristales
de hidroxiapatita en dentina y hueso se ven en estrecha
relacidén con las fibras de colageno, muchos autores han
sugerido propiedades del coldgeno dentro de tejidos
mineralizados, que podrian conferir una funcién nucleadora
a este mayoritario constituyente de la matriz. El1 interés
se ha enfocado, sin embargo al rol de las proteinas no

colagenas en la mineralizacién (Fig.4).
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Dentina

Predentina

Odontoblastos

Figura 4 Representacidén esquematica de la matriz

extracelular de predentina y sus componentes secretados

por los odontoblastos.

Ap: cristal de apatita
COL-I: colageno tipo I
Ff: fosfoforina

HA: acido hialurénico
PG: proteoglicano
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II.Componentes

La matriz dentinaria esta compuesta por una fase
mineral (70%) y otra organica (20%). En esta Gltima
encontramos componentes colagenos (90%) y componentes no
colagenos (10%) como fosfoprotelinas y PGs.

Las principales proteinas no coladgenas de hueso vy
dentina son anidnicas y debido a esta caracteristica
tienen afinidad por cationes como calcio, lo gue sugiere
gue las PP-H y los PGs pueden actuar como nucleadores para
la hidroxiapatita in vivo. S8in embargo, no hay evidencia
directa hasta el momento gque indigue gue en hueso vy
dentina las proteinas no colagenas tengan la capacidad de
nuclear apatita en condiciones idnicas fisioldégicas. En
cambio, estas moléculas en solucidén ejercen un efecto
inhibitorio en 1la induccién y crecimiento mineral. En
estudios in wvitro, se ha demostrado que cantidades muy
peguefias de proteinas no colagenas dentinarias son capaces
de inducir apatita a concentraciones fisiolégicas de iones
calcio y fosfato. La hipdtesis subyacente plantea que 1las
proteinas no colagenas inmovilizadas en un soporte
s6lido, presumiblemente colageno en el tejido, podrian
inducir mas que inhibir la formacién mineral (Linde, 1989;

Bouvier y col., 1990).
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1. Componente colageno

El colageno dentinario es principalmente del tipo I
al igual gque en hueso. Es sintetizado por el odontoblasto
y secretado a 1la predentina donde 1las moléculas de
colageno son dispuestas en fibras. Estas fibras forman una
trama densa en 1la cual se depositan 1los cristales
minerales (Linde, 1989).

La sintesis, migracién y liberacién del colageno por el
odontoblasto fue estudiado por Weinstock y Leblond (1973)

mediante radiocautografia usando prolina 3H.
2. Componentes no colagenos

Las proteinas no colagenas dentinarias pueden ser
clasificadas en 5 grupos: fosfoproteinas, proteinas que
contienen gamma-carboxiglutamato, proteoglicanos,
glicoproteinas acidicas y proteinas plasmaticas. Con 1la
excepcién de 1los proteoglicanos y de las proteinas
plasmaticas, estas proteinas no colagenas no estan
presentes en predentina (Linde, 1985). En la dentina estéan
fuertememte asociadas con la fase mineral,tanto asi que

son extraibles s6lo después de la desmineralizacioén.
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TABLA IV

Componentes

A.

Fosfoproteinas

Gla-proteina

Glicoproteinas

Proteinas
séricas
y otros

componentes

PGs y GAGs

Macromoléculas no colagenas

26

dentinarias

(Linde, 1984)

Caracteristicas

Contienen altos niveles de serina
y &cido aspartico; con alto y bajo
grado de fosforilacién (PP-H, PP-M
y PP-L); PP-H es el mayor
componente no colageno en dentina,
pero no esta presente en

predentina.

Varias proteinas gque contienen

gamma - carboxiglutamato; ausente

de predentina.

Varias glicoproteinas acidicas.
Osteonectina:presente en dentina.
Fibronectina: presente s6lo en

dentina del manto.

Albtmina, Igs, glicoproteina
alfa - 2HS. |
Proteolipidos, fosfolipidos,
iones.

Presentes en dentina Y
predentina.

En dentina wvirtualmente s6lo
C-4-8. También C-6-3, HA, DS

y HS.



A. Fosfoproteina

La fosfoproteina es 1la proteina no colagena
dentinaria mayoritaria. Existen en dentina fosfoproteinas
con diferentes grados de fosforilacién, pero la mas comin
es la fosfoproteina altamente fosforilada (PP-H), también
denominada fosfoforina. En dentina la PP-H constituye 1la
mitad o mAs de las proteinas no colagenas. No se ha
identificado ninguna PP-H en hueso, manifestandose asi una
diferencia entre hueso y dentina. Las fosfoproteinas de
bajo grado de fosforilacidén (PP-L) se han aislado en
dentina y hueso en cantidades variables.

La via metabdlica de la fosfoproteina en incisivos de
rata ha sido estudiada mediante radioautografia por
distintos autores (Weinstock y Leblond, 1973; Inage ¥y
Toda, 1988), observandose que ésta aparece en dentina a
los 30 minutos después de la inyeccién del precursor
marcado a diferencia del colageno gque aparece después de
4 horas. La fosfoproteina seria secretada directamente al
frente de mineralizacidén, ya que no se ha identificado en
predentina (Rahima y col., 1988; Rabie y Veis, 1991).

Tienen gran afinidad con calcio, pero no existen
sitios de unidn especificos. Se ha visto que las
fosfoproteinas pueden influir en la conversiéon de fosfato
de calcio amorfo a hidroxiapatita. In vitro inhiben el
crecimiento del <cristal. Concentraciones altas ejercen
funcidon inhibitoria, mientras gque concentraciones bajas

inmovilizadas en un soporte sélido pueden inducir
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formacion de hidroxiapatita en solucidén de fosfato calcico
a concentraciones fisiolbgicas. Tienen fuerte afinidad por
la superficie del cristal de apatita y algunas de ellas
pueden unirse covalentemente al colageno. Asi 1la PP
dentinaria controla el crecimiento del cristal de apatita
y consecuentemente regula el tamafo dei cristal en el
proceso de mineralizacién de 1la dentina circumpulpar

(Inage y Toda, 1988).

B. Gla-proteinas

Las proteinas que contienen el aminodcido gamma-
carboxiglutamato, tienen 1la capacidad de wunir cationes
tales como calcio mediante sus grupos carboxilos. Dentro
de estas proteinas se han identificado dos grupos en
hueso y dentina: Gla-proteinas de matriz (MGP) Y
osteocalcina. Sus funciones aun no estan claras. No estan
presentes en la predentina y en 1la dentinogénesis
circumpulpar son secretadas directamente al frente de
mineralizaciodn. Se ha informado gque son potentes
inhibidores de 1la formacién de hidroxiapatita, de su
crecimiento in vitro y podrian estar involucradas en el

reclutamiento de osteoclastos (Boskey, 1989).

C. Glicoproteinas

Osteonectina

La osteonectina es una glicoproteina acidica que

contiene acido aspartico vy glutamico, ademas de
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carbohidratos y fé6sforo organico. Tiene alta afinidad por
el colageno y la hidroxiapatita in vitro; se ha informado
como un potente inhibidor de hidroxiapatita, asociandose
con la dentina tubular. También se encuentra en ligamento
periodontal, encia, pulpa, mesenterio y otros. AGn no se
conoce su rol especifico en la biomineralizacién (Linde,

1989 ; Boskey, 1989).

Fibronectina

La fibronectina esta presente en el tejido conectivo
pulpar y s6lo en la matriz organica de; la dentina del
manto. No puede demostrarse en estadios tardios de 1la
dentinogénesis como tampoco en predentina ni en dentina

circumpulpar.

D. Proteinas séricas

y otros componentes

La dentina contiene proteinas séricas, pero se cree
gue podrian estar alli presentes por contaminacién con
sangre durante 1la preparacidén. Se ha logrado aislar
albimina después de la desmineralizacién dentinaria, pero
atn no estad claro si es sintetizada por el odontoblasto.
Se puede visualizar radioautograficamente albumina con
125-I1 en el frente de mineralizacién a 1las 6 horas
postinyeccidén y dentro de 1la dentina a los 3 dias
postinyeccién. Esto podria indicar un transporte

intracelular rapido a través del odontoblasto, pero 1la
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significancia bioldégica de este hallazgo esta aun en
discusio6on (Linde, 1984).

También se han encontrado proteinas séricas como IgG,
IgE y glicoproteina alfa - 2HS (Boskey, 1989); -estas
proteinas son sintetizadas por células de otros tejidos
y por esto se cree que no tienen un rol especifico ¥
esencial en la mineralizacién.

En predentina se ha observado una relacién entre GAGs
y fosfolipidos y se ha sugerido gque estos componentes
podrian formar lipo-proteoglicanos y se les ha atribuido
un activo rol en la mineralizacidén in vitro e in vivo,
presentando distinta distribucién en los tejidos

calcificados.
E. Proteoglicanos

Otro grupo de los componentes no coladgenos de la
dentina son los proteoglicanos. El conocimiento del tipo y
distribucién de éstos en la predentina y dentina es un
prerrequisito para comprender su rol en la dentinogénesis
(Takagi y col., 1989 ).

Linde empleando métodos bioquimicos estudié el
contenido de GAGs en el tejido conectivo pulpar de
distintas especies en varios estados de desarrollo.
Realizé tratamiento enzimadtico con papaina y encontré
condroitin-4-sulfato, condroitin-6-sulfato, dermatan
sulfato, heparan sulfato, a&cido hialurénico y keratan

sulfato, observando diferencia entre las especies
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estudiadas. Condroitin sulfato y a&cido hialurdnico estan
presentes en el tejido pulpar de todas las especies y en
dientes dentinogénicamente activos, representando
condroitin sulfato el 70% de los GAGs presentes.

La matriz predentinaria consiste principalmente en
PGs y colidgeno. En un estudio en predentina de conejillos
de india, Linde demostré la presencia de condroitin-4-
sulfato, condroitin-6-sulfato, &cido hialurdénico, dermatan
sulfato y keratan sulfato, con un porcentaje del 65% de
condroitin sulfato y del 20% de &acido hialurdnico (Linde,
1985).

Con el wuso de inmunohistoquimica se detects 1la
distribucién de GAGs en predentina y dentina mediante
anticuerpos monoclonales desarrollados-para varios GAGs y
PGs, encontrandose condroitin-4-sulfato, dermatan sulfato
pequefio y grande, keratan sulfato, condroitin sulfato ¥y
condroitin-6-sulfato , en predentina de rata, en tanto que
en dentina de la misma especie se encontré condroitin-4-
sulfato y dermatan sulfato pequefo., Resultando ser
condroitin-4-sulfato el GAG mayoritario en dentina.
Mientras la predentina tuvo una distribucién relativamente
homogénea de GAGs y PGs, la dentina reveld una intensa
actividad en los tubulos dentinarios alrededor de 1los
procesos odontoblasticos con un minimo de actividad en el
resto de 1la matriz dentinaria. Estudios bioguimicos
previos de predentina y dentina de rata, han identificado

condroitin-4-sulfato y condroitin-6-sulfato en una razbdn
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de 10:1 en predentina versus dentina (Takagi y col.,
1990).

Los PGs sulfatados son transportados a través del
proceso odontoblastico en granulos secretores elongados,
posiblemente el mismo tipo de granulo gque esta marcado
después de 1la administracidén de fucosa 3H o prolina 3H
(Weinstock y Young, 1972). Son necesarios mayores estudios
para saber si la proteina central y el colageno son
empaquetados en el mismo granulo secretor o en forma
separada. La descarga de los PGs es depositada en 1la
predentina proximal (Chardin y col., 1990; Beertsen y
Niehof, 1986). Sundstrém (1971) encontré evidencia de dos
pools metabolicos de PGs en experimentos radioautograficos
usando 35-504. Un pool se incorpora rapidamente a 1la
dentina mineralizada y es secretado directamente al frente
de mineralizacién. E1l otro pool permanece en la predentina
por un tiempo mas extenso (Linde, 1985). Estudios
bioguimicos de Rahemtulla y col. (1984), Weinstock y Young
(1972) también verifican esta observacioén.

Los PGs, dentro de la matriz est&n involucrados en
diversas funciones puediendo variar considerablemente
debido al amplio rango existente en la composicién quimica
de éstos.

Influencian 1la formacidén extracelular de fibrillas
colagenas y estabilizan su ensamblaje. En predentina,
luego de 1la fase de maduracién estan estrechamente

relacionados con colageno. En la dentina los PGs persisten
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con la forma de finos gr&nulos de aproximadamente 100 A
ligados a las estriaciones peridédicas (Goldberg y col.,

1978).

El condroitin-4-sulfato tiene ﬁn rol en la
diferenciacidn de la pulpa dental permitiendo la
mineralizacién in vitro. La sintesis y deposicién de
proteinas no coldgenas involucradas en la mineralizacién
pueden ser inducidas por condroitin sulfato (Bouvier y
col., 1990). Tziafas (1988) estudidé el efecto de los GAGs
en odontoblastos de rata in vitro y concluydé que éstos son
capaces de mantener el estado de polarizacidén en dichos
cultivos.

En los tejidos 1los PGs presumiblemente pueden
disminuir el rango de difusién de iones tales como calcio
y fosfato. Los PGs unen electrostaticamente iones calcio,
siendo esto un prerrequisito para inducir la formacién de
cristales in vitro a pH fisiolégico y condiciones 1ionicas
6ptimas. Los grupos sulfato y carboxilo podrian actuar
como un locus dentro de 1a matriz permitiendo
concentraciones de calcio y fosfato suficientes gque se
requieren para la nucleacidén. Se ha sugerido que su gran
extensién molecular en solucidén seria 1la responsable
primaria de su capacidad de regular la formacién mineral.

Se ha establecido, mediante estudios bioquimicos,
diferencias cuantitativas y cualitativas entre GAGs de
predentina Yy dentina observandose una disminucién

significante en esta Gltima. La diferencia entre PGs de
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dentina y predentina podria explicar la relacién de 1los
PGs con 1la mineralizacién. Estudios realizados wusando
reactivos catidénicos sugieren gue la pérdida de GAGs
puede ser producto de una remocidén de éstos durante 1la
mineralizacién dentinaria o de un enmascaramiento de
algunos de ellos. También se ha planteado la posibilidad
gue ocurra un cambio en la molécula (Takagi y col., 1990).
Se han observado enzimas degradadoras de PGs, tal como
cathepsin D en la predentina distal, produciéndose pérdida
de GAGs acompahfiada de proteolis de las proteinas
centrales. Los fenémenos de enmascaramiento y desaparicién
de PGs podrian, ademas, estar relacionados con la
presencia de lisosomas en las prolongaciones
odontoblasticas (Goldberg, 1985; Linde, 1984; Chardin vy
col., 1990; Takagi y col., 1990).

La tincidon encontrada por Takagi y col.(1990) en el
espacio periodontoblastico y en 1la pared del tubulo
dentinario, podria indicar que los PGs tefiidos inhiben 1la
mineralizacién de estos sitios y asi, 1la carencia de
mineralizacién podria facilitar la mantencién de
estructuras tubulares.

Se han aplicado técnicas radioautograficas wusando
35-504 para 1localizar estos componentes. (Weinstock vy
Young, 1972; Ito y col., 1987; Young y col.,1989; Heremans
y col., 1988; Lelongt y col., 1988). Las ventajas que
implica el uso de esta técnica son su especificidad debida

a la limitada incorporacién del isétopo en otros
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componentes, a la alta actividad especifica del isétopo ¥y
bajo costo. |

Actualmente 1a naturaleza y distribucién precisa de
PGs en predentina y dentina pueden ser directamente
identificados mediante anticuerpos monoclonalés (Takagi

y col., 1990).

Muchas de estas proteinas matricales pueden ser
acumuladas pasivamente en la matriz mineralizada. Podrian
desempefiar roles como factores de adhesién,
guimiocatractivos, factores de crecimienfﬁ o modificadores
matricales. Su asociacién con el mineral puede ocurrir
después gque esta funcidon se ha cumplido (Boskey, 1989).

Luego de esta revisiéﬁ de matrices extracelulares y
el rol de algunos de sus componentes, el presente trabaijo
persigue lograr una mejor comprensiodn sobre el
comportamiento Y la relevancia dentro de la
dentinogénesis del grupo de componentes no colagenos
mayoritario de 1la predentina, 1los PGs, mediante la
incorporacién del precursor 35-5S04.

La influencia de los PGs en 1la diferenciacién de
células en crecimiento, en 1la mantencién de estados
polarizados en cultivos de odontoblastos y la capacidad de
estimular 1la sintesis y deposicién de proteinas no
colagenas involucradas en 1la mineralizacién, podria

utilizarse para orientar estudios experimentales en vias
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de crear una base cavitaria de accién biolégica. Dicha
base permitirfia liberar PGs en la zona de aplicacién, o
bien inducir la sintesis de estas macromoléculas de modo
de permitir a 1las células mesenguimaticas pulpares
subyacentes a la zona afectada, diferenciarse en
odontoblastos secretores de predentina, consiguiéndose asi
el esperado proceso de reparacidn tisular.

El  interés de este seminario de tesis'se enfocd hacia
el analisis de la incorporacién de 35-504 a predentina. De
acuerdo a la revisidén bibliografica el espesor de
predentina varia a lo largo del incisivo de rata, siendo
mayor en agquellas regiones de dentinogénesis inicial vy
decreciendo hacia las zonas terminales. Asi mismo se ha
expuesto que los PGs (compuestos sulfatados) se pierden o
sufren transformaciones a medida gque se desarrolla 1la
dentinogénesis. Esto podria hacernos ‘suponer gque el
espesor de predentina estaria relacionado con la cantidad

de PGs presentes.
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OBJETIVOS

1.- Conocer a través de una metodologia experimental de
tipo descriptivo y cuantitativo 1la dinamica de los
componentes no colagenos sulfatados de la predentina

durante la dentinogénesis en incisivos de ratas.

2.- Correlacionar los espesores de predentina con 1la
incorporacion de 35-8504 para distintoes estados de
desarrollo.

3.- Comprender la din&mica de la incorporacién de 35-804 a

predentina para dos tiempos.
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MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacidn

En el presente estudio se utilizaron 9 ratas macho
Sprague-Dawley de peso promedio 87,55 g y de 30 dias de
vida postnatal. Los animales fueron seleccionados de 2
camadas dejando cada madre con 8 crias, a los 21 dias las
ratas fueron destetadas y 5 machos de similar peso se

seleccionaron para los experimentos.

Radioisé6topo

Para los estudios radioautograficos 1los animales
fueron previamente anestesiados con éter mediante
inhalacidén. Luego, mediante diseccidén fue expuesta 1la
yugular externa procediendo a inyectar Sulfato de Sodio
en solucidén acuosa pH 8.0, como radiocompuesto sulfatado
(Na2-35-S04, Activ. Espec. 482,20 MC/MM; Nex041-NEN). Cada
animal fue inyectado con una dosis de 100uCi por cada 10
gramos de peso. Se consideraron dos tiempos experimentales
de incorporacién del radioisétopo, un grupo de 5 ratas
para ser procesadas a las 4 horas post inyeccién y otro de
4 ratas a las 24 horas.

Los radiocompuestos sulfatados (35-8S) presentan una
vida media de actividad emisora (emisor beta) de 87.44
dias, razd6én por la cual la obtencidén de las muestras vy

procesamiento de ellas requiridé un tiempo de tratamiento
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dentro de 1los ©plazos gque caracterizan a este tipo de

emisor radioactivo.
Obtencidén de muestras

Las ratas recibieron una inyeccién intraperitoneal de
pentotal sédico a una concentracién de 60 mg por kg peso.
Posteriormente se procedidé a abrir el térax inyectandose
el ventriculo izgquierdo y rompiéndose la auricula derecha.
Se perfundid con solucidén de Ringer durante 10 a 15
segundos para limpiar 1los vasos sanguineos. Luego se
reemplaz6é la perfusién por solucién fijadora de Karnovsky
modificada por 10 a 15 minutos con un volumen de 200 a 300
ml y con un flujo de 0,5 ml/seg. La solucién £fijadora
contenia el compuesto cetylpiridinium chloride para
preservar una mayor cantidad de glicoconjugados.

Termiﬁada la fijacidén se disecaron las mandibulas, se
limpiaron, se dividieron en la linea media y se dejaron
durante 2 horas en la misma solucién fijadora, para luego

proceder a lavarlas en buffer Cacodilato 0,2 M por 2

horas.
Los incisivos inferiores se desmineralizaron
manteniéndolos en solucién de Acido Etilén Diamin

Tetraacetico ( EDTA ) al 4,13% mas 4,5 g de NaOH ajustado
a pH 7,4 durante 19 dias a 4 C.

Una vez cumplida la demineralizacidén se realizaron
cortes transversales, dividiendo al incisivo en 4

regiones, tomando puntos referenciales trazados
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radialmente y equidistantes a 4,5 mm partiendo por aquel
punto ubicado a 4 mm de la zona germinal del incisivo, en
la cual comienza 1la mineralizacidén. Se obtuvieron 5
segmentos con superficies, denominadndose regiones A, B, C
y D a los 4 primeros segmentos, descartandose del presente
estudio el guinto, correspondiente al extremo incisal

(Fig. 5).

Incisal

r

Figura 5 Vista lingual de la hemimandibula izquierda. Se
muestran las cuatro secciones de corte radial del incisivo
(A, B, C y D), las que generan cinco segmentos. Las
superficies incisales de los segmentos i, 2, 3y 4 fueron
empleadas para los estudios de predentina. El segmento 5

no fue utilizado en el presente estudio. (3x)
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Inclusién y corte de las muestras

Las muestras fueron lavadas en Buffer éacodilato,
deshidratadas e incluidas en Epon 812 y luego se procedid
a realizar cortes de aproximadamente 1 um de espesor para
microscopia o6ptica. De cada regidtn de las 9 ratas se
montaron tres portaobjetos conteniendo 4 cortes cada uno
de ellos.

Un portaobjeto de cada una de las regiones se tifnéd
con azul de toluidina para medir espesores de predentina.
El resto de 1las muestras fueron tefiidas con

hematoxilina férrica de Regaud.
Procesamiento radioautografico

Las muestras se cubrieron con emulsion
radiocoautografica Kodak NTB2 y fueron colocadas en cajas
oscuras para radioautografia, las cuales se enumeraron de
1 a 9 y cada una contenia 8 muestras. El procedimiento fue
efectuado en un cuarto oscuro a 28 C y 80% de humedad
relativa ambiental.

Las cajas se dividieron en 2 series segin el tiempo
de exposicion de la emulsidén al radioisétopo.

Las cajas # 1, 2, 3, 4 y la mitad de las muestras de
la caja 9 fueron expuestas por 7 dias.

Las cajas # 5, 6, 7, 8 y la mitad de las muestras de
la caja 9 fueron expuestas por 10 dias.

Las muestras fueron mantenidas a 4°C.

Ademas en cada caja se incluyd un portaobjeto con
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emulsién radioautogréafica para control de background.

Para el revelado se utilizd solucién de revelador
Kodak D170, agua destilada con unas gotitas de aéido
acético y fijador, a 18 C. Finalmente, las muestras fueron
lavadas vy cubiertas con cubreobjetos y selladas con Epon

812.
Video analisis y conteo de granos

Para efectuar el analisis de las muestras se utilizé
un sistema compuesto por un microscopio éptico Orthomat-
Leitz (MO), al cual se incorpord una camara de video
de alta sensibilidad (Ikegami) (CV), con su respectivo
monitor de video (Ikegami) (MV). Como accesorio para este
sistema se disefid un contador electromagnético: (CE) con el
gue se efectud el conteo de granos radioautograficos

directamente sobre la pantalla (Fig. 6).

Figura 6 Sistema de video analisis.
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Todas las observaciones se reallzaron con objetivo de
inmersién (100x).

Para proceder a realizar el conteo de granos en cada
una de las cajas ,previamente fue necesario confeccionar
una plantilla para delimitar el area a medir en cada
muestra. La plantilla consistié en una lamina de celuloide
con las medidas de 12 cm de ancho x 16 cm de 1largo,
equivalentes a 30 um de ancho x 40 um de largo, de lo cual
resulta un A&rea de 1200 um2. De cada portaobjeto que
contenia 4 cortes de la misma regidén, se eligieron 2
cortes para efectuar el conteo. En el corte elegido 1la
plantilla se ubicd en la zona mas alta y central de 1la
superficie wvestibular del incisivo de rata (Fig. 7A). De
dicho corte se efectuaron 2 mediciones.

En cada una de las mediciones la plantilla se ubicé
de manera tal gue dentro del area mencionada, estuviesen
representados 10 um de odontoblastos, la predentina y 1la
dentina (Fig. 7B).

Los datos fueron registrados para ntimero de granos en
odontoblastos, numero de granos en predentina y nimero de
granos en dentina. Para las =zonas de odontoblasto vy
dentina se procedidé a contabilizar dichos granos en forma
directa y para 1la zona de predentina se utilizé el
contador electromagnético. Conjuntamente se realizdé la
medicién del espesor de predentina en cada una de 1las

muestras.
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Para efectuar el conteo de granos se calibré a un
observador en parametros tales como ubicacién frente al
monitor, distancia de éste con respecto al monitor, forma

de contabilizacidén de granos.

A B
Figura 7
A. Esquema gque muestra un trazado de una seccidn
transversal de incisivo de rata. Sobrepuesto a la
zona mas labial del area pulpo (P) - dentinaria (D) se
ubicé 1la plantilla de mediciones (})

B. Microfotografia del area de estudio

con la plantilla posicionada sobre odontoblastos

predentina (Pd) y dentina (D). (1500x)
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Para contabilizar los granos se acordd previamente la
forma de enfocarlos, distincién de unidad, wubicacidn
limite dentro de la plantilla.

Ademds se procedid a realizar el conteo al azar de 4
zonas de cada portaobjeto control de emulsién
radioautografica, de las 9 cajas expuestas, para

determinar el background existente.

Analisis estadistico

Los resultados fueron procesados estadisticamente
mediante analisis de varianza y test de Student, de

acuerdo a software computacional convencional.
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Soluciones empleadas

SOLUCION RINGER

(Perfusidn)

NaCl 6,5 g 3,25 g
KC1l 0,14 g 0,07 g
cacl2 0,12 g 0,06 g
NaHCO03 0,2 g 0,1 g

1,0 L 0,5 L

BUFFER CACODILATO 0,2 M
Cacodilato de Na 8,56 g

Llevar a 200 ml con agua destilada

SOLUCION KARNOVSKY MODIFICADA ( 300 ml )

(Fijador)
Cacodilato 0,2 M 150 ml
Glutaraldehido 25 % 30 ml
Formaldehido ‘6 ml
Cetylpyridinium ( 0,5 % ) 1,5 g

Llevar a 300 ml y ajustar pH 7.4

SOLUCION EDTA
(Desmineralizacidn)

EDTA 41,13 g

NaOH 4,5 g

Ajustado a pH 7.4
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RESULTADOS

Los resultados experimentales del presente seminario
de tesis involucran dos aspectos:

I. Caracterizacidén de espesores de predentina por
regiones.

II. Contabilizacidén de granos radioautograficos por
region en diferentes tiempos de incorporacién (4 y 24
horas). El1 material obtenido de ambos grupos fue ordenado

y procesado para fines estadisticos.

I. MEDICION DE ESPESORES DE PREDENTINA.

Se realizd la medicidn de espesores de predentina en
cortes de 1 um tefiidos con azul de toluidina para 1las 4
regiones del incisivo de las 9 ratas.

En 1la Fig. 8 se presentan microfotografias opticas de
las cuatro regiones (A-D). Es posible observar cambios en
la configuracidén del frente de mineralizacidn, en especial
en la regidén A, la cual muestra un borde irregular marcado
por formaciones calcoferiticas (compare A con C). EI1
espesor de predentina en la regitétn A alcanza un promedio
de 20,31 um. En esta regién de predentina es posible
diferenciar dos =zonas, una proximal (p) en zrelacidén al
limite predentina-odontoblastos y otra zona distal (d) en
relacion al frente de mineralizacidn. En las ?egiones B, C
y D no se aprecian estas zonas con distinta afinidad de

tincién.
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Figqura 8 Microfotografias o6pticas ae las cuatro regiones
del incisivo (A, B, Cy D). 8e puede apreciar las
diferencias de espesor en predentina para cada regién. En
A, 1la predentina evidencia una 2zona proximal (p) y una
distal (d). En D el tejido pulpar se encuentra ligeramente
desprendido. El 1limite predentina-odontoblastos esta
marcado. Tincién Azul de Toluidina. Aumento 1000x. (Barra

= 10um).
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Los resultados de las mediciones se presentan en la Tabla

YV
TABLA V Espesores de predentina.
( micrones )
Regibdn Regidn Regidn Regiodn
A B Cc _ D

Rata 1 19 14,25 11, 44 9,31
Rata 2 20,31 17,09 12,69 8,56
Rata 3 18,56 17,06 12,94 7,38
Rata 4 20,06 19,7 13,48 8,62
Rata 5 22,62 16,68 15,5 9,13
Rata 6 21,38 18,15 15,06 7 . i
Rata 7 20,44 16,44 13,47 9,06
Rata 8 19,19 16,62 13,39 9,44
Rata 9 21725 16,22 15,06 8,44
x 20,31 16,69 13,67 8,58

SD 1,30 1;10 1,32 0,78
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ESPESORES DE PREDENTINA

(micrones)

Micrones
20
16
10
5 =
0 -
A C D
REGIONES

Figura 9 Se observa una disminucién paulatina de 1los
espesores de predentina desde la regién A (apical) hacia D

(incisal). El1 espesor de la regién D corresponde a un

42,24% del espesor de la zona A.
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II. INCORPORACION DE 35-S04.

A continuaci6tn se presenta el comportamiento de la
incorporacién de 35-8S04 a las =zonas de odontoblastos,
predentina y dentina en cada una de las regiones, a las 4
y 24 horas postinyeccién. Los datos han sido obtenidos de

acuerdo a la metodologia propuesta anteriormente.

TABLA vIi Incorporaciotn de 35-804 a las
4 horas postinyeccién.

( Nimero de granos )

Regibn Regibdn Regildn Regibdn
A B cC D
Odontoblastos 10,65 10,15 " 8,25 4,35
Predentina 36,17 22,05 18,1 11,95
Dentina 7,5 11,35 11,9 16,7
Granos totales 54,85 43,55 38,25 32,94

Se puede observar una disminucién de granos totales
hacia la zona D.

En predentina se visualiza una disminucién del conteo
de granos desde A hacia D.

En dentina aumenta el marcaje en la regién D.

En 1la Fig. 10 es posible apreciar 1la marcacidn

radioautografica para cada regién.
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Figura 10 Microfotografias opticas de 1la marcaciobn
radioautografica para las cuatro regiones del inciéivo, 4
horas postinyeccién de 35-804. Los granos
radioautograficos se observan principalmente sobre 1los
limites de predentina (flechas). Contraste de fase.

Aumento 1000x. (Barra = 10um).
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TABLA VII Incorporaciétn de 35-804 a las 24 horas

postinyeccién

( Nimero de granos )

Regiobn Regibn Regibn Regidn
A B & D

Odontoblastos 8.31 7.37 6.06 9.87

Predentina 57.37 33.69 24.19 19.43
Dentina 13.06 19.62 30.5 53.3
Granos totales 78.74 60.68 60.75 82.3

A las 24 horas postinyeccidon se aprecia una mayor
incorporacién de granos totales con respecto a lo
observado en el grupo de las 4 horas. El comporfamiento de
incorporacién es distinto, ya que el conteo es mayor hacia
la regién D.

En predentina se observa una tendencia a la disminucién
de incorporacién hacia 1la regién D similar a la
visualizada a las 4 horas, a pesar de existir diferencia
en los valores absolutos de incorporacién a predentina

entre las 4 y 24 horas.
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Figqura 11 Microfotografias o6pticas de marcaci{m con 35-
S04, 24 horas postinyeccién. En la regién A 1los dgranos
radioautograficos se mantienen sobre la predentina, sin
embargo, en C y D se observa un marcado desplazamiento de
la marcacién hacia la dentina. Contraste de fase. Aumento

1000x. (Barra = 10 um)
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La Tabla VIII presenta la incorporacién del isbtopo a
predentina a las 4 horas en los 9 animales de

experimentacion.

TABLA VIII Incorporacién de 35-804 a predentina.

( Namero de granos )

Regibn Regidn Regibén Regidn
A B c D
Rata 1 38,250 20,500 13,250 10,750
Rata 2 36,000 26,250 18,000 12,500
Rata 3 18,250 16,750 15,250 5,750
Rata 4 50,750 22,500 20,000 11,500
Rata 5 40,250 24,250 24,000 19,250
Rata 6 38,750 19,250 17,500 20,000
Rata 7 83,000 32,250 40,750 21,000
Rata 8 67,250 30,000 15,500 19,1750
Rata 9 40,500 53,250 23,000 17,000
x 45,89 27+22 20,8 15,27
SD 19,00 10,96 8,28 5,33
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Dentro del procesamiento estadistico:'de los datos se
analizaron 1la totalidad de las ratas en relacidén a su
comportamiento de incorporacién de 35-S04 a predentina
para los tiempos experimentales. El1 1interés de este
anidlisis es poder establecer diferencias grupales entre
los animales y regiones del incisivo para ambos tiempos.
Se obtuvo un primer dendograma en el cual se puede
observar relaciones entre los animales (Fig. 12} y otro
donde se aprecian relaciones entre 1las regiones del

incisivo (Fig. 13).

RATAS 4

Figura 12 Dendograma que muestra el comportamiento de la

incorporacion de 35-504 en predentina para las 9 ratas.
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Se puede apreciar que las ratas 3, 6 y 7 presentan un
comportamiento de agrupacién distinto a lo esperado en

base al tiempo de incorporacién al gue fueron sometidas.

REGIONES D

c
B
A
Figura 13 Dendograma para el comportamiento de la

incorporacioén de 35-8504 en 1las cuatro regiones del

incisivo de rata.

Sin embargo, en la Fig. 13 el dendograma que relaciona
el comportamiento de incorporacién de las distintas
regiones, muestra un comportamiento grupal ordenado con
tendencia a la disminucidén de la incorporacién de 35-804

en predentina, desde la regién A hacia D en las 9 ratas.

En 1la Fig. 14 se grafica el comportamiento de 1la

incorporacién a predentina para 4 y 24 horas
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Incorporacién de 35-804 a predentina en las

regiones a las 4 y 24 horas

N. GRANOS

60

40

30

B C
REGIONES

>
o -

—— 4 HORAS —— 24 HORAS

Fiqura 14 En este grafico se presenta el comportamiento
de 1la incorporaci6n de 35-504 a predentina para 4 y 24
horas. Se observa que ambas curvas presentan una conducta
similar con tendencia a la disminucién desde la regi6n A

hacia D.
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En la Tabla IX se muestra una comparacién entre conteos
obtenidos usando una base de 30 um y por otra parte se
calculé la densidad de granos en las distintas regiones de

predentina.

TABLA IX Incorporacién de 35-804 en predentina a las

4 horas por densidad y base

Regidn Densidad Base
( N.Granos/100um?2) (N.Granos/30um base)

A 6.054 36.7
B 4.45 22.05
Cc 4.52 18.1
D 4.56 11,895
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Q 2 N O 2 o o N

INCORPORACION DE 35-504

PREDENTINA 4 HORAS

N.GRANOS/100um2 N.GRANOS/30um Base
L \

e 30
e e -
- - 10

0
A B c D
REGIONES

I DENSIDAD BASE

Figura 15 En este grafico se puede apreciar en 1lo que
respecta al analisis por base, una disminucién de 1la
incorporacién de 35-504 hacia las regiones terminales. Sin
embargo, al graficar 1la densidad de granos se puede
visualizar que ésta es mayor en la regién A, para luego ir
disminuyendo en B y estabilizarse hacia las regiones C y

D.
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La Tabla X presenta, del mismo modo gque 1la anterior,

los resultados por densidad y base a las 24 horas.

TABLA X Incorporacion de 35-804 en predentina a

las 24 hrs. por densidad y base.

Regibn Densidad Base
(N.Granos/100um?2) (N.Granos/30um base)

A 9.4 57.37
B 6.75 33.69
c DT 24.19
D 7.63 19.43
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INCORPORACION DE 35-504

PREDENTINA 24 HORAS

" N.GRANOS/100um2 N.GRANOS/30um Base -
g

% o

o

2

o A B Cc D

REGIONES
Bl DENSIDAD BASE
16 Se puede observar en el analisis por base la tendencia

Figura

hacia 1la disminucién mencionada para lo graficado en 1la

Figura 14.
Sin embargo el andalisis por densidad muestra un
comportamiento diferente, ya que se aprecia una

disminucioén en la incorporacién de 35-504 desde la regién
A hacia C, pero luego se produce un incremento en la

regioén D.
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DISCUSION

La matriz extracelular (M.E.C.) consiste en una trama
de macromoléculas que son secretadas en forma 1local por
células especializadas. El1 avance en el estudio de M.E.C.
y sus componentes ha permitido comprender que esta
matriz desempefia un papel activo y complejo sobre las
células que estan en contacto con ella, influyendo en el
desarrollo, polaridad y comportamiento celular.

En el caso de tejidos duros, como hueso y dentina,
esta matriz se mineraliza. La formacion dentinaria
representa un proceso complejo, donde el odontoblasto
elabora wuna matriz organica no calcificada, denominada
predentina, que luego es mineralizada mediante un proceso
altamente regulado y controlado por diversos factores
celulares y extracelulares (Linde, 1984, 1989; Ten Cate,
1986).

El mayor componente de la matriz orgdnica secretada
por el odontoblasto es el colageno tipo I (90%) y el resto
consiste en moléculas de proteinas, hidratos de carbono vy
lipidos.

El colageno ha sido ampliamente estudiado,
asignandosele principalmente un rol estructural. Dentro de
la mineralizacidén se piensa gue debe poseer un papel
fundamental interactuando con otros componentes
matricales, pero esto ain no ha sido definido con

exactitud (Leblond, 1989).
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Los componentes no colagenos de 1la matriz organica
constituyen alrededor de un 10%, encontrandose entre ellos
las fosfoproteinas, las Gla-proteinas de tipo osteocalcina
y del tipo Gla-proteinas matricales (MGP), diferentes
glicoproteinas acidicas, proteinas séricas y
proteoglicanos (PGs). La funcidén de estos componentes en
el proceso de mineralizacién es explicable en virtud de
sus propiedades fisicogquimicas (Boskey, 1989).

Los PGs representan el mayor porcentaje dentro de 1los
componentes no colagenos de la predentina, es por esto que
han sido objeto de diversos estudios tendientes a
clarificar sus roles en el proceso de la mineralizacién.
Sundstrdém (1971) encontrd evidencia de dos frentes de
secrecidén diferentes de PGs sulfatados en incisivos de
rata. Parece estar claro que un primer pool de secreciédn
de PGs se 1llega a incorporar dentro de 1la dentina
mineralizada rapidamente de 1la misma forma que las
fosfoproteinas. E1 otro, por el contrario, permanece en
la predentina por un tiempo mayor Yy llegara a
metabolizarse al menos parcialmente (Linde, 1984).

Los PGs son moléculas grandes consistentes en una
proteina central a 1la cual se wunen varias cadenas
laterales de carbohidratos (GAGs), gque pueden estar
sulfatadas. Estos grupos sulfatados junto con los grupos
carboxilicos del A&cido urénico confieren a los PGs una
alta densidad de cargas negativas, lo gue hace gque iones

cargados positivamente, como el calcio, sean atraidos
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electrostaticamente a las cadenas laterales de los GAGs.
Takagi y col. (1990) plantean gque 1los PGs pueden
interactuar con el calcio y mantener fosfato de calcio en
un estado coloidal estable, ejerciendo un efecto
inhibitorio de la mineralizacién del espacio
periodontoblastico y de la predentina. Este efecto podria
ser abolido por la disociacién de los égregados de PGs por
accidn enzimadtica con remocién de GAGs. La degradacidn de
estas grandes moléculas podria, ademas, proveer espacio
para el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita en
el frente de mineralizaciédén. La funcidén de la fraccidén de
PG gque es incorporada rapidamente a :la dentina, estéa
menos comprendida y podria ser gque estos PGs estén
involucrados en la regulacién del tamafio de los cristales
o en alguna funcidén relacionada.

Se ha informado que las caracteristicas y contenido
de PGs entre predentina y dentina difieren y también hay
evidencia de la pérdida de PGs durante la mineralizacién,
lo que podria sugerir un metabolismo de dichos componentes
en el frente de mineralizacién.

La presencia de condroitin sulfato en dentina fue
demostrado por primera vez por Pincus (1950), Stack (1951)
y Hess (1952). Varios estudios histoquimicos a microscopia
6ptica, empleando tinciones tales como azul de toluidina,
Alcian Blue y otros métodos con fierro, han descrito 1la
presencia de GAGs en 1las =zonas de odontoblastos,

predentina y en dentina. Los PGs también han sido
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estudiados a nivel ultraestructural en predentina Yy
dentina (Goldberg, 1978) y la captacién de 35-504 dentro
de los ésteres de azufre ha sido empleado
radioautograficamente para seguir la via de sintesis. y
secrecién de GAGs dentro de la predentina y 1la dentina
(Weinstock y Young, 1972).

Para el presente seminario de tesis se utilizdé 1la
técnica radioautografica con el isétopo 35-S04 para marcar
los componentes sulfatados de la predentina de incisivos
de rata, gque consisten principalmente en proteoglicanos.

El incisivo de rata es wun diente de crecimiento
continuo por lo que puede utilizarse como un modelo
experimental para el estudio del proceso de formacidn
dentinaria. Tiene la ventaja de poseer poblaciones
celulares en distintos estados de desarrollo y maduracidn
con sus matrices extracelulares, 1las que pueden ser
seguidas secuencialmente a 1lo largo de la misma
estructura (Smith y Nanci, 1989).

Se determinaron dos tiempos experimenteles para
procesar los animales. El primer grupo de ratas £fue
sacrificado a las 4 horas, tiempo en que se ha observado
que los granulos secretores que contienen colageno y
proteoglicanos son descargados en la predentina (Weinstock
y Leblond, 1974; Inage y Toda, 1988). Weinstok y Young
(1972) observaron 1la aparicién de una doble banda de
incorporacidén de 35-8S04 a los 2 dias. Sin embargo, en el
grupo de 24 horas no fue posible identificar indicios de

dicho hallazgo.
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En cuanto a 1la caracterizacidén de espesores de
predentina las mediciones siguen una tendencia gue
confirma 1lo hallado en premolares humanos en desarrollo
por Couve (1987). Los resultados de esta tesis muestran
una disminucién en el espesor de predentina en funcién del
tiempo de un 57,8% de la regién D respecto de la A; este
resultado difiere en magnitud de los informados por Couve
y ©€0l.(1987) en incisivos de rata, donde 1la disminucién
fue de un 84%. Esta discrepancia podria explicarse por 1la
metodologia empleada. Pensamos que los métodos
morfométricos realizados a través de video analisis son
mas precisos que las mediciones efectuadas con ocular
micrométrico directamente sobre la serie de preparaciones
a microscopia o6ptica.

Para fines estadisticos se analizaron la totalidad
de las ratas en cuanto a su respuesta de incorporacién
de 35-504 a predentina y de este modo lograr pesgquizar la
existencia de un comportamiento grupal en relacidén a 1los
tiempos de 4 y 24 horas. El1 primer dendograma para las 9
ratas muestra gue los animales de experimentacidén no se
agrupan en 1la forma esperada. Esto podria deberse a
factores individuales de los animales, a diferencias en el
metabolismo del radioisétopo y a pequefias variaciones en
el procesamiento de cada animal, inherentes al operador.
Sin embargo, el segundo dendograma para las 4 regiones del
incisivo (A, B, C y D) muestra una correspondencia

ordenada entre éstas, evidenciandose gue el comportamiento
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de 1la incorporacién de 35-504 en predentinar sufre una
reduccién hacia la regién D, dentinogénicamente terminal,
en ambos tiempos experimentales. Esto se aprecia mas
facilmente en la Fig. 14, donde las curvas de 1las 4 y
24 horas siguen un comportamiento muy parecido.

En relacién a la incorporacion de 35-S04 los resultados
indican que hay una disminucién en la incorporacién total
del radioisdétopo en el incisivo de rata desde la regiéon A
hacia la regidn D, a las 4 horas postinyeccién. La regiodn
A representa una zona de dentinogenésis inicial y D una
zona donde la dentinogénesis primaria ha finalizado. Esto
podria concordgr con lo encontrado por Linde (1985),
planteando una disminucién considerable de GAGs a medida
gue se completa la dentinogénesis primaria.

Sin embargo, 1lo hallado a las 24 horas muestra un
comportamiento no esperado, ya que la cantidad total de
granos no sigue un comportamiento decreciente hacia 1la
regién D, sino por el contrario se visualiza un incremento
en el namero de granos en esta regidén con respecto a las
anteriores. La cantidad de granos encontrados en
odontoblastos y predentina mantiene una tendencia similar
con respecto a lo hallado en el grupo de las 4 horas, no
asi en dentina, en donde se produjo un incremento en 1la
marcacién. Esto podria sugerir que algunos compuestos
sulfatados son retenidos en 1la dentina en etapas
terminales de 1la dentinogénesis y la mineralizacidn

estaria produciéndose mas rapidamente en dicha regién.
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Dentro del analisis de 1los datos obtenidos se
postularon dos formas de presentacién de resultados.

La primera consistié en un conteo de granos abarcando
30 um de base para cada regidén (A, B, C y D). En 1la
segunda, se obtuvo el area de predentina (base por espesor
de cada regién), para luego proceder a calcular el namero
de granos en 100 um2. Se planted esta segunda forma para
lograr comparar de mejor manera las regiones entre si.

Luego del analisis de los datos obtenidos utilizando
estas dos alternativas de medicién, se pueden verificar
diferencias notorias en el comportamiento de la
incorporacién de 35-504.

Es asi como el grafico de la Fiqg. 15:(4 horas) muestra
gque la densidad de granos es mayor en A, disminuye hacia
B, pero luego se estabiliza sin grandes variaciones en C y
D. En el la Fig. 16 (24 horas) se observa una disminucién
de densidad desde 1la regién A a C y un aumento en 1la
regidén D.

Esto contrasta con los datos obtenidos en el conteo por
base, donde existe disminucién de la incorporacién de 35-
504 desde la regidén A hacia D en ambos tiempos.

Al realizar el conteo de granos, ya sea por base o
calculando densidad, se debe tener presente la existencia
de diferencias anatémicas y funcionales para establecer
comparaciones entre las regiones. Es asi como en la base
estudiada, difieren entre cada una de las regiones, la

cantidad de odontoblastos, su estado de maduracién, el
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espesor de predentina, el estado de maduracién dentinario,
el grado de mineralizacién y la configuracién del frente
de mineralizaciédn.

Dentro de 1los objetivos planteados en el presente
seminario, se pretendidé correlacionar espesores de
predentina con incorporacidén de 35-504 para distintos
estados de desarrollo. Para ello se graficd espesor
predentinario versus incorporacién del radioisétopo para
ambos tiempos experimentales (Fig. 17 y Fig. 18).

Ambos graficos nos indican una disminucién del espesor
conjuntamente con un descenso en la incorporacién de 35-
S04 desde la regién A hacia D.

La correlacidén existente entre espesor e incorporacidn
de compuestos sulfatados a los PGs en predentina podria
explicarse en relacién a los roles que se le han atribuido
a éstos dentro de la matriz extracelular.

El mayor espesor de la regidtn A conjuntamente con una
mayor cantidad de incorporacién de PGs, podria deberse a
la propiedad polianidénica de estoé compuestos, la gque
permite wuna mejor y mayor hidratacidén de la matriz. Esto
generaria en A un mayor volumen a diferencia de 1lo que
ocurre en D, donde el volumen y por lo tanto, el espesor
es menor, acompafiandose de una disminucién de la cantidad
de GAGs. Ademas podria relacionarse con una fibrilogénesis
del colageno mas acelerada en la regién D y esto unido a
la disminucién de los PGs, permitiria la existencia de un
sustrato estructural mas rapidamente mineralizable y por

lo tanto un menor espesor predentinario.
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Beertsen y Niehof (1986) han relacionado diferencias de
espesores en predentina con un cambio en la morfologia de
granulos secretores entre la zona vestibular y lingual del
incisivo de rata. Los granulos de secrecién en el lado
lingual presentan una menor cantidad de PGs y el espesor
de predentina es menor. Ademas se sugiere que en este lado
del incisivo, 1la conversién de predentina a dentina
podria ser mads rapida y esto se relacionaria con una
variacién del contenido de componentes matricales, ya sea
por presencia de sustancias promotoras de mineralizacién,
disminucién de factores inhibitorios o combinacién de
ambos. Estas observaciones podrian ser homologables a 1lo
gue sucede en la region D, sin embargo son lnecesarios
estudios ultraestructurales para poder caracterizar
cambios en los granulos secretores en las distintas
regiones del incisivo.

En el presente estudio, se analizd la dinamica de 1los
compuestos sulfatados en predentina y su correlacidén con
el proceso de dentinogénesis. La wvariaciodn en la
incorporacién de éstos en funcidén de estado de desarrollo
dentinogénico, podria indicar cambios en los estados de
secrecidon celular,

Los mOltiples roles que se le atribuyen a los PGs en
relacidén a su influencia en la migracién y diferenciacion
celular, mantencidén de estados polarizados, filtracidén y
mineralizacidén, entre otros, han abierto un vasto campo de
investigacidn en el area bioldégica de matrices

extracelulares.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a la metodologia experimental empleada en el

presente seminario de tesis podemos concluir gque:

1.- A medida que se concreta la dentinogénesis primaria
los componentes no colagenos sulfatados de predentina
disminuyen. Dicho descenso podria estar representando un
metabolismo mas rapido de estos componentes en las zonas
terminales de dentinogénesis, cambios en 1los granulos
secretores en las diferentes regiones del incisivo, ¥y

diferencias en el estado secretor de los odontoblastos.

2.- El1 espesor de predentina de incisivos de rata
disminuye hacia las regiones de dentinogénesis terminal vy
conjuntamente decrece 1la incorporacién de 35-504. Esto
podria tener relacién con las funciones atribuidas a 1los
proteoglicanos sulfatados dentro de la matriz
extracelular, en cuanto a hidratacién, influencia en

fibrilogénesis del colageno y en la mineralizacién.

3.- La dinamica en la incorporacién de componentes no
colagenos sulfatados a predentina, sigue un
comportamiento similar en los tiempos estudiados, 4 y 24
horas, evidenciandose disminucién en la marcacién hacia la

regién incisal.
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4,- Las regiones que fueron comparadas en el presente
estudio tienen diferencias anatdémicas y funcionales. Es
asi como la cantidad de células, su estado de desarrollo y
de maduracién, el espesor de predentina, estado de
maduracién dentinario y configuracidén del frente de
mineralizacién, varian desde la zona apical a incisal. Por
esto se requieren estudios gue contemplen lo gue ocurre
con cada uno de ellos en forma integrada, para lograr una

mejor comprensiétn en el proceso de la dentinogénesis.

Bii— La influencia de 1los proteoglicanos en la
diferenciacién de células mesenquimaticas pulpares y su
capacidad de estimular 1la sintesis de proteinas
involucradas en la mineralizacidn, podria utilizarse para
orientar estudios experimentales en vias de crear una base
cavitaria de accién bioldbgica para recubrimiento pulpar,
gue hiciera posible un proceso de reparacién tisular méas

fisioldgico.
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