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TRABAJO ORIGINAL

Determinacion de sialoproteina 6sea en ligamento periodontal
al inducir fuerzas ortodoncicas

Determination of the bone sialoprotein in periodontal ligament
with orthodontic forces

Filiberto Hernandez S,* Francisco J Marichi R,$ Marco A Alvarez"

RESUMEN

La sialoproteina dsea es un componente importante de la matriz mi-
neralizada del hueso, dentina, cemento y cartilago calcificado. BSP
es la fosfoproteina de la matriz extracelular de hueso que consti-
tuye el 8% aproximadamente de todas las proteinas no colagenas
de hueso y cemento radicular. Esta proteina fue aislada a partir de
hueso cortical con un peso aproximado de 23-kDa, sin embargo, la
sialoproteina ésea presenta un peso molecular relativo de 60-80
kDa en geles de SDS-PAGE, el cual muestra una gran diferencia
en peso del predicho a partir de la secuencia de ADN de aproxima-
damente 33 kDa. La sialoproteina 6sea presenta en su estructura
un alto contenido de &cido sidlico el cual le da un pKa de ~ 3.9, asi
mismo contiene una gran cantidad de residuos de acido glutamico
(~22%). Estas caracteristicas dividen a la BSP en dominios espe-
cificos cuya funcién son la unién a la fibra de colagena, nuclear los
cristales de hidroxiapatita y permitir la unién a integrinas por el mo-
tivo RGD cerca del carboxilo terminal. Esta proteina juega un papel
importante en la biomineralizacién y en la matriz extracelular regu-
lando la maduracién de los cristales de hidroxiapatita y se encuen-
tra asociada a la nueva formacién de tejido mineral, parte esencial
durante los movimientos ortodéncicos, los cuales al aplicar fuerzas
causan tensioén en las células provocando una adaptacion que se
traduce en respuestas celulares y moleculares que pueden afectar
la matriz extracelular. Por ello, el propdsito de esta investigacion
fue determinar la expresién de la sialoproteina dsea asociada a la
remodelaciéon periodontal cuando se aplican fuerzas ortodéncicas
para corregir la maloclusién. En primeros premolares superiores e
inferiores se colocd aparatologia fija prescripcion Roth 0.022 con
un arco NiTi 0.016, la cual se aplicé a todos los dientes de ambas
arcadas con excepcion de los premolares superiores e inferiores
izquierdos. Los premolares izquierdos sin aparatologia (t = 0) y en
presencia de aparatologia derechos para inducir movimientos orto-
déncicos durante 1, 3, 5, 7 y 9 dias; fueron extraidos para analizar
la expresion de la sialoproteina dsea en la matriz extracelular del
ligamento periodontal. Para determinar la expresién temporal y es-

ABSTRACT

Bone sialoprotein (BSP) is a component of mineralized tissues such
as bone, dentin, cementum and calcified cartilage. BSP is a signifi-
cant component of the bone extracellular matrix and has been sug-
gested to constitute approximately 8% of all non-collagenous pro-
teins found in bone and cementum. BSP was originally isolated from
bovine cortical bone as a 23-kDa glycopeptide but the native BSP
has an apparent molecular weight of 60-80 kDa based on SDS-
PAGE, which is a considerable deviation from the predicted weight
(based on cDNA sequence) of approximately 33 kDa. The protein is
highly acidic (pKa of ~ 3.9) and contains a large amount of Glu resi-
dues, constituting ~22% of the total aminoacid. This suggests that
the protein have several spatially-segmented functional domains
including a hydrophobic collagen-binding domain, a hydroxyapatite-
nucleating region of contiguous glutamic acid residues and a clas-
sical integrin-binding motif (RGD) near the C-terminal. This protein
plays a regulatory role in the mineralization and growth of mineral
hard tissues. New formation of mineral hard tissue are key role in
orthodontic tooth movements characterized by applied mechani-
cal forces that cause tension in the cells which induce a cellular
adaptation and this adaptation can activate cellular and molecular
responses, that affect the extracellular matrix of periodontal tissues.
For this, the aim of this study was to evaluate Bone Sialoprotein
expression associated to remodeling of the periodontium after ap-
plied orthodontic forces. The upper and lower first bicuspid were
applied with braces 0.022 Roth System with 0.016 Nickel Titanium
archwires, in all teeth, except the left upper and lower first bicuspid.
The first bicuspid without braces (t = 0) and with braces for induc-
ing orthodontic tooth movements during 1, 3, 5, 7 and 9 days; were
extracted for analyzing the Bone Sialoprotein expression in the ex-
tracellular matrix of the periodontal ligament area. For evaluating
the temporal and spatial expression of RNA messengers of Bone
Sialoprotein in periodontal ligament the RT-PCR technique was car-
ried out. The expression of Bone Sialoprotein in the experimental
group was present at 1, 3 and 9 days and absent at 5 and 7 days of
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pacial de los mensajeros de la sialoproteina 6sea en el ligamento
periodontal se llevé a cabo la técnica RT-PCR. La expresion de la
sialoproteina 6sea en el grupo experimental disminuyé su expresion
al dia 3, con nula expresion en el dia 5y 7; y nuevamente expre-
sandose de manera importante al dia 9 cuando el premolar llegé a
la posicién final y se inici6 el proceso de mineralizacion de la matriz
organica del periodonto. Estos resultados nos sugieren que los mo-
vimientos ortodénticos generan cambios que son susceptibles en
las concentraciones del mensajero de la proteina en el tiempo de
estudio. El conocer las bases moleculares en el area de la ortodon-
cia nos ayudara a obtener mejores resultados en los tratamientos,
sobre todo en la retencién, estabilidad y salud periodontal.

experimental test, suggesting that orthodontic tooth movements will
produce significant changes and these changes will be susceptible
in the concentrations of the mRNA of Bone Sialoprotein.
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INTRODUCCION

La matriz extracelular ocupa el espacio existente
entre las células de todos los tejidos, el contenido, for-
ma y constituciéon de la misma varian de uno a otro.'™®
El movimiento ortoddncico de los 6rganos dentarios
es posible gracias a la aplicacién de fuerzas prolon-
gadas y continuas que tienen como objetivo principal
la correccion de la maloclusion. Sin embargo, existen
fuerzas ligeras y continuas naturales como por ejem-
plo la de los labios, mejillas o la lengua sobre los 6rga-
nos dentarios, las cuales tienen la misma capacidad
que las fuerzas ortoddncicas para provocar el despla-
zamiento de los dientes a una posicion diferente.*®

Durante el movimiento dental se desencadenan
una serie de reacciones intra e intercelulares que en
el tratamiento es una respuesta deseada, pues de
esta forma inicia la aposicion y reabsorcion del hueso
alveolar y ligamento periodontal (LPD) en la direccidn
dictada por las fuerzas mecanicas empleadas.”®

Las fuerzas de menor intensidad son compatibles
con el mantenimiento de las células del ligamento pe-
riodontal y provocan una remodelacién adecuada de
los alvéolos dentarios (reabsorcién frontal) que en la
gran mayoria no induce dolor; condiciones ideales que
se buscan en todos los tratamientos de ortodoncia.*12
Las fuerzas generadas dentro del propio LPD pueden
producir el movimiento de los dientes, ya que los me-
canismos de la erupcién dependen de acontecimientos
metabdlicos que se producen en el LPD, incluyendo
la formacion, el establecimiento de enlaces cruzados
y el acortamiento durante la maduracion de las fibras
de colageno.'®'s Estas fuerzas causan una adaptacion
celular que se traduce en la expresiéon de moléculas de
la matriz extracelular para desencadenar diversas res-
puestas celulares y moleculares en el periodonto.®

La gama de proteinas de la matriz extracelular del
periodonto es extensa, desde estructurales como la

colagena tipo |, de adhesién como la fibronectina,
receptoras como las integrinas y las fosfoproteinas
como la sialoproteina dsea, que en conjunto ejercen
la funcién de modular el crecimiento, migracién, pro-
liferacién y diferenciacion celular.’”2' La sialoproteina
O0sea (BSP), generalmente se considera un marca-
dor de diferenciacion celular que se codistribuye y se
acumula en los frentes de mineralizacion del hueso
alveolar, en las lineas de crecimiento del cemento ra-
dicular y entre los espacios de las fibras de colagena
mineralizadas del LPD. La BSP es una fosfoproteina
altamente glicosilada y sulfatada que se encuentra
exclusivamente en tejidos conectivos mineralizados.
Esta proteina se caracteriza por tener un dominio de
arginina, glicina, aspartico (RGD); involucrado en pro-
mover la adhesion celular por medio de receptores a
integrinas localizados en la superficie celular. Se pro-
pone que los aminoacidos de acido glutamico presen-
tes en esta proteina son los que estan involucrados en
la unién a calcio, a los cristales de hidroxiapatita asi
como a la nucleacion del cristal.?224

El movimiento ortodéncico solamente es posible
por causa de la plasticidad que existe en la matriz
extracelular del periodonto, pero es mucho mas com-
pleja que la mera remodelacién. El tratamiento orto-
doncico requiere la reabsorcion y aposicion de nuevo
hueso, ligamento y probablemente de cemento radicu-
lar adyacente a la estructura radicular de los érganos
dentarios, sin embargo aun son desconocidos muchos
de los procesos celulares involucrados cuando existen
movimientos ortoddncicos. Investigaciones recientes
han confirmando que cuando se aplican fuerzas orto-
doncicas se suele activar el reclutamiento de células
pluripotenciales localizadas en la matriz extracelular
del ligamento periodontal.?® Esta respuesta celular
actualmente toma relevancia en los tratamientos de
ortodoncia porque se desconocen las moléculas que
intervienen en los procesos de regeneracion y remo-
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delacién de la matriz extracelular tanto del ligamento
periodontal, hueso alveolar y cemento radicular, des-
pués de que se han aplicado fuerzas ortodoncicas.?42°
Por ello, el objetivo de este estudio es analizar los
niveles de expresion del gen de la proteina no cola-
gena involucrada en la nucleacion de los cristales de
hidroxiapatita (sialoproteina 6sea) cuando se someten
premolares a fuerzas ortododncicas a tiempos de 1, 3,
5,7y 9dias.

MATERIAL Y METODOS

SELECCION DE PACIENTES Y APLICACION
DE APARATOLOGIA

Para realizar este estudio, se reclutaron 50 pa-
cientes sanos de ambos sexos, mayores de edad que
acudian a la Clinica de Ortodoncia de la Division de
Estudios de Postgrado e Investigacién de la Facultad
de Odontologia de la UNAM. Su tratamiento de base
contempld extracciones de primeros premolares su-
periores e inferiores y ellos fueron informados del
estudio para su consentimiento. A los 50 pacientes,
divididos en grupos de 10 para cada tiempo experi-
mental (1, 3, 5, 7 y 9 dias), se les colocé aparatolo-
gia fija prescripcion Roth 0.022 x 0.028, con un arco
Sentalloy calibre 0.016 NiTi (GAC). La aparatologia
se aplico en todos los dientes de ambas arcadas con
excepcion de los premolares superiores € inferiores
izquierdos, los cuales actuaron como grupo control
(tiempo cero). Los premolares superiores derechos
fueron considerados como el grupo que fue sometido
a presion ortodoncica (grupo experimental). A dichos
premolares se les coloco el bracket con una angula-
cion de 30° hacia distal respecto al plano oclusal del
paciente. Dicho bracket se ligé al arco con un médulo
elastomérico (marca GAC) y el diente se sometié a
una presion ortodoncica constante calibrada alrede-
dor de los 80 gramos de fuerza durante 1, 3,5, 7 y
9 dias. Al término de cada tiempo en que se dejaron
actuar las fuerzas ortodoncicas de la aparatologia,
fueron extraidos los premolares superiores e infe-
riores tanto derecho (experimental) como izquierdo
(control).

EXTRACCION DENTAL

La extraccion de los premolares de los pacientes se
llevd a cabo en la Clinica de Periodoncia de la misma
institucion a 1, 3, 5, 7 y 9 dias después de haber colo-
cado la aparatologia.

La extraccion se realizé utilizando 1.8 mililitros de
anestésico lidocaina con epinefrina (36 mg/0.025 mg,

Uniseal) luxando el érgano dentario con un elevador
recto No. 301 m y manipulando con férceps No.150.
Los premolares extraidos se colocaron en nitrégeno li-
quido para su conservacion y posterior utilizacién para
el aislamiento del RNA.

AISLAMIENTO DE RNA

Premolares bajo movimientos ortoddncicos du-
rante 1, 3, 5, 7 y 9 dias y sin movimientos ortodén-
cicos fueron extraidos para analizar la expresion del
gen que codifica para la sialoproteina d6sea de la
matriz extracelular del periodonto. Una vez extrai-
dos los premolares, se procedio a retirar el tejido
periodontal unido a las zonas, media y apical de los
premolares por medio del raspado con una hoja de
bisturi. El tejido fue homogeneizado en 1 pL de tri-
zol (Gibco BRL) para llevar a cabo la extraccion del
RNA total siguiendo las instrucciones del fabricante.
El RNA total se incub6 con DNAasa libre de RNA-
asas (Boehringer Mannheim Biomedicals, IN) con
el fin de garantizar que no exista contaminacién de
DNA gendmico. El RNA fue cuantificado por densi-
tometria optica a 260 nm y utilizado posteriormente
para la técnica de RT-PCR.

RT-PCR

Para determinar la expresién temporal y espacial
del mensajero de la sialoproteina ésea de la matriz
extracelular del periodonto bajo movimientos orto-
doncicos durante 1, 3, 5, 7 y 9 dias, llevamos a cabo
la técnica de RT-PCR. Se utiliz6 el kit SuperScript
One-Step RT-PCR (Invitrogen, Carlsbad, CA) para la
transcripcion de la cadena complementaria a partir de
1 ug de RNA total de cada muestra siguiendo las es-
pecificaciones del fabricante. Para generar el templa-
do de cDNA el RT se llevo a cabo usando los oligos
especificos para la sialoproteina 6sea: oligo en direc-
cion sentido 5’AAAGTGAAGGSSSGCGACGAGGS3’
y oligo en direccion antisentido 5’CCCCTTGTAGTA-
GCTGTATTCGS  a una temperatura de 45 °C por 30
minutos y un ciclo de 94 °C por 2 minutos. El cDNA
se amplifico bajo el siguiente programa de PCR: 94
°C durante 1 minuto (desnaturalizacién), temperatu-
ra de alineamiento de los oligos para la BSP a 55 °C
durante 1 minuto y extension a 72 °C por 1 minuto,
hasta completar 35 ciclos. Los productos de PCR fue-
ron separados por electroforesis en geles de agarosa
al 1.2%, tefidos con bromuro de etidio y visualizados
bajo un transiluminador de luz ultravioleta. Las image-
nes se fotodocumentaron con el sistema EDAS 290
(Kodak, USA).
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RESULTADOS

La figura 1 muestra una fotografia representativa
de los premolares que fueron sujetos a la colocacion
de la aparatologia (grupo experimental) para inducir
la tensidn ortodoncica durante 1, 3, 5, 7 y 9 dias. La
imagen corresponde al premolar superior derecho
donde se puede apreciar el grado de angulacién con
respecto al plano oclusal que fue de 30°. Durante el
estudio tanto en el grupo de premolares control co-
rrespondientes al tiempo cero, como en el grupo de
premolares experimentales, no presentaron cambios
clinicamente observados en el grosor del ligamento
periodontal durante el tiempo de estudio que se apli-
caron las fuerzas ortoddncicas.

En la figura 2 se puede apreciar la expresion del
gen que codifica para la sialoproteina 6sea (BSP) en
el ligamento periodontal al aplicar fuerzas ortoddnci-
cas durante 1 a 9 dias. El gen que codifica para la
BSP se puede visualizar en el gel de electroforesis
con un peso molecular de 380 pares de bases aproxi-
madamente. Los resultados durante los dias de apli-
cacion de las fuerzas ortoddncicas indican que la BSP
disminuye su expresion a los 3 dias de aplicar la apa-
ratologia. La disminucidén en la expresion del gen que
codifica para la BSP continua alrededor del 5 y 7™M
dia del tratamiento. Posteriormente la expresion de la
BSP al 9™ dia de tratamiento aumenta incluso con una
mayor presencia que al 1°" dia del estudio, cuando
aun no existe un cambio considerable en el ligamento
periodontal debido al tratamiento.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en este estudio indican
que al aplicar fuerzas ortodéncicas en premolares con
la presencia de aparatologia durante 1 a 9 dias, se
produce un cambio significativo en la expresion del
gen que codifica para la sialoproteina ésea en el li-
gamento periodontal. La respuesta de ligamento pe-
riodontal ante las fuerzas ortoddncicas dependera de
la magnitud de ellas. La aplicacién de fuerzas de gran
intensidad provocara una rapida aparicién de dolor e
incluso la aparicion de necrosis de algunos elemen-
tos de la membrana periodontal y en ocasiones hasta
la reabsorcién del hueso alveolar y cemento radicular
cercano al diente afectado.'®?325 En nuestro estudio,
la fuerza aplicada para inducir movimientos ortodon-
cicos en los 6rganos dentarios fue de 80 gramos, la
cual fue capaz de inducir cambios significativos en el
LPD, sin presencia de necrosis ni dolor en los sujetos
de estudio. Dichos cambios fueron analizados por de-
terminar la expresion del gen que codifica para la sia-

loproteina 6sea a diferentes dias del tratamiento orto-
doncico. La BSP es una proteina que constituye del 8
al 12% del total de proteinas no colagenas del hueso
alveolar, cemento radicular y algunas subpoblaciones
del LPD. El observar una disminucién en la expresion
del gen que codifica para la BSP al tercer dia y su nula

(A)
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Figura 1. Esquema (A) y foto (B) que ilustra la colocacion
del bracket con la angulacion de 30° hacia distal respecto al
plano oclusal del paciente.
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Figura 2. Expresion del gen que codifica para sialoproteina
6sea a diferentes dias de tratamiento ortoddncico. Control
interno del gen que codifica para la GAPDH.

expresion en el quinto y séptimo dia se puede asociar
a la remodelacién que sufre la matriz extracelular del
periodonto como consecuencia de la aplicacion de la
fuerza de 80 gramos. La remodelacion de la matriz
extracelular es necesaria para que el érgano dentario
cambie de posicién, lo cual indica una disminucién en
el proceso de biomineralizacién de la matriz extrace-
lular. Sin embargo, la expresion de BSP aumenta de
manera significativa al noveno dia, lo cual nos habla
que en esta etapa el érgano dentario esta llegando a
la posicion final que le fue inducida por la aplicacién
de la fuerza ortoddncica y dictada por la aparatolo-
gia (arco y bracket). Dicho aumento en la expresién
puede asociarse a la fase primaria del proceso de mi-
neralizacion para mantener los elementos de anclaje
del 6rgano dentario en su alvéolo. Esta expresion nos
indica el papel tan importante que juega la BSP en el
proceso de mineralizacion debido a que es una molé-
cula que puede estar involucrada en el reclutamiento
de células progenitoras que daran origen a los linajes
periodontales por medio de su secuencia RGD (Arg-
Gly-Asp) involucrada en la adhesién celular por medio
de receptores a integrinas. Asi mismo durante este
tiempo experimental puede estar jugando su papel
mas destacado, llevar a cabo la nucleacién de crista-
les de hidroxiapatita y la fijacién de iones de Ca** en
los frentes de mineralizacién de la matriz extracelular
del hueso alveolar, cemento radicular y de las fibras
de Sharpey del ligamento periodontal para darle ma-
yor sostén al diente. Esto nos indica el periodo en el
que se encuentra el proceso de mineralizacion debido
a que la BSP se expresa en los periodos iniciales de
la mineralizacién. Por otro lado, se puede establecer
una relacion entre el periodo de expresion de la BSP y
la fase de movimiento del drgano dentario que involu-
craria el area de tensién del ligamento periodontal, asi
como la reabsorcion y formacion 6sea. En la literatura
existen pocos reportes que han demostrado el efecto
de las fuerzas ortoddncicas sobre el ligamento perio-
dontal y la expresién del mensajero de la BSP. Sin
embargo, estos estudios estan realizados en cortes
de tejidos y en especies distintas al ser humano (xxx).

Nuestros resultados concuerdan con lo reportado con
los modelos animales (ratén) donde por medio de hi-
bridacion in situ observan un cambio en la expresion
del mensajero de la BSP al inducir movimientos orto-
doncicos.?23

CONCLUSIONES

Nuestros estudios indican que existen cambios a
nivel molecular en la matriz del periodonto sensible al
tiempo de induccion del movimiento del 6rgano denta-
rio cuando se utiliza aparatologia fija y una fuerza de
80 gramos.

Los cambios a nivel molecular fueron determinados
por la técnica de RT-PCR para el gen que codifica a
la sialoproteina 6sea, la cual refleja que la matriz del
periodonto puede responder de manera similar entre
las subpoblaciones celulares del ligamento periodon-
tal, hueso alveolar y cemento radicular.

La expresion de la BSP sugiere una doble partici-
pacion en los procesos ortodénticos, participando en
los procesos de reclutamiento de células progenitoras
y en la formacién de nueva matriz mineralizada del
periodonto. Ademas, este estudio pretende contribuir
a unir los eslabones sueltos sobre la comprension del
mecanismo exacto del remodelado de los tejidos pe-
riodontales que involucra a moléculas de la matriz ex-
tracelular del periodonto, para que en un futuro proxi-
mo se puedan disefar estrategias terapéuticas que
ayuden a facilitar los movimientos dentales, disminu-
yendo los riesgos de resorcion radicular y lograr una
buena estabilidad y retencion de los érganos denta-
rios, pues estos factores (proteinas de matriz extrace-
lular) pueden ser los determinantes en el éxito de los
tratamientos en todos los casos, independientemente
de la filosofia o técnica empleada.
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