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I. INTRODUCCION




Aunque los problemas médico-iegales que se plantean ante unos restos 6seos se han
simplificado en la actualidad al permitir la investigacion del ADN la individualizacion con
bastante certeza, no por ello dejan de plantearse un sinnimero de cuestiones que tienen su
respuesta en distintos campos de las ciencias forenses. Cuando se solicita el estudio forense de
unos restos humanos parcial o completamente esqueletizados, la problematica que le aborda
al perito se puede resumir en tres aspectos: establecer de la forma mas precisa la data de los
restos; aportar todos los datos posibles que permitan la identificacion del cadéver, y contribuir

al esclarecimiento de la forma y mecanismo de muerte.

El primer problema se refiere al establecimiento de la data de los restos. El conocimiento

preciso del momento en que ocurrié el failecimiento de un individuo interesa como punto de

partida en la investigacion judicial y policial. Por otra parte, si se sospecha que el hallazgo de

los restos humanos estuviera en relacion con un hecho delictivo, resulta necesario conocer la
data por si se hubiera o no extinguido la responsabilidad criminal del agresor (crf. articulo 131
del vigente Codigo Penal espaiiol). Por otra parte, en el articulo 33 del Codigo Civil se hace
referencia a la exigencia de probar quién ha fallecido primero entre las personas que tienen que
sucederse o heredarse, situacion relativamente frecuente en casos de grandes catastrofes o

accidentes en los que se pueden ver implicados varios miembros de una misma familia,




Introduccion

teniéndose que aclarar el orden de fallecimiento de las victimas. En todo caso, el campo de
interés de la Medicina Legal en el establecimiento de la data de cadaveres se limita a los casos
de restos esqueletizados relativamente recientes (no mas de 20 afios), por lo que a lo largo de
esta memoria, solo nos vamos a referir a las técnicas y métodos de estimacion de la data de
restos Gseos en esos casos de interés médico-legal. Practicamente se puede decir que no hay
publicaciones en la literatura cientifica médico-forense sobre las modificaciones del diente con
relacion al crono, por lo que, como justificaremos mas adelante, este fue uno de los puntos de

partida de nuestro trabajo.

La segunda cuestion que se nos plantea, es la aportacion de la informacion necesaria que
posibilite la identificacion de los restos cadavéricos. No cabe duda de la existencia de razones
de indole médico-legal en torno al establecimiento de la identidad del cadaver. De hecho, la
labor pericial forense del establecimiento de la identidad de una persona es una practica
habitual en la investigacion médico-legal que no se limita a los casos de restos esqueletizados.
Si se deconoce la identidad de un cadaver, no se puede certificar su defuncion, éstano puede
inscribirse en el Registro Civil, por lo que la persona fallecida no podria ser inhumada. Por
otra parte, resulta imprescindible la certificacion indubitada del fallecimiento de una persona
para que ésta, o sus familiares, puedan o no ser objeto de derechos y obligaciones tanto desde

el punto de vista civil como penal.

Pero, retomando el motivo de la pericia objeto de estudio, si estos restos humanos estuvieran
alterados por los procesos putrefactivos e incluso si se hubiera llegado a un cierto grado de
esqueletizacion, es frecuente que se disponga exclusivamente de restos dseos y dentarios, e

incluso tan solo éstos ultimos. En estos casos es adecuado realizar una identificacion

reconstructiva, es decir se procurara aportar el maximo posible de datos en relacion a los
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restos disponibles, determinandose el origen humano, el sexo, la talla, la edad del cadaver o de
los restos, e incluso, si fuera posible, emitir un juicio sobre la identidad del sujeto. n este
sentido la antropologia forense contribuye al conocimiento de la raza, sexo, talla e incluso edad
de los restos esqueletizados por la osteologia y otros métodos relacionados. La odontologia
forense enriquece la informacion suministrada por el hueso, sobre todo porque el diente es la
estructura mas resistente del organismo y por tanto la que menos se afecta por los cambios

externos.

Cuando el problema que se plantea se centra en la estimacion de la edad cronologica del
individuo, la aproximacion mas adecuada debe hacerse en base al calculo de la edad biologica
del sujeto, en la que el desarrollo 6seo y dentario constituyen los elementos mas utiles. De
hecho, los cambios morfologicos que el diente sufre con el paso de los afios se han empleado
como métodos rutinarios de estimacion de la edad cronolégica, incluso en aquellas situaciones
en las que el tejido dsec ya no puede aportar mas informacion, es decir, en sujetos a partir de
la segunda década de la vida. Sin embargo se ha prestado poca atencion a los cambios
bioquimicos que el tejido dentario sufre con la edad. Nuestro trabajo se propone también

aportar nuevos datos para la solucion de esta problematica.

En algunas ocasiones, como en los supuestos de grandes catastrofes, se ha de realizar un
proceso de identificacion comparativa , €s decir la identificacion se aborda por la
comparacion del material antemortem disponible con el postmortem. Hoy dia se acepta que
existen diversos métodos cientificos en los que se debe fundamentar una identificacion humana
positiva. Estos métodos incluyen el reconocimiento visual, la comparacion de huellas dactilares,

el analisis de Ia huella genética (ADN), y los métodos de comparacién médica y dental. La

odontologia forense, es decir el examen odonto-estomatologico del cadaver, se ha convertido

10
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en uno de los elementos fundamentales en la identificacion humana. Su gran valor se
fundamenta en la extraordinaria resistencia de los dientes a los agentes putrefactivos y
destructivos cadavericos, ademas de la enorme variedad de caracteristicas individualizadoras
proporcionadas por las piezas dentarias (tratamientos dentales, posiciones de las piezas,
tinciones, etc.), pudiéndose afirmar que no hay dos personas con la misma dentadura, por lo
que este tipo de técnicas pueden aportar datos concluyentes para la identificacion humana que

no podrian obtenerse por medio de otro método cientifico.

Por ultimo, en relacion al esclarecimiento del mecanismo de muerte, de nuevo los tejidos
mineralizados por su resistencia y durabilidad, pueden ser una fuente inestimable de
informacion. Por ejemplo pueden contribuir al el esclarecimiento de procesos patologicos que
sufriera el sujeto en vida (enfermedades Oseas, intoxicaciones, etc.), los cuales podrian haber
sido la causa inmediata o fundamental de la muerte. Mas interés podria tener el estudio de
marcas o huellas de violencia (disparos por arma de fuego, arma blanca etc.) que afectaron el
tejido 6seo o dentario. Por otra parte, un tema crucial dentro del campo de la patologia forense
es el que se refiere al diagnostico de vitalidad de las fracturas oseas. Solo mediante la
profundizacion en el conocimiento de la biologia de los procesos de formacion de los tejidos

mineralizados, 6seo y dentario, se podra abordar este problema de una forma cientifica.

Por los motivos mencionados, nos propusimos profundizar en el conocimiento de la
composicion de la dentina humana y asi aportar la informacion necesaria que pudiera

contribuir a la resolucion de ciertos problemas médico-legales cuando se tiene el diente como

indicio biologico. Se presenta una revision actualizada de la biologia y bioquimica de la dentina

por ser este el tejido dentario escogido para el estudio. Ademas, resultaba imprescindible

11
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conocer los antecedentes del tema en lo que se refiere a las investigaciones llevadas a cabo

sobre el diente con fines forenses.

LA DENTINA COMO TEJIDO MINERAL Y TEJIDO ORGANICO

La dentina, el tejido mineralizado mas voluminoso del diente, puede ser considerado como un
tejido conectivo cuya matriz extracelular se ha modificado para soportar una estructura
mineralizada, la cual es imprescindible para cubrir los requerimientos funcionales del tejido. Por
tanto, la matriz de dentina contiene macromoléculas presentes en muchos tejidos conectivos

y, ademas, algunos componentes especificos de los tejidos mineralizados.

Debido a la intima relacion funcional de la dentina y la pulpa dental, clasicamente se han
discutido ambos tejidos en conjunto en los libros de textos (TenCate, 1989), y aunque
comparten un ancestro comun, la papila dental. y en consecuencia el desarrollo de los dos
est4 intimamente relacionado, no hay similitudes estructurales directas entre la pulpa y la
dentina, estando ademas formados por diferentes células; fibroblastos y odontoblastos,

respectivamente.

Por otra parte, la composicion quimica y la estructura de la dentina es parecida a otros tejidos

conectivos mineralizados, como el hueso y el cemento celular. Osteogénesis, cementogénesis
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y dentinogénesis presentan muchas coincidencias también. En todos estos procesos, a partir
de una capa de células se forma una matriz organica de colageno sobre la cual se deposita

fosfato calcico inorganico en forma de cristales minerales.

No existen muchas analogias entre estos tejidos que derivan del mesodermo, por una parte y
por otrz, el esmalte, derivado del ectodermo. Durante la amelogénesis, el esmalte estd
desprovisto de cualquier componente fibroso, y la matriz protéica es bastante diferente de las
matrices de la dentina, hueso o cemento. El esmalte completamente formado es un tejido
fundamentalmente cristalino, sin ningin material organico. Carece de cualquier elemento
celular, y los cristales minerales del esmalte son de un tamafio mucho mayor que los que

existen en los tejidos antes mencionados.

Se han descrito diferencias sustanciales entre la estructura y composicion quimica de la dentina
de distintas especies animales. En funcion de la composicion proteica de la matriz organica
en diferentes especies, podemos agrupar la dentina en dos grupos principales; una categoria
la formarian los dientes de roedores que estan en continuo crecimiento, mientras que otra la
constituirian los bovinos, porcinos y obviamente la dentina humana, en los que la
dentinogénesis dura un periodo de tiempo limitado. La mayoria de los estudios existentes
sobre la bioquimica de la dentina han sido llevados a cabo en la dentina bovina y de rata,
mientras que poco se ha investigado sobre la bioquimica de la dentina humana. Debido a las
diferencias fundamentales encontradas entre la composicion y formacion de la dentina, hay que

ser muy cautos a la hora de extrapolar los hallazgos encontrados de una especie a otra.

La formacion de los tejidos calcificados es un proceso altamente regulado y controlado, en el

que estan implicados muchos factores, celulares y extracelulares. La dentinogénesis ha sido

13
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escogida como modelo de estudio experimental de mecanismos de biomineralizacion. Este
sistema tiene muchas ventajas en comparacion con el estudio de la formacion del hueso. Por
una parte, la morfologia es distinta y no se producen procesos reabsortivos simultineamente
a la calcificacion, es decir, la dentina no se remodela y por tanto, no participa en la homeostasis
del calcio del organismo. Ademas, la contaminacion con otros tejidos es minima, y las células
responsables de la formacion del tejido, los odontoblastos, asi como el tejido precursor no

mineralizado, la predentina, pueden ser separado casi totalmente para su analisis.

1. ESTRUCTURA DE LA DENTINA

La dentina es una estructura compleja, compuesta de varios tipos de tejidos morfologicamente
diferentes. La dentina primaria es aquella que se forma en su mayor parte durante la
dentinogénesis, y constituye la mayor cantidad de la masa de dentina. La capa mas periférica
de esta dentina se llama manto de dentina. Es una zona de unos 20 um de anchura, en intimo
contacto con el esmalte y donde se inici6 la mineralizacién de la dentina. El resto de la dentina
primaria se la conoce usualmente como dentina circumpulpar. La matriz orgénica del manto
de dentina es un poco mas irregular en estructura y su composicion quimica difiere de la
dentina circumpulpar, presentando ambas diferencias en el mecanismo de formacion mineral

(Linde, 1989; Butler, 1992; Lindey Goldberg, 1993).

En la parte pulpar de la dentina, entre la dentina primaria y el tejido conectivo de la pulpa

dental, se localiza una capa de predentina . Es una matriz organica no mineralizada y acelular,
bésicamente compuesta por colageno. La predentina varia considerablemente en anchura, entre

14
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10 a 30 pm, dependiendo de la localizacién anatomica. Esté presente durante la dentinogénesis,

pero también a lo largo de toda la vida del diente.

Tras la formacion de la dentina circumpulpar, los odontoblastos entran en una fase quiescente
en la que presentan una escasa capacidad de biosintesis, sin embargo, después de completarse
la formacion de la raiz , estas células continiian formando dentina aunque a una velocidad
mucho menor, es la llamada dentina secundaria , la cual se deposita sobre la parte pulpar de
la dentina primaria. La morfologia de la dentina secundaria no difiere sustancialmente de la

dentina primaria, excepto por presentar los tibulos dentinarios una curvatura mas acentuada.

Como respuesta a estimulos externos variados, tales como irritantes quimicos, caries,
tratamientos restaurativos, atriccion u otros traumas, también se puede formar dentina
terciaria. A menudo se le llama dentina reparativa o de irritacion, pero el término de dentina
terciaria tiene mayor aceptacion actualmente. Esta formada por aquellos odontoblastos
directamente afectados por los estimulos nocivos, por tanto, se localiza en ciertas areas de la
interfase pulpa/dentina. El origen de la formacion de esta dentina por los odontoblastos es
todavia objeto de investigacion y aparentemente difiere de los mecanismos que acontecen en
la formacion de la dentina circumpulpar (Butler, 1992). Parece ser que se produciria tanto por
la activacion de odontoblastos ya existentes, como por la diferenciacion de nuevos

odontoblastos. La cantidad de formacion de dentina terciaria y su estructura varia de acuerdo

con el tipo, intensidad y duracion del estimulo. Por ejemplo, cuando un proceso carioso

destruye la dentina, la dentina terciaria se deposita rapidamente, presentando un patron de

distribucion de los tubulos mas irregular y con inclusiones celulares en su interior.




1a. Morfologia de la dentina

La dentina es un tejido altamente permeable, tanto para fluidos moleculares como para
invasiones de microorganismos; esta cualidad es debida a los numerosos tibulos dentinarios
que posee, los cuales parten de la pulpa dental y atraviesan la dentina en toda su extension.
Estos tibulos tienen de 1 a3 pm de didmetro, describen una curvatura con forma de S y estan

densamente comprimidos. Los tubulos dentinarios desarrollan ramificaciones laterales asi como

terminales en la periferia de la dentina. En general, suele haber unos 30.000 tubulos por mm?

en el tercio medio de la dentina humana, con una densidad incluso mayor en la dentina mas
cercana a la pulpa. Esto implica, de hecho, que un considerable volumen de la dentina esté
constituido por la luz de los tubulos dentinarios. La capa mas periférica de dentina, el manto

de dentina, carece de estructuras tubulares.

La dentina circumpulpar puede ser dividida en dentina intertubular y peritubular. La dentina
intertubular es el principal producto de secrecion de los odontoblastos durante la
dentinogénesis y constituye el volumen mayor de la dentina primaria. Microscopicamente se
aprecia una red fibrosa de colageno con cristales minerales asociados con y entre las fibras. La
densidad de la dentina hace imposible establecer claramente si los cristales estan también
localizados en el interior de las fibras de colageno. Estos cristales son de forma aplanada, de

2 a 3 nm de grosor y 60 nm de longitud.

La dentina peritubular forma una vaina bien delimitada y altamente mineralizada alrededor de
los tubulos dentinarios, normalmente con menos de 1 pm de grosor. En realidad la dentina
peritubular es intratubular ya que es depositada por los odontoblastos en la cara interna de

la luz de los tibulos dentinarios. La matriz organica de la dentina peritubular esta
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précticamente desprovista de estructuras fibrosas. En humanos, la dentina peritubular comienza
a desarrollarse en el interior de los tubulos dentinarios a cierta distancia de la cimara pulpar.
La formacion de la dentina peritubular es un proceso continuo, produciendo una disminucién
progresiva de la luz del tubo, siendo a veces tan intensa que puede causar la obliteracion de los
tubulos dentinarios, formando la llamada dentina esclerética. Este tipo de dentina, por tanto,

aumenta con el paso de los afios.

1b. Composicién celular de la dentina

La dentina esta formada por los odontoblastos, los cuales bordean o se alinean en la parte
pulpar de la predentina, y permanecen a lo largo de la vida del diente. Estas células son las
responsables de la formacion de la dentina y de la produccion de sus constituyentes, con la
excepcion de una pequefia proporcion de proteinas derivadas del suero. Durante la
dentinogénesis activa, los odontoblastos son columnares y tienen las caracteristicas propias de
células con actividad de sintesis y secrecion, con un RER bien desarroilado, abundantes
mitocondrias, un aparato de Golgi prominente, y numerosas vesiculas de secrecion. En estadios
de desarrollo funcional mas avanzado, estas células adquieren una apariencia quiescente, con

una altura mucho mas reducida y con menor densidad de sus organelas (Jones y Boyde, 1984).

Los odontoblastos se alinean en la superficie del tejido que ellos han formado, de la misma

manera que los osteoblastos en el hueso. Por contra, mientras el hueso contiene células
(osteocitos) inmersos en ¢l tejido, la dentina es solo celular en el sentido que los odontoblastos
tienen prolongaciones que penetran en la predentina y dentina. Estas prolongaciones celulares

son mantenidas en el interior de los tubulos dentinarios por la migracion centripeta de los

17
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odontoblastos en la produccion de dentina. A las prolongaciones odontoblasticas le faitan la
mayoria de las organelas pero contienen filamentos y microtibulos en abundancia,
presumiblemente para facilitar el transporte intracelular a través de ellos (Nishikawa y
Kitamura, 1987). La cantidad de prolongaciones odontoblasticas y su extension en los tubulos
dentinarios de los dientes maduros es un aspecto ain controvertido. Algunos investigadores
son de la opinion que las prolongaciones odontoblasticas de dientes humanos, gatos y ratas se
limitan a la mitad pulpar de la dentina (Holland, 1976, Thomas, 1983). Por contra, s¢ ha
evidenciado por medio de estudios inmunocitoquimicos, la presencia de estructuras que

contienen vimentina, tubulina y actina hasta la union esmalte-dentina (Sigal y cols., 1984).

Los odontoblastos se uncn unos a otros por complejos de union, especialmente en el extremo
distal del cuerpo celular proximo a la predentina. La presencia de uniones tipo “gap” o en
hendidura entre los odontoblastos adyacentes tienen una gran trascendencia, pues se piensa
tienen capacidad de establecer una comunicacion intercelular al permitir el libre intercambio

de iones y moléculas de bajo peso molecular entre sus membranas.

Proximo a la capa de cuerpos celulares de los odontoblastos estan presentes células mas
pequeiias e indiferenciadas, son las llamadas células subodontoblasticas de Hol, las cuales

muestran caracteristicas estructurales que indican alguna capacidad especifica en la

dentinogénesis. El significado funcional de estas células, si existe alguno, no es conocido en

la actualidad (Jones y Boyde, 1984; Avery, Coxy Chiego, 1984).

Los capilares sanguineos y las estructuras nerviosas forman un plexo debajo de la capa de los
odontoblastos. Es frecuente observar que los capilares se extiendan entre los cuerpos celulares

de los odontoblastos. Especialmente en la porcion coronal de la dentina, un pequefio niimero

18
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de axones amielinizados pueden pasar entre los odontoblastos, extendiéndose a corta distancia

en los procesos odontoblasticos.

2. COMPOSICION DE LA DENTINA

De forma general, el contenido mineral de la dentina humana es mas alto que el del hueso.
La fase mineral constituve sobre el 70% del peso, mientras que el 20% es material orgdnico,
sin embargo, si analizamos en vez de los pesos los volumenes en la dentina, un 50% lo
constituiria el material inorganico y un 30% el crganico. Estos ultimos datos nos dan una

relacion proporcional mas relevante entre ambos.

Aunque proporcionalmente, su matriz organica sigue siendo menor que la del hueso, representa
una proporcion superior a la del esmalte, lo cual contribuye a la diferencia existente entre los
dos tejidos. Esta composicion particular de la dentina le confiere la flexibilidad necesaria para

prevenir la fractura del esmalte.

Mas del 90% de la matriz organica de la dentina esta constituida por coldgeno, siendo el resto

proteinas no colagenas y proteoglucanos. Los constituyentes no se distribuyen por igual en

el tejido; la estructura de la dentina varia microscopicamente de forma considerable. De hecho,
hay también trabajos que han puesto de manifiesto diferencias en la composicion de la dentina

de las distintas partes del diente (Steinfort, van den Bos y Beertsen, 1989).




2a. La fase mineral

El componente mineral de la dentia es, como en el hueso, la hidroxiapatita,

Ca;o(OH),(POy ) . El mineral contiene, sin embargo, pequefias cantidades de carbonato y su

cristalinidad queda lejos de ser perfecta. Los cristales minerales en la dentina estan iniimamente
asociados con la matriz de colageno y se disponen longitudinalmente con sus ejes-c paralelos
a las fibras de colageno. Dichos cristales tienen un tamafio similar entre ellos y son diez veces

mas pequefios que los del esmalte.

2b. La matriz orgdnica

Cuando se forman tejidos mineralizados, tales como el hueso y la dentina, es necesario el
deposito de cristales minerales sobre una sustancia extracelular organica. Los constituyentes
quimicos de esta sustancia juegan un papel importante en la cantidad y caracteristicas del tejido
mineralizado formado. Debido a la funcion que ejerce tanto como red o malla, asi como por
su capacidad de regulacion en la mineralizacion, se llama a dicha sustancia matriz orgénica
(Linde, 1989 y 1992).

Durante la dentinogénesis, los odontoblastos primero sintetizan una trama de colageno que
representa el componente principal de la predentina, posteriormente, los cristales minerales son
depositados por las células a cierta distancia. Por tanto, la predentina se transforma en dentina
al tener lugar el proceso de mineralizacion en una zona mas avanzada (el frente de
mineralizacion). Este proceso de transformacion no es méramente un deposito de los cristales
de hidroxiapatita ya que incluso, las matrices organicas de la predentina y dentina difieren en

su composicion (Linde, 1989). De hecho, las fosfoproteinas, componente mayoritario de las
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proteinas no coldgenas, son secretadas directamente en el frente de mineralizacion, estando

ausentes, por tanto, de la predentina e implicandose de alguna manera en los procesos de

mineralizacion de dentina (Butler, 1992).

Existen suficientes datos para indicar que la matriz organica es determinante de la velocidad
de la formacion mineral, del tipo de mineral formado, asi como de la localizacion exacta de los
cristales minerales (Linde, 1985a). Mas del 90% de la matriz organica de la dentina es
colageno, mientras que el resto consiste en proteinas no colagenas y proteoglucanos con un
predominante caracter anionico, presentando ademas algunos componentes lipidicos. La
matriz organica de la dentina circumpulpar, con la excepcion de un contenido minimo de

proteinas séricas, es producida enteramente por los odontoblastos.




Coldgeno

El coligeno de la dentina, si lo comparamos con otros tejidos conectivos, tiene unas
propiedades fisicas y quimicas caracteristicas; estas propiedades son parecidas a las del
colageno del hueso, indicando una funcion similar en ambos. Como ya se ha mencionado
anteriormente, este componente constituye tanto en la dentina como en el hueso, més del 90%
de la matriz organica , y es fundamentalmente de tipo I, existiendo una pequefia cantidad de
colageno tipo V (Bronckers, Lyard y Woltgens, 1989). El colageno tipo I también es
predominante en muchos otros tejidos conectivos. Sin embargo, el colageno tipo III es un
constituyente destacado de los tejidos conectivos blandos, de tal forma que constituye una
tercera parte o mas del colageno de la pulpa dental (Linde, 1985b; Tsuzaki, Yamauchi y

Mechanic, 1990), estando ausente de la dentina .

El colageno tipo I dentinario tiene la siguiente composicion {a1(I)],¢2 (Butler, 1984; Miller

y Gay, 1987) y esta formado por tres cadenas alfa, de las cuales dos de ellas son idénticas.
Cada cadena esta constituida aproximadamente por unos 1000 residuos de aminoacidos. La
porcion central, alrededor del 95% del total de la molécula de colagenc, es una estructura de
triple hélice. En esta parte de la molécula, las cadenas individuales alfa tiene una secuencia de
aminoacidos con la glicina en cada tercera posicion, un requisito previo para la formacion de
la triple hélice. Otra caracteristica es que los imino acidos, prolina e hidroxiprolina, juntos
constituyen aproximadamente una cuarta parte de los residuos y colaboran en la estabilizacion

de la conformacién helicoidal de cada una de las cadenas.

Aunque el coligeno tipo V esta presente en numerosos tejidos, en la dentina es un

constituyente minoritario, representando el 3% del colageno sintetizado (Sodek y Mandell,
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1982). Las moléculas del tipo V pueden ser homotriméricas o heterotriméricas, compuestas
por tres cadenas alfa. La heterotrimérica [a1(V)]@2(V) es la mas prevalente y constituye el
tnico colageno tipo V del hueso (Miller y Gay, 1987). Ya hace una década, a través de
estudios inmunohistoquimicos se puso de manifiesto la presencia de este tipo de colageno en
dentina de roedores (Bronckers y cols., 1986). Sin embargo, utilizando las mismas técnicas no

pudo demostrarse su existencia en la dentina humana (Becker y cols., 1986).

El coligeno es sintetizado por los odontoblastos y secretado en la predentina, donde las
moléculas de colageno se disponen en fibras. La malla de coldgena es menos densa en la zona
adyacente a los cuerpos celulares, y alcanza la maxima densidad en la zona de interfase
predentina/dentina, donde los cristales minerales seran depositados (Butler, 1984). En
concreto, el colageno se forma en los ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso de los
odontoblastos, en forma de cadenas de procolageno. Las cadenas de procolageno tienen
extensiones con residuos amino- y carboxiterminal que forman conjuntamente
aproximadamente un tercio de la molécula. Las cadenas son modificadas postranslacionalmente
por reacciones de hidroxilacion y glucosilacion; algunos de los residuos prolina y lisina son

convertidos a hidroxiproiina e hidroxilisina, respectivamente.

Tres cadenas de procoligeno se unen para formar una molécula de procolageno, con una
estructura helicoidal triple en la parte central de la molécul... Las moléculas son empaquetadas

en saculos en la region de Golgi, transportadas en granulos secretores y exocitadas en la

prédentina (Weinstock y Leblond, 1974). Por la accion de peptidasas especificas de la

procolagena, los extremos amino y carboxilo son escindidos y las moléculas de procolagena
se convierten en colageno. Tras la secrecion, las fibrillas de colageno se forman por uniones

espontaneas de las moléculas de una manera escalonada, es decir, las moiéculas adyacentes se
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encuentran despiazadas longitudinaimente casi un cuarto de su longitud. Esta disposicion crea
areas espaciales alternantes de fibrillas con moléculas superpuestas (zonas de solapamiento)
y con gaps (espacios vacios), lo cual corresponde a la estriacion cruzada que se ha visto en el
microscopio electronico. Una vez se han formado las fibrillas en el espacio extracelular, se
refuerzan notablemente por la subsecuente formacion de puentes covalentes cruzados entre

los residuos de lisina.

Por tanto, para estabilizar la red de colageno, existen cadenas cruzadas covalentes entre sus
moléculas (Eyre, 1987); dos de ellas son cadenas cruzadas reducibles, denominadas como
dihidroxilisinonorleucina (DHLNL) e hidroxilisinonorleucina (HLNL). Durante el desarrollo
del tejido conectivo, la primera representa la cadena cruzada mayoritaria en la dentina y hueso
(Mechanic, Gallopy Tanzer, 1971). Sin embargo, en los tejidos conectivos maduros aparecen
cadenas cruzadas no reducibles, de las cuales se sabe que la piridinolina esta presente en mayor

cantidad (Kuboki y cols., 1981); y ademas, la deoxipiridinolina, la otra cadena cruzada no

reducible minoritaria, parece ser tnica en hueso y dentina (Eyre, Koob y Van Ness, 1984,

Robins y Duncan, 1987). Estos hallazgos hicieron pensar que las cadenas piridinicas eran

producto de maduracion de las cadenas cruzadas reducibles (Eyre, 1980).

Por otra parte, la dentina bovina contiene aproximadamente una cadena cruzada reducible por
molécula de colageno, mientras que la dentina de incisivos de ratas contiene el doble de esta
cantidad. En contraste, la dentina bovina contiene aproximadamente el doble de cadenas
cruzadas piridinicas comparada con la de la rata, aproximadamente 0.2 por molécula de
colageno (Linde y Robins, 1988). Desde que se cree que las cadenas cruzadas piridinicas son

productos de maduracion de las cadenas cruzadas reducibles, una posible interpretacion de
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estos hallazgos es que el coligeno de la dentina de la rata que esta en continuo crecimiento,

debe ser menos maduro que el de ia dentina de los bovinos.

En la dentina humana mineralizada, se ha observado que la cantidad de cadenas cruzadas
piridinicas se incrementa con la edad, existiendo un descenso concomitante de la cantidad de
cadenas cruzadas reducibles (Walters y Eyre, 1983), hecho éste que estaria en concordancia
con el proceso de maduracion propuesto para el colageno. Fueron estos hallazgos los que nos
indujeron a pensar en la utilidad de la determinacion de estos marcadores en el establecimiento

de la edad de un individuo y por tanto su aplicacion en las ciencias forenses.




Macromoléculas no coligenas

El 10% del contenido protéico corresponde a las proteinas no colagenas, constituidas por las
fosfoproteinas, proteinas que contienen gamma-carboxiglutamico (Gla) del tipo de la
osteocalcina, proteina Gla de la matriz y proteoglucanos (PG). También podemos hallar en este
tejido, aunque en una menor proporcion, otras glucoproteinas acidicas y algunas proteinas

séricas.

En las ultimas dos décadas, este grupo proteico de la dentina y el hueso ha sido objeto de
intensos estudios, debido a su supuesto papel de extrema importancia en el proceso de
mineralizacion. De hecho, las fosfoproteinas se han propuesto como macromoléculas
implicadas en dicho proceso. Ademas, las proteinas no colagenas y los PG de la dentina estan
tan fuertemente asociados con la fase mineral en el tejido que solo son extraibles tras la
desmineralizacion (Linde, Bhown y Butler, 1980). Fue quiza este dato, el que estuvieran tan
intimamente embebidas en la fase mineral del tejido dentinario, lo que nos hizo apostar por su

mayor estabilidad y exclusion a los procesos putrefactivos y, consecuentemente, su posible

utilidad para el establecimiento de la data. Ademas, se trataban de proteinas altamente

especificas del tejido dentinario que pedian verse afectadas por los cambos fisiologicos que
ocurren en la dentina con el paso de los afios y, de alguna manera, informar sobre el estado de

madurez del diente.




1.- Fosfoproteinas de la dentina

La mayoria de los trabajos de investigacion sobre este tipo de proteinas dentinarias se han
llevado a cabo en la especie bovina y roedores, no existiendo practicamente ninguna
investigacion que haya abordado el analisis en el humano. Las proteinas no coligenas mas
abundantes en la dentina de todas las especies animales son las fosfoproteinas. Existen en la
dentina una variedad de estas proteinas con diferentes grados de fosforilacién (Linde, Bhown
y Butler, 1980, Butler y cols., 1983; Linde, 1988), algunas de las cuales han sido previamente
aisldas e identificadas en el hueso. Sin embargo, el término de fosfoproteinas en dentina,
normalmente se refiere a aquellas que estan altamente fosforiladas (PP-H), también calificadas
por otros autores como fosfoforinas. En la dentina la fraccion PP-H es predominante, y
constituye la mitad o mas de las proteinas no colagenas. Es digno de atencion que no haya sido
posible demostrar ninguna PP-H en el hueso, representando una diferencia inequivoca en la
composicion quimica entre el hueso y la dentina. Sin embargo, las fosfoproteinas con un bajo
grado de fosforilacion si se han aislado en la dentina y el hueso, variando su concentracion en

las diferentes especies (Linde, 1988; Veis, 1985).

La PP-H es la proteina mas acidica de la dentina, con un punto isoeléctrico de 1.1 para las PP-

H de las ratas (Jonsson y cols., 1978). Esto es debido al alto contenido de fosfato, 26% en

ratas y 20% en bovinos, asi como a su composicion aminoacidica (Linde, 1988). La serina,
incluyendo la fosfoserina, constituye alrededor del 50% de los residuos de aminoécidos y el
aspértico aproximadamente un 40%. Por tanto, mas del 80% de los residuos de aminoacidos

tienen grupos carboxilos o fosfatos cargados negativamente.
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Tras la desfosforilacion de la proteina extraida de la dentina de incisivos de ratas, se han
detectado dos moléculas de PP-H, mientras que solo existe una en la dentina bovina (Linde,
1988; Linde, Bhown y Butler, 1980). Asi mismo, las PP-H bovinas tienen un menor contenido
de fosfato y un mayor contenido de lisina. Los pesos moleculares de estas proteinas oscilan
entre 30 kDa y 100 kDa para las PP-H de las ratas y entre 35 kDa y 158 kDa para las PP-H
de los bovinos (Jontell, Pertoft y Linde, 1982, Jontell y Linde, 1983, Stetler-Stevenson y

Veis, 1983 Stetler-Stevensony Veis, 1983).

Estos resultados indican que las moléculas de PP-H de ratas y bovinos son diferentes en
algunos aspectos, pero ya que sus caracteristicas quimicas generales son similares, se puede

esperar que sus respectivas aptitudes funcionales sean idénticas.

Se cree que las fosfoproteinas esti.. directamente implicadas en la cantidad y/o lugar de la
mineralizacion de la dentina. Los estudios clasicos de Weinstock y Leblond (1973) indican que
las fosfoproteinas son secretadas por los odontoblastos en el frente de mineralizacion, ai
contrario que el colageno, el cual es secretado en la predentina. Recientes estudios de Rabie
y Veis (1991) confirman estas conclusiones al demostrar el transporte de las fosfoproteinas a
través de los procesos odontoblasticos directamente a la interfase predentina-dentina. Ademas
estudios bioquimicos (Jontell y Linde, 1983) e inmunohistoquimicos (MacDougall, Zeichner-

Davidy Slavkin, 1985; Nakamura y cols., 1985) indican que las PP-H estan presentes en los

procesos odontoblésticos asi como en la dentina, pero que estan ausentes de la predentina.

Por otra parte, estas proteinas se unen a las fibras de colageno y ya que son muy polianidnicas,
lo mas probable es que exista una unién electrostitica entre ellas. Esta idea fue demostrada por

Stetler-Stevenson y Veis (1986). Sin embargo, aunque la mayoria de las proteinas no colagenas
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de la dentina y el hueso son rapidamente solubilizadas durante o tras la desmineralizacion del
tejido, una pequefia porcion de esta proteina continia asociada con el colageno insoluble. Se
ha debatido que esta pequeiia fraccion que esta unida covalentemente al colageno tenga una

furcion especifica en la formacion mineral (Veis y cols., 1981).

Asi mismo, las PP-H se unen a los iones de calcio con una fuerte afinidad (Zanetti y cols.,
1981; Stetler-Stevensony Veis, 1987). Este tipo de union del ion calcio a una macromolécula
de la matriz es a menudo interpretada como indicativo de un papel en la formacién mineral
(Zanetti y cols., 1981). Tras estudios con resonancia magnética, se demostré que la union de
las PP-H con el calcio no se localiza en sitios especificos, presentando dichos iones una
movilidad alta en la superficie de la proteina (Cookson y cols., 1980). Posteriormente se
observé que las PP-H a muy bajas concentraciones y cuando esta inmovilizada por un soporte
estable, puede inducir la formacion de hidroxiapatita a partir de soluciones de fosfato calcico
en concentraciones fisiologicas, tanto in vitro como in vivo (Lussi, Crenshaw y Linde, 1988;

Linde y Lussi, 1989; Lussiy Linde, 1993).

Un hallazgo interesante y presumiblemente con algin significado funcional, es que la dentina

de la raiz de los bovinos contiene solo la mitad de la cantidad de fosfoproteinas comparado con
la dentina de la corona del mismo diente (Takagi, Nagai y Sasaki, 1988). Un resultado similar
es el hallazgo de Steinfort y colaboradores (Steinfort, van den Bos y Beertsen, 1989), en
relacion a que el contenido de PP-H en la "dentina relacionada con el esmalte" de los incisivos
de ratas fue aproximadamente cuatro veces mas alto que en la "dentina relacionada con el
cemento"”. El término "dentina relacionada con el esmalte" se refiere a la porcion de la dentina
en el lado convexo del incisivo, la cual esta cubierta de esmalte. También estos autores

encontraron diferencias en el contenido de otras proteinas no colagenas. Deberia hacerse notar
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que, en contraste al diente de los bovinos, donde la raiz es formada subsecuentemente a la

corona, las porciones "relacionadas con el cemento" y "relacionadas con el esmalte” de la

dentina de los incisivos de ratas son formados simultaneamente.

Por tltimo, otro dato que implica a esta proteina en los procesos de mineralizacion es que se
demostro6 por andlisis bioquimicos de predentina disecada y por técnicas de
inmunohistoquimica sobre dientes de diferentes especies, que la PP-H esta ausente de la

predentina (MacDougall, Zeichner-David y Slavkin, 1985; Nakamura y cols., 1985).

2.-Proteoglucanos

Los proteoglucanos (PG) constituyen una porcion considerable de los componente no
colagenos en la dentina. Son macromoléculas con un nimero de cadenas de carbohidratos
unidas covalentemente a una proteina central o core. Las cadenas son glucosaminoglucanos
{(GAGs), los cuales estan formados por unidades repetidas de disacaridos, consistentes en un
acido urénico y un N-acetil-hexosamina. Los diferentes GAGs, como el condroitin sulfato y
el dermatén sulfato, se definen por la identidad de sus respectivos acidos uronicos y residuos
de hexosamina. La longitud de la proteina core, y el nimero, tamafio e identidad de las cadenas
de GAGs varian entre los distintos tipos de PG. En los PG las cadenas de GAGs pueden estar
sulfatadas; la localizacion del grupo sulfato en la hexosamina hace, por ejemplo, la diferencia
entre condroitin-4-sulfato y el condroitin-6-sulfato. Los GAGs no sulfatados hialuronicos
(4cido hialuronico) existe en los tejidos como una cadena de carbohidrato de alto peso

molecular no unida a ninguna proteina central.
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A diferencia de la mayoria de las especies de PG aisladas del cartilago, las cuales contienen
muchas cadenas de GAG que tienen un peso molecular de un millon o mas, los PG en la
dentina y hueso mineralizado pertenecen a la clase de PG con sdlo una o dos cadenas de GAGs
y de bajo peso molecular, alrededor de 75 kDa (Rahemtulla, Prince y Butler, 1984). Las
cadenas de los GAG en la dentina han sido identificados como galactosaminoglucanos,
fundamentalmente condroitin-4-suifato y condroitin-6-suifato. El primero constituye sobre
el 80 % de los GAGs del tejido dentinario humano, mientras que el segundo constituye el 14%
(Hjerpe y cols., 1983). Ademas parece que también estin presentes pequeiias cantidades de
dermatan y queratan sulfato. Se ha demostrado, sin embargo, que el pool de PG asociado con
la fase mineral de la dentina, definido como PG extraible solo tras la desmineralizacion,
contendra solamente condroitin-4-sulfato (Rahemtulla, Prince y Butler, 1984) aunque se ha
encontrado evidencias de la presencia de pequefias cantidades de queratan sulfato en la dentina

mineralizada de los incisivos de ratas.

Los PG se localizan tanto en la predentina como en la dentina, siendo practicamente los Gnicos
macroconstituyentes de la predentina ademas del colageno y se disponen ocupando los sitios
que quedan libres entre las redes de colageno. Sin embargo, las caracteristicas de los PG en la
predentina difieren de los PG de la dentina en que se pueden encontrar PG de diferentes
tamafios. Por tanto, una parte de los PG en la predentina parece tener un tamaiio molecular

considerablemente mas grande que aquellos PG de la dentina mineralizada y el hueso.

El tipo v distribucion de GAGs especificos y PG en predentina y dentina de incisivos de ratas

han sido revisados recientemente por estudios inmunohistoquimicos (Takagi y cols., 1991).

En la predentina, se encontraron mayores cantidades de PG con condroitin-4-sulfato, dermatan

sulfato, queratan sulfato y condroitin no sulfatado, mientras que se hallaron cantidades
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menores para los PG con condroitin-6-sulfato. En dentina solo se pudieron identificar el
condroitin-4-sulfato y pequeias cantidades de dermatan sulfato. Ademas, se encontré que la
distribucion de PG en la dentina mineralizada era muy heterogénea; en la dentina peritubular
se observé una reaccion muy intensa, mientras que practicamente no se tifi6 la dentina

intertubular.

Las funciones de los PG pueden variar considerablemente en los diferentes tejidos debido a
la variada composicion quimica que poseen. En general, las propiedades de los PG son
determinadas por su elevada densidad de carga negativa, por su relativamente gran tamafio
hidrodinamico y por la identidad de sus proteinas centrales. Un problema que surge cuando
se discuten las supuestas funciones de los PG en la dentinogénesis, es que la mayoria de las
investigaciones han usado PG aislado del cartilago, siendo estos PG diferentes en muchos
aspectos a los del hueso y la dentina. Por tanto, los resultados de los estudios de PG de gran
tamafio de cartilago hialino con condroitin sulfato y queratan sulfato, no pueden aplicarse a los

PG pequeiios de la dentina.

Se tiene conocimiento que se producen interacciones entre los PG y el colageno con indudabies
implicaciones funcionales (Scott, 1988). Se ha postulado que los complejos colageno-PG
promueven la formacion de las fibras de colgeno sirviendo como nicleo. También se ha
demostrado que los PG estabilizan las fibras de colageno (Snowden, 1982). Por tanto, una
posible funcion para los PG durante la formacion de la dentina puede ser controlar la

organizacion de la red de colageno en la predentina.

Los PG se unen electrostaticamente a cationes como el calcio, aunque no especificamente

(Blumenthal, 1981). Esta union al catién es una condicion necesaria para la capacidad que
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tienen los PG de la dentina de inducir la formacién de hidroxiapatita, cuando estan
inmovilizados en un soporte estable, en condiciones i6nicas y de pH fisiologicas in vitro (Linde,
1989), asi como in vivo (Linde y Lussi, 1989). Por consiguiente, los PG podrian tener dos
funciones dependiendo de su localizacion: en la predentina controlan la formacion de la red de
coligeno e inhiben la formacion de hidroxiapatita, mientras que en la dentina facilitan la

formacion de los cristales.

3.- Proteinas que contienen gamma carboxiglutamico

En la dentina y hueso existe una cantidad de proteinas que contienen un aminoacido inusual,
el gamma-carboxiglutamato (Gla). Este aminoécido esta formado a partir de una reaccion de
carboxilacion vitamina K dependiente de residuos de acido glutamico. Alguna de las proteinas
de la coagulacion sanguinea contiene Gla pero estructuralmente no estan relacionadas con las
proteinas en los tejidos mineralizados. Cuando esta presente en proteinas, el Gla puede unir
cationes tales como el calcio. Debido a ésto, se piensa que esta proteina esta intimamente
asociada con la fase mineral del hueso y la dentina (Hauschka y Wians, 1989). De hecho,
niveles séricos de osteocalcina son a menudo utilizados como medida del intercambio

metabolico del hueso en pacientes con enfermedades oseas.

Los dos grupos mayoritarios de proteinas que contienen gamma-carboxiglutamico estan

presentes en el hueso y la dentina, las proteinas Gla tipo osteocalcina y la proteina Gla de la

matriz (MGP).
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Las proteinas-Gla del tipo de la osteocalcina son componentes predominantes en el hueso
de todas las especies estudiadas, asi como en la dentina de los incisivos de ratas, y son
facilmente extraidas del tejido tras la desmineralizacion. Sin embargo, la proteina-Gla esta
virtualmente ausente de la dentina de dientes permanentes bovinos y gérmenes de dientes
humanos (Linde, 1988). Las proteinas-Gla son pequefias, contienen menos de 50 residuos de
aminoécidos, dependiendo de las especies, con un peso molecular ligeramente inferior a 6 kDa.
Poseen tres residuos de Gla y un puente disulfuro. Caracteristicamente, las proteinas-Gla de

la dentina y hueso también contienen un residuo de hidroxiprolina.

Se ha demostrado por técnicas inmunohistoquimicas que las proteinas-Gla son sintetizadas y
secretadas por odontoblastos activos dentinogénicamente (Linde y Hansson, 1983). Las
proteinas-Gla de la dentina aparentemente son sintetizadas por los odontoblastos previamente
a la primera formacion mineral (Bronckers y cols., 1987), lo cual contrasta con su aparicion

retardada en el desarrollo del hueso.

Ademas, por métodos bioquimicos (Jontell y Linde, 1983) e inmunohistoquimicos (Linde y
Hansson, 1983; Bronckers y cols., 1985, Gorter de Vries y cols., 1987), se ha demostrado
que las proteinas-Gla no estan presentes en la predentina durante la dentinogénesis
circumpulpar. Las proteinas-Gla pueden, de hecho, ser demostradas en el interior de vesiculas
intracelulares en los procesos odontoblasticos, sugiriendo un transporte directo intracelular al

frente de mineralizacion de la dentina (Linde y Hansson, 1983).

Algunos trabajos han puesto de manifiesto el papel de la proteina-Gla en la formacion del tejido

oseo (Lian, Tassinari y Glowacki, 1984), pero ésto no esta en consonancia con el alto

contenido de Gla-proteinas en la dentina de los incisivos de los roedores.
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También las proteinas-Gla, teniendo primariamente un carécter anionico, pueden influir en la
formacion mineral durante la dentinogénesis. Las proteinas-Gla se unen fuerte y

reversiblemente a la hidroxiapatita, pero no al fosfatocilcico amorfo (Price y cols., 1976).

La existencia de la proteina Gla de la matriz (MGP) fue demostrada por primera vez hace
maés de una década (Price, Urist y Otawara, 1983), y aunque se detecto originariamente en
la dentina, no existen estudios actuales que demuestren la expresion de la MGP por los
odontoblastos (Butler, 1992). En contraste con la mayoria de los grupos de las proteinas-Gla,
las cuales son facilmente extraibles de la dentina y el huesc tras la desmineralizacion, es
caracteristico que la MGP es insoluble en buffer y es extraible de la matriz de colageno solo

a través de la desnaturalizacion de agentes tales como la urea o el cloruro de guanidina.

LA MGP es una proteina de 15 kDa y con 79 residuos, conteniendo de 4 a 5 residuos de Gla

y un puente disulfuro. En contraste con otras proteinas-Gla en hueso y dentina, no posee

hidroxiprolina (Price y Williamson, 1985).

4 -Otras proteinas no colagenas acidicas.

Ademas de los constituyentes mayoritarios no colagenos descritos anteriormente, otros

componentes proteicos han sido aislados y caracterizados. Muchos de éstos son ricos en acido

aspartico, acido glutamico, icido sialico, y carbohidrato y son incluidos bajo el término de

glucoproteinas acidicas.
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La osteonectina, el mayor componente de proteinas no colageno del hueso, contiene cantidades
relativamente altas de 4cido aspartico y glutamico, un 10% de carbohidratos y un 0.5% de
fosfatos organicos (Sato y cols., 1985), y con un peso molecular de aproximadamente 30 kDa
(Termine y cois., 1981; Romberg y cols., 1985). La osteonectina se une fuertemente a la
hidroxiapatita (Romberg y cols., 1985), pero no tiene aparentemente ninguna union especifica
al colageno (Otsuka y cols., 1984). Se ha demostrado que la osteonectina esta presente en la
dentina bovina en cantidades considerables, del 4 al 6% del total de las proteinas extraibles del
tejido (Termine y cols., 1981). También esta presente en la dentina porcina (Domenicucci y
cols., 1988) y tras ser estudiada por técnicas de inmunohistoquimica se comprobé que en la
predentina aparecia una tincion con mayor intensidad que en la dentina intertubular (Tung y
cols., 1985). Por contra, la osteonectina parece estar ausente de la dentina de los incisivos de

ratas (Sodek y cols., 1986).

La osteonectina no es especifica de los tejidos mineralizados, y es dificil atribuirle un papel
especifico en los procesos de calcificacion. Esta proteina es, de hecho, un componente amplio
de la matriz extracelular en otros tejidos no calcificados aunque su concentracion es mas baja

que en la dentina y el hueso.

Se ha demostrado que otra glucoproteina de 43 kDa, llamada SPARC e identificada primero
como un componente de una membrana basal embriogénica especifica en ratones (Mason y
cols., 1986), es idéntica a la osteonectina. Tras la secuenciacion de ambas proteinas, se ha
demostrado una secuencia homéloga en un 92% entre la osteonectina bovina y la SPARC de
raton, y pueden ser demostrados niveles altos d¢ RNAm del SPARC en odontoblastos y

osteoblastos por una técnica de hibridacion in situ (Holland y cols., 1987). Todo ello son

pruebas que indican que la osteonectina y la SPARC son idénticas, y que la expresion de este
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gen no esta confinada a los tejidos mineralizados.

La osteopontina, también llamada sialoproteina I del hueso o fosfoproteina 44 kDa del hueso,
es una glicoproteina fosforilada notable en la matriz del hueso. Estudios recientes hacen
hincapié en el papel de esta proteina en la union de los osteoclastos durante la reabsorcion del
hueso. Resultados por técnicas de inmunohistoquimica indican que esta presente en la
predentina, aunque su presencia en la dentina no ha sido dilucidada completamente (Mark y

cols., 1988).

Dos proteinas no colagenas, una glucoproteina de 95 kDa y otra glucoproteina de 60 kDa, han
sido aisladas de la dentina de los incisivos de ratas y parcialmente caracterizadas (Butler y cols.,
1985). Contienen 34% y 20% de carbohidratos respectivamente, y son ricas en aspartico,
serina, glutamico, y glicina. La glucoproteina de 95 kDa contiene sobre un 10% de 4cido
sialico. La funcion de estas proteinas no es todavia conocida. En estudios preliminares,

Bronckers y colaboradores (1989) encontraron una inmunotincién positiva para la

glucoproteina de 95 kDa en los odontoblastos, en la dentina asi como en la predentina. Hay

datos que apuntan a un mayor contenido de la glucoproteina de 95 kDa en "la dentina
relacionada con el cemento” de los incisivos de ratas, comparada con "la dentina relacionada

con el esmalte” (Steinfort, van den Bos y Beertsen, 1989).

Se ha demostrado (Lesot y cols., 1988) que una proteina de 68 kDa, presente en la dentina
de rata y conejo, pero también en hueso y esmalte, tiene unos determinantes antigénicos
comunes con las queratinas, indicando una relacion estructural entre esta proteina y las

queratinas.
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La dentina también contiene profeinas séricas. La albumina es liberada de la dentina de rata
solo tras la desmineralizacion (Butler y cols., 1981). No esta claro si esta sintetizada por los
odontoblastos, ya que se ha demostrado que la albimina marcada radioactivamerte invectada
intravenosamente en los conejos, se incorpora al interior de la dentina en desarrollo (Kinoshita,
1979). Se ha demostrado que la glucoproteina alfa_ o HS, una proteina plasmatica de
aproximadamente 50 kDa, esta presente tanto en el hueso como en la dentina (Leaver, Thomas

y Holbrook, 1977). Resultados inmunchistoquimicos de los dientes bovinos y humanos

sugieren que la glucoproteina alfa-» HS esta presente principalmente en la dentina peritubular,

mientras que se encontrd que esta virtualmente ausente de la dentina intertubular (Takagi y
cols., 1990). El significado de la presencia de las proteinas séricas en la dentina no esta

completamente aclarado en la actualidad.

5.-Factores de crecimiento.

Ademas de las proteinas descritas anteriormente, la dentina contiene factores de crecimiento
que tienen la capacidad de influir en procesos tales como el reclutamiento celular y la
diferenciacion, actividades sintéticas de amplificacion celular y por tanto, potenciar el

crecimiento y reparacion del tejido.

Existen evidencias de que la matriz de la dentina, como la del hueso, contiene una proteina
morfogenética del hueso (BMP), la cual induce la diferenciacion de células formadoras de
hueso nuevo cuando son implantadas en tejidos blandos (Bang, 1973). Se han hecho intentos
para aislar este componente de las proteinas no colagenas de la dentina de rata (Conover y

Urist, 1981), aunque ain no se ha conseguido la caracterizacion de esta proteina en la dentina.
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El hueso es un reservorio de factores polipeptidicos de crecimiento, mucho de los cuales son
sintetizados por los osteoblastos, y ésto ha permitido el analisis de estos factores también en
la dentina. Se ha demostrado que extractos de proteinas no colagenas de la dentina humana
estimulan la proliferacion de células del hueso in vitro, habiéndose puesto de manifizsto en

dichos extractos, la presencia de factcr de crecimiento beta transformante (TGF-b), factor de

crecimiento I tipo insulina (IGF-I), y factor de crecimiento II tipo insulina (IGF-II) (Conover

y Urist, 1981). Estos tres factores de crecimiento estaban presentes en concentraciones mas

bajas que en el hueso humano.




Metaloproteasas: la gelatinasa de 72 kDa

Las metaloproteasas son un grupo de proteasas metalo-dependientes que requieren la presencia
del i6n zinc para su activacion. Son enzimas capaces de degradar la matriz extracelular y,
aunque muchas otras proteasas pueden realizar esta funcion, se cree que las metaloproteasas
son los mediadores fisiologicos mas importantes en la degradacion de la matriz. Una de las
razones en las que se basan es que estas proteinas son secretadas en los lugares adecuados para
la degradacion de la matriz, y ademas, porque su actividad enzimatica es mas potente en
valores de pH proximos a la neutralidad (Matrisian, 1992). Aunque se han descrito diferentes
vias de degradacion de la matriz extracelular y, a pesar de que no existe un conocimiento
preciso de estos mecanismos, se sabe que en tejidos mineralizados como el hueso o el diente,
enzimas del tipo de las metaloproteasas (Vaes, Delaisse y Eeckhout, 1992) desempefian un
papel importante. Las metaloproteasas son secretadas por células propias de cada tejido,
células inflamatorias y células tumorales. Esta secrecion enzimatica se rzaliza en su forma
latente y tras su activacion son capaces de degradar muchos de los componentes del tejide
conectivo. La actividad extracelular de dichas proteinas la controla una familia especifica de
inhibidores de las metaloproteasas. Tanto la activacion como su completa regulacion son
procesos complejos y no del todo conocidos, en el que también participan factores del

crecimiento, hormonas, citoquinas y oncogenes.

Se han descrito nueve tipos de metaloproteasas, clasificadas en tres grupos principales: las
colagenasas, las gelatinasas (una de 72 kDa y otra de 92 kDa) y las estromelisinas (Overall,
1991, Birkedal-Hansen y cols., 1993, Overall, 1994). Todas han sido clonadas y secuenciadas

excepto una (la estromelisina tipo 3). Del estudio secuencial de sus aminoacidos se demostro

que estas proteinas presentan caracteristicas estructurales y funcionales muy similares
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(Matrisian, 1990; Woessner, 1991), aunque difieren en la especificidad del sustrato en el que

actian. Por tanto, todas ellas presentan los siguientes componentes estructurales:

a.- Estructura propeptidica amino terminal

Esta formada por 80 residuos de aminoécidos, presentando dentro de esta secuencia un residuo
de cisteina no pareado. Se piensa que en la enzima latente, es decir, en la forma no activa, la
cisteina se une con el Zn en el lugar de activacion, de tal manera, que bloquea la actividad
catalitica de la enzima (Springman y cols., 1990, Van Wart y Birkedal-Hansen, 1990). La

estructura propéptida es eliminada cuando las enzimas se activan.

b.- Estructura catalitica de union al ion metalico

Las metaloproteasas requieren la presencia del ion zinc para desarrollar su actividad catalitica,
e iones calcio para dar estabilidad asi como para la completa actividad de la enzima. Por tanto,
en esta estructura existe una zona de unién con el ién zinc, el cual forma un complejo con tres
residuos de aminoacidos y con una molécula de agua, la cual es esencial para la actividad
catalitica.

c-Estructura carboxiterminal tipo hemopexina

Parece ser que esta estructura le confiere a la enzima la especificidad al sustrato en el que

actua, y ademas es la zona de union de los inhibidores de las metaloproteasas.

Esta zona C-terminal tiene una secuencia similar (en un 20%) con la proteina sérica

hemopexina.




d.-Estructura tipo matriz extracelular

Las gelatinasas de 72 y 92 kDa se diferencian del resto de las metaloproteasas por la presencia

de una secuencia aminoacidica extra que se encuentra adyacente a la estructura catalitica

(Collier y cols., 1988; Wilhelm y cols., 1989). Ambas gelatinasas contienen tres copias de una
secuencia de aminodcidos, de 58 residuos cada una, de colageno tipo II tipo-fibronectina. Se
piensa que debido a la existencia de esta region, este tipo de metaloproteasas tienen una alta
afinidad por la gelatina, es decir por las cadenas alfa del coligeno desnaturalizado.

Ademas la gelatinasa de 92 kDa, pero no la de 72 kDa, contiene una secuencia de 53
aminoacidos rica en prolina. Esta region es un 42% idéntica a la cadena alfa 2 del colageno tipo
V. La gelatinasa de 92 kDa tiene una importante actividad colagenolitica tipo V, la cual puede

venir desempefiada por esa zona de la molécula.

1. Regulacion y activacion de las metaloproteasas

La activacion biologica de las inetaloproteasas es un proceso ain desconocido. Este vacio en
el conocimiento representa quizas, el obstaculo mas importante para comprender como las

células utilizan estas enzimas para degradar la matriz extracelular.

Las metaloproteasas son secretadas como proenzimas latentes inactivas, las cuales deben
activarse para tener capacidad catalitica. La latencia de la proteina se mantiene debido a la
union del Zn con la cisteina ( residuo aminoacidico no pareado que se encuentra en la zona de
activacion) (Springman y cols., 1990, Van Wart y Birkedal-Hansen, 1990), desplazando una
molécula de agua, la cual es necesaria para la activacion. El residuo de cisteina continia oculto

en la forma latente de la enzima, pero es expuesto durante la activacion como resultado de un

42




Introduccion

cambio conformacional (Lyons y cols., 1991). Se han descrito diferentes agentes que pueden
activar las metaloproteasas como compuestos organomercuriales (Springman y cols., 1990;
Sellers, Reynolds y Meikle, 1978; Stricklin y cols., 1983), plasmina y tripsina (Okada y cols.,
1988), y detergentes (Birkedal-Hansen y Taylor, 1982), entre otros. Estas sustancias
presumiblemente reaccionan con el residuo de cisteina para cambiar el equilibrio desde la forma
latente hacia la activada. Una vez estabilizada en su forma activa o abierta, las enziinas
catalizan varias reacciones autoliticas para completar el proceso (Nagase y cols., 1990; Suzuki
y cols., 1990), de esta manera ocurre el desamblaje de la forma propéptida amino terminal.

En la mayoria de las metaloproteasas, se produce una disminucion de aproximadamente 10 kDa
del peso molecular desde la forma latente a la forma activa, por la activacion de la enzima, y

por tanto, la pérdida de la estructura propéptida,

2. Inhibidores de las metaloproteasas

Las metaloproteasas activadas son inhibidas por un nimero de inhibidores llamados TIMP
(Tissue inhibitors of metalloproteinases). Existen dos tipos conocidos de TIMP, el TIMP-1y
el TIMP-2. El primero es una glicoproteina de 28 kDa (Strickliny Welgus, 1983; Carmichael
y cols., 1986) y el segundo es mas pequefio, de 20 kDa (DeClerk y cols., 1989). Esta diferencia
es debida principalmente a la falta de glucosilacion de los TIMP-2. Los TIMP son sintetizados
por células de muchos tejidos (Overall, 1994) y han sido aislados del fluido amnidtico (Welgus
y Stricklin, 1983), del suero (Welgus y Stricklin, 1983), y de la saliva (Drouin, Overall y
Sodek, 1988).

Los TIMP bloquean la actividad de todas las metaloproteasas de manera especifica, al formar

un complejo esencialmente irreversible con la metaloproteasa activada (Cawston y cols., 1981).
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De hecho, forman un complejo 1:1 con la forma activa de las metaloproteasas, e inhiben su
actividad proteolitica por un mecanismo que no es completamente conocido. Una caracteristica
sorprendente de los TIMP-2 es que ademas de inhibir la gelatinasa activa de 72 kDa, forman
complejos no covalentes con la gelatinasa de 72 kDa latente (Stetler-Stevenson y cols., 1989,
Goldberg y cols., 1989, Moore y cols., 1992). Aunque se sabia que los TIMP-1 no formaban
complejos con las colagenasas latentes, se ha demostrado actualmente que los TIMP-1 forman
complejos cen la gelatinasa de 92 kDa latente (Wilhelm y cols., 1989, Goldberg y cols., 1989,
Howard, Bullen y Banda, 1991). La funcion y el significado fisiologico de la union de los
TIMP-1 y TIMP-2 a las gelatinasas en su forma latente no es conocido. Sin embargo, en
ambientes en los que no existe TIMP-2, tales como los que se consigue en cultivos de
fibroblastos humanos estimulados con concanavalina A, se produce una forma activada de
gelatinasa de 72 kDa con un peso molecular mas bajo (59 kDa) y con una actividad especifica
aita. Esto indica que la unién del TIMP-2 a la enzima latente reduce la actividad enzimatica

(Overally Sodek, 1990).

El complejo inactivo de la forma activada se produce por la union de pequefios péptidos
inhibidores que bloquean las zonas activas de las metaloproteasas (Lelievre y cols., 1990). Pero

cuando se unen a las formas latenies de ambas gelatinasas, aparentemente no esta implicada

la zona activa porque pueden ser completamente activadas por compuestos 6rganomercuriales

mientras que siguen unidas al inhibidor (Goldberg y cols., 1989, Howard, Bullen y Banda,
1991).




3. Funciones de las metaloproteasas

La alta frecuencia con la que encontramos a las metaloproteasas o sus inhibidores en células,

tejidos y fluidos intersticiales, sugiere que estas enzimas juegan un papel importante en la
remodelacion de la matriz extracelular, aunque hay todavia pocas evidencias directas del papel

especifico de estas proteinas en estos procesos biologicos.

El crecimiento y desarrollo siempre estan asociados con movimientos celulares rapidos y con
la reestructuracion de la matriz extracelular. Muchos estudios han puesto en evidencia el papel
de las metaloproteasas y sus inhibidores en la regulacion del desarrollo de determinados tejidos
(Werb, Alexander y Adler, 1992), incluyendo el crecimiento embriologico y la diferenciacion
(Brenner y cols., 1989, Nomura y cols., 1989), el crecimiento y remodelacion ésea (Fleniken
y Williams, 1990), el desarrollo de 6rganos incluyendo las glandulas salivares (Hayakawa,

Kishi y Nakanishi, 1992) y en gérmenes dentarios (Nomura y cols., 1989).

Por otra parte, la invasion de los tumores primarios y las metastasis dependen de la
destruccion y remodelacion que se produzca en el estroma, evidenciandose en estas

situaciones la expresion de una o mas metaloproteasas (Pajouh y cols., 1991).

4. Las gelatinasas: un tipo especial de metaloproteasas

Las gelatinasas de 72 kDa y de 92 kDa son dos enzimas que pertenecen a la familia de las
metaloproteasas. Ambas proteinas degradan eficientemente y de forma especifica las cadenas

alfa del colageno desnaturalizado (gelatina), aunque también se ha descrito que actuan sobre
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el colageno tipo IV en su forma nativa. La gelatinasa de 72 kDa es secretada por células del
tejido conjuntivo y por células tumorales (Collier y cols., 1988; Murphy, Cawston y Reynolds,
1981). La gelatinasa de 92 kDa es secretada por leucocitos polimorfonucleares, monocitos y
macrofagos (Murphy y cols., 1982, Mainardi y cols., 1984) y por algunas células
transformantes (Wilhelm y cols., 1989). Aunque las gelatinasas de 72 y 92 kDa son
inmunolégicamente distintas, son similares en que ambas contienen una estructura de union
al colageno tipo-fibronectina, hecho que puede significar la causa de su especificidad a su
sustrato, es decir una alta afinidad de ambas por la gelatina y que justifica su determinacion en
nuestro trabajo. A diferencia de la gelatinasa de 72 kDa, la de 92 kDa es glicosilada y contiene
una secuencia de 53 aminodcidos que muestra algunas similitudes con un segmento de la

cadena alfa 2 del colageno tipoV (Collier y cols., 1988, Wilhelm y cols., 1989).

La expresion de las gelatinasas de 72 y 92 kDa esta a menudo asociada con tumores invasivos
y metastasicos (Bernhard, Muschel y Hughes, 1990). La observacion que las gelatinasas
degradan el colageno tipo IV soluble (Salo, Liotta y Tryggvason, 1983; Salo, Turpeenniemi-
Hujanen y Tryggvason, 1985) apoya la cuestion de que estas enzimas juegan un papel
biolégico en la degradacion de la membrana basal y por tanto, dotan a las células de
propiedades invasivas. Es como si las metaloproteasas constituyeran una de las herramientas
de las células tumorales para remodelar la matriz extracelular como un paso necesario en la

expansion, invasion y metastasis del tumor.

En relacion al diente, se han realizado estudios que relacionan las gelatinasas con el desarrollo

dentario, de hecho, se ha comprobado la existencia de ambas gelatinasas (72 y 92 kDa) en los

gérmenes dentarios, lo cual es factibie con la importancia de la degradacion de la membrana

basal dental en el desarrollo del diente (Heikinheimo y Salo, 1995). Por otra parte, también
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se ha anslizado el papel de las metaloproteinasas en los procesos de mineralizacion dentaria,

evidencidndose enzimas con actividad gelatinolitica en dentina porcina (Fukae, Kaneko y

Shimizu, 1991; Fukae, Tanabe y Yamada, 1994), asi como en el esmalte porcino (Ishiguro

y cols., 1994). En dentina humana sélo ha sido identificado el TIMP-1. Estudios preliminares
realizados recientemente en dentina humana (Martin de las Heras, Valenzuela, Villanueva,
Overall, 1997) han puesto de manifiesto la presencia de esta enzima en dicho tejido. Estos
indicios junto con el hecho del papel que puede jugar la gelatinasa en la degradacion de la
matriz extracelular e incluso en la mineralizacion dentinaria nos hizo incorporar a nuestro
trabajo el estudio de este sistema enzimético, en la conviccion de que el paso de los afios podria
producir alteraciones y cambios de interés en la presencia o capacidad enzimatica de esta

proteina en ia dentina humana.




Lipidos

Los lipidos constituyen una parte cuantitativamente minoritaria de la fase organica de la
matriz, representando menos del 2% de la masa orgénica. Se ha postulado que en la predentina,
el contenido lipidico es mas alto que en la dentina madura (Ellingson, Smith y Larson, 1977).

Fosfolipidos, colesterol, ésteres de colesterol y triglicéridos forman mas del $0% del contenido
total lipidico (Wuthier, 1984). De los fosfolipidos, la fosfatidilcolina constituye la mitad,

seguido de la fosfatidiletanolamina, esfingomielina, y difosfatidilglicerol.

Alrededor de los dos tercios de los lipidos de la dentina se extraen antes de la
desmineralizacién, mientras que un tercio estin unidos estrechamente al componente mineral
del tejido. Esta porcion esta constituida por fosfolipidos acidicos, tales como la fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, y el acido fosfatidico y scn extraibles iinicamente tras la desmineralizacion

del tejido.

La primera indicacion de que los lipidos podian formar parte en los mecanismos de
mineralizacion de la dentina, surgio a partir de los trabajo del grupo de Irving , quienes
detectaron una intensa zona sudanofila, rica en lipidos, que correspondia al frente de
mineralizacion predentina-dentina. Se demostro que esta sudanofilia era debida a un acamulo

de fosfolipidos acidicos (Shapiro, Wuthier y Irving, 1966).

La distribucion de los lipidos durante la dentinogénesis ha sido investigada (Goldberg y

Septier, 1985), demostrandose la presencia de granulos y filamentos lipidicos entre las fibras

de colagenc tanto en la dentina como en la predentina. Usando una técnica autoradiografica,
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no pudieron demostrar una acumulacion lipidica en la interfase predentina/dentina al no teflirse
de una manera especial esta zona tal y como podria esperarse tras los trabajos de Irving
(Goldberg y Escaig, 1984). Habria que tener en cuenta si los lipidos que se determinan son
unos componentes asociados a la membrana celular, mas que constituyentes genuinos de la

matriz.

Se han discutido varias funciones posibles de los fosfolipidos en la biomineralizacién. Los
fosfolipidos se unen a los iones calcio con moderada afinidad y selectividad, y su unién se
potencia por la presencia de iones fosfatos, resultando la formacion de complejos de calcio-
fosfato-fosfolipidos acidicos (Cotmore, Nichols y Wuthier, 1971). Dichos complejos pueden
ser aislados de los tejidos calcificados pero no de los no calcificados (Boskey, 1978). Boskey
y colaboradores (Boskey y Posner, 1977, Boskey, 1989) han demostrado que tales complejos
son capaces de potenciar la formacion mineral in vitro. También se ha demostrado que las
lioproteinas y los complejos fosfolipidos acidicos, son capaces de inducir ia hidroxiapatita in

vivo (Raggio, Boyan y Boskey, 1986).

Los estudios sobre las propiedades y posibles funciones de los componentes que contienen

lipidos en los procesos de mineralizacion estan todavia en los estadios iniciales en algunos

aspectos, y se espera que futuras investigaciones proveeran de una vision mas completa de su

posible papel en la biomineralizacion.
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2¢. Comentarios sobre los componentes bioquimicos de la matriz orgénica de la dentina

De la descripcion anteriormente expuesta, esté claro que aunque la dentina esta relacionada con
el hueso v con tejidos conectivos en su composicion general, la composicion de la dentina en
algunos aspectos es tnica. En la matriz de la dentina y predentina no estan presente proteinas

tipicas de los tejidos conectivos blandos como la fibronectina y el colageno tipo IIL

Como el hueso, la dentina contiene macromoléculas que son caracteristicas de tejidos
mineralizados tales como el colageno tipo I, PG, proteinas-Gla tipo osteocalcina, MGP y la
osteonectina/SPARC. Sin embargo la PP-H es una molécula unica de la dentina, que no existe

en el tejido 6seo, lo cual le confiere unas caracteristicas especiales.

Es importante apreciar que existen diferencias quimicas importantes entre la dentina de
distintas especies. La PP-H es el componente proteico no colageno mayoritario de la dentina
de rata y bovina. Estas PP-H difieren claramente en su composicion; la fraccion de PP-H de
los incisivos de ratas esta formado por dos especies moleculares diferentes, mientras que solo
una puede ser identificada en la dentina bovina. Ademas, la proteina-Gla del tipo de la
osteocalcina es una fraccion mayoritaria en la dentina de los incisivos de ratas, pero esta

pricticamente ausente en la dentina bovina y humana. La osteonectina/SPARC parece ser un

componente importante en la dentina bovina y porcina, pero est4 ausente de la dentina de los

incisivos de ratas. Por otra parte, la proporcion entre las cadenas cruzadas reducibles y no

reducibles difieren en la dentina de rata y bovina.

Por todo lo anterior, se puede concluir que es peligroso extrapolar hallazgos quimicos dela

dentina de unas especies a otras. Sorprendentemente, existen pocos estudios de la matriz de

50




Introduccion

la dentina humana, y no se conoce practicamente nada sobre los constituyentes de la dentina

secundaria y terciaria.

3. DENTINOGENESIS

3a. Iniciacion de la dentinogénesis. Formacién el manto de dentina

El primer mineral formado llegara a ser el manto de dentina. En este estadio los odontoblastos
no han alcanzado un grado completo de diferenciacion y esta mineralizacién de novo, es
decir, la que se produce cuando no hay previamente sustancia mineral en el tejido, parece que
requiere mecanismos especificos que difieren del de la formacion de la dentina circumpulpar.
Pruebas ultraestructurales indican que cuando comienza la formacion del manto de dentina, la
cristalizacion inicial tiene lugar dentro o en la superficie de la membrana de las vesiculas de la
matriz que derivan de los odontoblastos. Sélo tras esta fase puede verse a la sustancia mineral
en asociacion con las fibras de colageno en el tejido. Estas vesiculas no se ven en estadios
posteriores, es decir, durante la formacion de la dentina circumpulpar. Mientras que las
vesiculas de la matriz se observan en muy poca cantidad durante la iniciacion de la formacion

de la dentina y hueso, son muy abundantes durante la mineralizacion del cartilago.

Durante este periodo inicial de formacion de dentina, parece que los constituyentes de la

matriz tienen una importancia funcional limitada. Por medio de técnicas de inmunotincion para

¢l coligeno tipo I, se demuestra que esta presente en el manto de dentina de los roedores;

también el coliigeno tipo V esté presente en los estadios iniciales. La fibronectina puede ser
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demostrada en el manto de predentina de los incisivos de ratas, pero esta ausente en el interior

de la dentina intertubular tras la mineralizacion.

3b. Formacién de la dentina circampulpar

La dentinogénesis circumpulpar, como la osteogénesis, ocurre en dos procesos simultaneos:
la formacion de la predentina (red de colageno fundamentaimente) y su subsecuente
mineralizacion en el frente de mineralizacion. El intervalo de tiempo entre ambos procesos,
morfologicamente representado como el ancho de la predentina, representa el tiempo necesario
para que las moléculas de colageno se conformen como una red fibrosa. Funcionalmente, la
predentina puede considerarse como una zona para la formacion y maduracion de la red de

colageno de la matriz dentinal.

Esquematicamente existen dos niveles de secrecion, uno proximo a los cuerpos celulares de
los odontoblastos, donde los constituyentes de la predentina son exocitados, y otro distal, en
el frente de mineralizacion, donde se sintetizan los componentes que presumiblemente tiene una
funcion importante en la mineralizacion del tejido. En la Figura 1 se presenta un esquema de
la region odontoblastos-predentina durante la dentinogénesis. Una vez formada la malla de
colageno se secretan una serie de proteinas como las PP-H, PG de pequefio tamaiio y proteinas
Gla. La mayoria de los trabajos indican que el coligeno por si solo, no es suficiente para
inducir la mineralizacion in vivo, y la mayoria de los autores parecen estar de acuerdo que
durante la mineralizacion la matriz de colgeno funciona méramente como soporte estable y
de orientacion para los cristales de hidroxiapatita y las proteinas no colagenas. Asi que el

interés se ha centrado en el papel de los constituyentes no colagenos del tejido en la induccion
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Figura 1.- Esquema de la region odontoblasto-predentina durante la dentinogénesis activa. Los
constituyentes de la matriz orginica son sintetizados por los odontcblastos. Algunas proteinas no
coldgenas son transportadas en cl interior de los procesos odontoblisticos y son secretadas justamente en

¢l frente de mineralizacion. (De Linde A., Anat Rec, 224:154, 1989).
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y regulacion de la formacion mineral. El hecho de que estas proteinas no colagenas secretadas
directamente en el frente de mineralizacion, tengan un caracter anidnico hace que tengan
afinidad por cationes como el calcio y esta union podria indicar que proteinas como las PP-H
v los PG actien como agentes nucleadores de la hidroxiapatita. Las proteinas Gla también

estan ausentes de la predentina, pero su ausencia de la dentina bovina en contraste con la

dentina de roedores en la que si se presentan, hace dificil imaginar cualquier papel especifico

de esta proteina en el proceso de mineralizacion.

Proteinas polianionicas existen en los diversos sistemas calcificados de la naturaleza, tales
como el hueso, dientes y en las conchas de moluscos. Es concebible que el uso de
macromoléculas anionicas sea un motivo, usado generalmente por la naturaleza para la
induccion mineral durante la mineralizacién. Basado en estos hallazgos, se puede concluir que
las proteinas no colagena polianionicas, tales como las PP-H y los PG, pueden ser un
instrumento en la nucleacién mineral durante la dentinogénesis. Desde un punto de vista
cuantitativo, la fraccion menor de PP-H, fuertemente asociada al colageno de la dentina, seria
suficiente para este proposito. Puede ser también que la fraccion mayor de PP-H (la que es
facilmente extraible tras la desmineralizacion del tejido) esté inmovilizada suficientemeute en

la red del colageno como para inducir la mineralizacion.

Se ha especulado que las proteinas no coldgena en la dentina y el hueso tengan otras funciones
ademas de la de nucleacion mineral. Moléculas como la PP-H y los PG podrian también
funcionar como reguladores en la cantidad de mineralizacion y en el tamafio del cristal. La PP-
H que es primeramente liberada en la matriz podria promover la formacion inicial de los
cristales minerales, mientras que una acumulacion posterior de PP-H podria participar en la

regulacion de la extension de los cristales.




3c. Diferencias entre la predentina y dentina

De todo lo anteriormente expuesto, es evidente que existen diferencias tanto morfologicas
como bioquimicas entre la dentina y la predentina. El analisis de estas diferencias nos permite
esclarecer los mecanismos que se producen en la formacion de la dentina mineralizada y por

tanto, obtener un conocimiento mas profundo de los cambios que surgen en estos tejidos.

La predentina contiene fundamentalmente colageno tipo 1 y ademas PG, una pequeiia cantidad
de fosfoproteinas con un grado bajo de fosforilacion y, posiblemente en algunas especies,

osteonectina/SPARC. La PP-H esta ausente de este tejido.

En relacion al tipo y proporcion de las cadenas cruzadas del colageno, en la predentina bovina
el contenido de cadenas cruzadas reducibles es dos veces mayor que en la dentina, mientras

que la piridinolina y la deoxipiridinolina solo puede ser encontrada en la dentina mineralizada.

Durante la dentinogénesis de los roedeores, las proteinas-Gla del tipo de la osteocalcina no
estan presentes en la predentina, pero pueden ser demostradas en el interior de estructuras
vesiculares en los procesos odontoblasticos, indicando un transporte intracelular directo al

frente de mineralizacion de la dentina.

Se ha demostrado la existencia en la dentinogénesis de diversas fracciones de PG sulfatados
con caracteristicas metabolicas diferentes; un pool se incorpora rapidamente en la dentina
mineralizada, mientras que el otro pool continiia en Ia predentina durante un periodo de tiempo

extenso, presumiblemente se metaboliza alli ya que parte de los procesos odontoblasticos

proximos a la dentina parecen tener una funcion reabsortiva. Ha sido demostrado la presencia
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de enzimas degradadoras de los PG, tales como la catepsina D, en region
predentina‘odontoblasto. Se puede concluir que el contenido de PG de la predentina y dentina
difiere considerablemente, siendo de tamaiio heterogéneo en la predentina. Como comentamos
anteriormente, se sabe que los PG pueden influir en la fibrilogénesis extracelular asi como
inhibir la formacion mineral, y puede ser especulado que los PG de la predentina tiene alguna
funcion reguladora en la formacion de las fibras de colageno, mientras que inhibe la formacion

mineral.

El hallazgo de que la PP-H esta ausente de la predentina, sugiere que la PP-H recientemente
sintetizada es transportada directamente por el interior de los procesos odontoblasticos a través
de la zona de predentina y secretada en el frente de mineralizacion. Siendo un componente

especifico de la dentina mineralizada.

Una importante razén para el hecho de que la composicion de la matriz de la dentina
mineralizada sea diferente al de la predentina, es debida a que algunos componentes
macromoleculares, tales como las Gla-proteinas, PP-H y PG, son afiadidas en el freate de

mineralizacion, presumiblemente subsecuente a un transporte intracelular a lo largo de los

procesos odontoblasticos y cuyo papel ya hemos comentado en los procesos de mineralizacion.
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CAMBIOS DEL TEJIDO MINERALIZADO HUMANO CON LA DATA Y LA EDAD

Como se ha expuesto anteriormente en esta memoria, los motivos y las circunstancias en las
que se solicita la peritacion sobre restos 6seos y dentarios esqueletizados es variada, siendo
ladata de restos 6seos y dentarios un problema médico-legal relativamente frecuente que no

siempre tiene una facil solucion.

Aunque ya han quedado resaltadas las diferencias bioquimicas y estructurales que existen entre
ambos tejidos mineralizados, el hueso y la dentina, parece oportuno recoger aqui los trabajos
mas relevantes en la investigacion médico-forense que, tomando el hueso como tejido de
trabajo, han supuesto una aportacion al cronotanatodiagnéstico. No creemos justificado
extendernos demasiado en este apartado, pero si parece necesario resumir las técnicas mas

utiles y de mayor aplicacion en este campo.

Berg en 1963 publico un trabajo de revision que aunque se puede considerar dentro de los
clasicos, sigue teniendo vigencia en la actualidad. Se describen los cambios morfologicos
(macroscopicos y microscopicos) que suffe la estructura 6sea, de tal forma que los huesos mas
antiguos son més ligeros y mas fragiles que los mas recientes. El hueso reciente presenta su
estructura laminar intacta mientras que toda estructura organizada va desapareciendo en los
huesos mas viejos; sobreviniendo al final un proceso de mineralizacion. En cuanto a los

cambios en la composicion organica y mineral del hueso, este autor pudo establecer que la

materia grasa del hueso permanece en él durante varias décadas para luego ir desapareciendo,

de la misma forma que se detecta una disminuci6x en la concentracion de proteinas séricas.
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Haynes (1968) propuso el método del C ,, para la determinacion de la data, pero sélo es itil

para restos milenarios y por tanto carente de interés médico-legal. Knight ( 1969 y 1971)
estudio la composicion de la materia organica de los huesos y en concreto, realizd una
determinacion de los aminoacidos y del nitrogeno del hueso, concluyendo que en restos oseos
mas antiguos hay una disminucion en el nimero de aminoacidos (siendo la prolina y la
hidroxiprolina los dos aminoacidos mas resistentes), y en el porcentaje de nitrogeno en relacion

a los huesos mas recientes.

En 1976, la Profa. Castellano realiza en la Universidad de Granada un trabajo de investigacion
pionero en este campo. Tomando huesos de distintas datas conocidas, llevo a cabo el estudio
del comportamiento del material organico e inorganico en el proceso de envejecimiento de
restos 6seos con la intencion de aplicar los resultados al establecimiento de la data. De sus
conclusiones podemos resaltar que el hueso experimenta con el paso de los afios una pérdida
de materia organica y consecuentemente un enriquecimiento relativo en materia mineral.
También describié una disminucion de los lipidos (colesterol y triglicéridos) y un aumento de
los acidos grasos libres (Castellano y Villanueva, 1977 y 1978a,b). Las proteinas solubles del

hueso experimentan igualmente un descenso con la data.

Villanueva, Girela y Castellano (1976) aplicaron por primera vez el anlisis térmico diferencial
y el analisis termogravimétrico para el establecimiento de la data de restos 6seos demostrando
su utilidad para distinguir restos recientes de los antiguos de mas de 100 afios.

Este mismo equipo (Castellano, Villanueva y von Frenckel, 1984) para proceder a la
estimacion de la data de restos oseos, realizo un estudio de regresion multiple en los que
incluyeron parametros bioquimicos determinados en hueso. El modelo que offeci6 los mejores

resultados fue aquel suministrado por una ecuacion de regresion multiple en el que se incluian
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las proteinas, los triglicéridos y el colesterol ajustandose a la siguiente ecuacion de la recta: y
=152.2032 - 7.8213 x , + 0.6355 x , - 3.4930 x ; (en donde x ,= proteinas, x ,= triglicéridos,

y X ;= colesterol).

Llama la atencion que tras una revision exhaustiva de la literatura médico-forense sobre la
utilidad del hueso para el cronotanatodiagnostico, no existan practicamente mas trabajos que
los anteriormente mencionados. No obstante, parece oportuno mencionar algunas
investigaciones que puedan ser de utilidad a las ciencias forenses, aunque se hayan lievado a
cabo con una finalidad diferente, bien para el dataje de restos arquelogicos o simplemente
come una aportacion al mejor conocimiento de la fisiopatologia y metabolismo 6seo. En
huesos recientes se pueden encontrar tanto colageno comc proteinas no colagenas. Las
proteinas no colagenas derivan del suero o son producidas por las células especializadas del
tejido 0seo. De hecho, se han aislado dos proteinas séricas, la albimina y la glucoproteina alfa-
2-HS, representando el 13% de las proteinas no colagenas de la matriz 6sea extraida del hueso
subperiostico de fetos humanos (Robey y cols, 1988). También se han aislado en el hueso
reciente, aunque en menor proporcion, otras proteinas derivadas del suero, como las
transferrinas y las inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM, IgE). Un paso importante en el mejor
conocimiento de la biologia osea, fue la caracterizacion de otras proteinas no colagenas en el
hueso, como la osteocalcina y osteonectina (Price y cols., 1976, Termine y cols., 1981),
demostrandose posteriormente por técnicas de enzimainmunoanalisis, que disminuian con el

intervalo postmortem (Turos y cols., 1989).

Cuando se trabaja con un tejido como el hueso, es quizas mas importante el estudio de una

amplia variedad de proteinas no colagenas, sin embargo, cuando analizamos la dentina hay
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que tener en cuenta que mas de la mitad de las proteinas no colagenas lo constituye un tnico

producto, la PP-H (fosfoproteina altamente fosforilada).

En los casos en los que es posible llegar a la individualizacion de los restos dseos, el hueso
tiene mas informacion que aportar. Desde los trabajos clasicos de Lee y colaboradores (1989),
en los que se tipificaron los grupos antigénicos ABH en tejido 6seo, hasta los mas actuales
(Hochmeister y cols., 1991; Lee y cols., 1991), que han desarrollado técnicas de analisis de
ADN en hueso, usando tanto el ADN nuclear como los marcadores mitocondriales. De hecho,
tanto el hueso como el diente, son dos tejidos, en los que se han llevado a cabo con éxito el
tipaje de ADN, aunque el diente es mas resistente a los factores ambientales y el ADN que se

obtiene es de una calidad mas alta (Schwartaz y cols., 1991, Smith y cols., 1993).

Hasta la actualidad, no se han desarrollado practicamente investigaciones que relacionen
cambios en el tejido dentinario con el cronotanatodiagnostico. Esta ausencia de informacion

cientifica nos alento en la posibilidad de aportar algunos datos en este campo.

Como ya se ha planteado anteriormente, otro punto de interés en la practica de ia Medicina
Legal es la estimacion de la edad biologica del cadaver. En el abordaje de esta cuestion, el
estudio del diente representa un pilar fundamental, ya que el hueso nos puede aportar
informacion practicamente solo hasta su completo desarrollo, a través del el estudio de los
nucleos de osificacion y la soldadura de las epifisis. Transcurrida la segunda década de la vida,

la edad 6se se estima en base a estudios morfologicos del hueso, tales como el anilisis de la

superficie articular del pubis o el cierre de las suturas craneales, métodos que se caracterizan

por su amplio rango en afios en la estimacion de edad y su imprecision.
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La importancia del uso del diente en el calculo de la edad, radica fundamentalmente en las
caracteristicas particulares de su desarrolio evolutivo, asi como en los fenémenos que
acontecen con el paso de los afios en la estructura dentaria. Si ademas afladimos su singular
resistencia a los agentes quimicos, fisicos y a la putrefaccion, el diente puede considerarse un
elemento diagnostico de inestimable interés en el calculo de la edad tanto en sujetos vivos

como en cadaveres recientes y restos cadavéricos.

Cuando se analiza el grado de desarrollo del diente, se puede estimar la edad en sujetos de
edades comprendidas entre 0 y 20 afios, es decir, en sujetos que no han finalizado plenamente
la formacion de su denticion. En estos casos se estudian dos parametros fundamentales: el

grado de calcificacion dentaria y la cronologia y la secuencia de la erupcion dentaria.

La calcificacion dentaria es un proceso continuo y secuenciado, que comienza por la corona,
continia por la raiz y termina con el estrechamiento y cierre del apice radicular. Esta cualidad
nos permite su uso en el calculo de la edad. Debido a que se inicia durante la época fetal, la
edad dental puede ser ya estimada en estadios muy precoces, analizandose 2 través de estudios
histologicos (Calonius, Lunin y Stout, 1970) y radiograficos el grado de calcificacion y
desarrollo de los gérmenes dentarios (Kraus y Jordon, 1965; van der Linden y Duterloo,

1976).

Durante la infancia y la adolescencia, disponemos del estudio de la cronologia y secuencia de
la erupcién dentaria, ademas del estudio radiografico de la calcificacién dentaria. Ambos
procesos se analizan siguiendo el mismo procedimiento, es decir, se fundamentan en un estudio

comparativo entre el estadio radiografico del sujeto en cuestion, y esquemas estandarizados

que se han obtenido tras el estudio de poblaciones conocidas. Muchos autores han realizado
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sus propios métodos basandose en el estudio del desarrollo del diente, proponiendo diferentes
estadios evolutivos de la pieza dentaria y de la erupcion (Schour y Massler, 1941; Nolla,
1960; Moorees, Fanning y Hunt, 1963, Demirjian, Goldstein y Tanner, 1973; Haaviko,

1974),

La denticion permanente termina su formacion aproximadamente a los 14 afios, momento en
el cual el segundo molar permanente cierra su apice radicular. Por lo tanto, entre los 15 y los
20 aiios de edad solo disponemos de una pieza dentaria para el calculo de la edad: el tercer
molar. Existen trabajos que estudian el grado de calcificacion de esta pieza, siendo de especial
interés el desarrollado por van Herden (1985), el cual se basa en la medicion de la longitud de

la raiz mesial de dicho diente sobre una ortopantomografia.

Tras el desarrollo completo de la denticion, es decir, a partir de la segunda década de la vida,
la edad dental se estima en base a los cambios que acontecen en la estructura dentaria con el
paso de los afios. Para tal tarea, se han descrito métodos morfologicos, histologicos y
bioquimicos. Hay que tener en cuenta, que dichos métodos son menos precisos para el calculo
de la edad que el estudio del desarrollo de las piezas dentarias, ademas conllevan la aplicacion
de técnicas mas complejas dificultando su realizacion rutinaria. Antes de especificar los
diferentes métodos en la estimacion de la edad dental, seria de interés realizar una descripcion

breve de los cambios relacionados con la edad descritos en el tejido dentario.

La atriccion dental es una reduccion de la sustancia dentaria por el contacto que se produce

entre los dientes antagonistas, lo cual causa facetas de desgaste en las caras oclusales de los

dientes. En antropologia este parametro ha sido tradicionalmente utilizado como complemento

con otros métodos er la estimacion dental. Hay que tener en cuenta que la atriccion dental se
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afecta facilmente por factores culturales, como la dieta, o situaciones patologicas como el
bruxismo y por tanto, nunca constituira un método preciso para la estimacion de la edad

(Santini, Land y Raab, 1990).

El oscurecimiento en el color de }os dientes, es otro factor que se produce con el paso de los
afios. La medicion del color es un método muy subjetivo, dependiendo de la superficie donde
se mida, el grado de hidratacion de la pieza, el tipo de luz que se utiliza asi como las guias de
colores que se emplean para su comparacion. La determinacion del color sélo debe usarse en

métodos de estimacion de edad dental que a su vez empleen otros factores (Solheim, 1988).

El limite cervical de las fibras periodontales se retraen en sentido apical, avanzando a lo largo
de la vida de las personas. Se piensa que este fenomeno puede ser debido a un mecanismo de
compensacion por la pérdida de tejido dental por la atriccion. Nunca debe ser utilizado como
parametro aislado en el calculo de la edad, ya que este factor se puede ver influenciado por

inflamaciones cronicas periodontales (Papapanou y cols.,1991).

La dentina transparente radicular aparece a partir de la tercera década de la vida y progresa
coronalmente desde el apice radicular. Dicha dentina puede visualizarse colocando una luz
detrés del tejido dentario, y es debida al incremento con el paso de los afios del depésito de Ia
dentina peritubular, es decir, aumenta una dentina mas mineralizada, lo que hace que cambie
el indice refractario de la luz de la dentina de la raiz (Vasiliadis, Darling y Levers, 1989). La
técnica més precisa para cuantificar la dentina transparente en el calculo de la edad es la medida

de la longitud de la zona transparente, constituyendo por si solo o con otros factores, un

método para la estimacion de la edad dental (Bang y Ramm, 1970; Solheim, 1989; Lopez-

Nicolas, Morales y Luna, 1993).
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La dentina peritubular es un depésito de tejido mineralizado alrededor del tibulo dentinario
que aumenta con la edad. Realmente las capas de este tipo de dentina se depositan en la cara
interna de los tubulos dentinarios, por tanto, el diametro de los dichos tubulos s¢ hace mas
pequeiio en personas mayores. Esta reduccion del diametro de los tibulos dentinarios, esta
relacionada con la edad, pero no se ha podido demostrar que su medida constituya un método
fiable en el calculo de la edad dental (Traub, Altini y Hille, 1988; Kvaal, Koppang y Solheim,
1994).

La dentina secundaria es una dentina producida gradualmente por los odontoblastos tras la
formacion completa de la pieza dentaria, este hecho es responsable de la disminucion del
tamaiio de la cavidad pulpar que ocurre con el paso de los afios. Como la dentina secundaria
es dificil de distinguir de la dentina primaria, la reduccién de la cavidad pulpar se ha utilizado
como un parametro indirecto en el calculo de la edad. Este parametro solo puede ser utilizado

en combinacion con otros en la estimacion de la edad dental (Solheim, 1992).
La reabsorcion radicular y el incremento de la rugosidad de la superficie radicular se ha
relacionado con los cambios que sufre el diente con el paso de los afios, sin embargo, la

reabsorcion de la raiz tiene una relacion muy débil con la edad (Solheim y Kvaal, 1993).

El grosor del cemento se incrementa hasta tres veces entre los 16 y 76 afios de edad, y por

tanto se ha sugerido su utilizacién como un marcador para el calculo de la edad, pero existe

mucha variacion entre los diferentes tipos de piezas y no presenta una correlacion muy fuerte

con la edad dental (Solheim, 1590).
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Las lineas incrementales del cemento se encuentran en ia mayoria de los mamiferos, incluido
los seres humanos. La aposicion del cemento tiene lugar en fases, por tanto, se van formando
capas que tiene diferente propiedades Opticas y de tincién cuando se observan al microscopio.
Lineas estrechas que se tifien oscuras con diversos colorantes (las lineas incrementales), se
separan unas de otras por unas bandas mas anchas y palidas de cemento. La distancia de una
linea a la siguiente en muchos animales representa el incremento que ocurre en un aflo, y
durante tiempo fue un método que se empleaba de manera rutinaria en el calculo de su edad.
Los resultados que se han obtenido en los seres humanos es muy controvertido (Kvaal,

Solheim y Bjerketvedt, en prensa).

Existen menos estudios sobre las propiedades fisicas y los componentes inorganicos del
esmalte y la dentina. Se ha demostrado que el esmalte es menos permeable y més quebradizo
con la edad, y las fracturas pueden ocurrir debido a la pérdida de agua que sufre o a la
diferencia de elasticidad que existe entre la dentina y el esmalte. La dureza de la dentina parece

que aumenta con la edad.

Hay un pequefio cambio relacionado con la edad en el contenido de fosforo del diente (Kosa,
Antal y Farkas, 1990), aunque la proporcion del Ca/P decrece con la edad en la dentina
intertubular no ocurre lo mismo en la dentina peritubular. Ademas, con el paso de los afios hay
un aumento en el contenido absoluto de flior, siendo mas evidente en el esmalte. No hay que

olvidar que el contenido del flior en el diente se puede ver influenciado por factores externos

como la ingestion de aguas fluoradas o el tratamiento topico preventivo de flior (Nakata,

Stepnick y Zipkin, 1972).
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Por otra parte, aunque el plomo (Bhussry y Emmei, 1955) y el nitrogeno (Wilkinson y Palmer,
1975) aparecen en menor concentracion que el flaor, también se incrementan con la edad. De
hecho, se ha llevado a cabo un estudio del contenido de plomo en el diente en una poblacion
espafiola, reflejaindose un aumento en su concentracion con la edad, aunque en los adultos de
mas ce 60 afios las cifras del contenidu de plomo no son mayores que en !a de los adultos un
poco mas jovenes (Gil y cols., 1994). Por otra parte, la concentracion de cobre no cambia con

la edad, pero el contenido de carbonato decrece.

Los cambios fisiologicos que ocurren en la pulpa con el paso de los afios es dificil de
distinguir de los cambios patologicos, excepto la reduccion de tamafio de la cavidad pulpar que
tiene lugar debido a la aposicion de dentina secundaria. Ademas se incluyen otros cambios
como el hallazgo de una pérdida del contenido celular con un aumento de las fibras, una
reducion del aporte sanguineo, asi como un aumento de la calcificacion distrofica (Bernick,

1987).

Los métodos morfologicos para la estimacion de la edad dental, estudian estos parametros
dentarios que se modifican con el paso de los afios, como la abrasién, la dentina secundaria,
la dentina transparente, la aposicion de cemento, la reabsorcion radicular, el color, etc... El
primer método cientifico para el cilculo de la edad dentaria fue el realizado por Gustafson
(1950). A partir de €], han surgido muchos otros métodos que intentan ser mas precisos en las
mediciones de estos factores y mas complejos en sus estudios estadisticos para conseguir
mayor exactitud en la estimacion de la edad dentaria (Dalitz, 1963, Bang y Ramm, 1970,

Johansson, 1971). Tiene especia! interés en este campo el método de calculo de la edad dental

desarrollado por el Dr. Soiieim de la Universidad de Oslo (Solheim, 1993), presentando

novedades en la forma de preparacion de la pieza dentaria para su estudio (técnica del medio
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diente), ademas de obtener tras un analisis de regresion muitiple, una formula para el calculo
de la edad en cada diente, las cuales estan constituidas por aquelios factores que influyen con

mas fuerza en el calculo de la edad para ese diente.

En este sentido, se debe destacar la aportacion que el prof. Luna ha realizado en este campo.
El estudio de los dientes seccionados, por técnicas de analisis de imagenes, ha permitido
detectar los cambios morfologicos que sufren las distintas piezas dentarias de una forma mas
objetiva, suponiendo una contribucién de interés al establecimiento de la edad dental del sujeto
(Lopez-Nicolas, Canteras y Luna, 1990; Lopez-Nicolas, Morales y Luna, 1993;L0pez-Nicolas,

Morales y Luna, 1996).

A pesar de los avances obtenidos, es dificil obviar la subjetividad de estos métodos asi como
la influencia de la experiencia del ojo observador. Por tanto, aunque constituyen métodos de
gran interés en la practica diaria, seria necesaria la investigacion en nuevos campos para evitar
dichos obstaculos y de esta manera, se consiguiera una mayor exactitud en la estimacion de la

edad dentaria.

El analisis de los cambios histologicos del complejo dentino-pulpar pueden aportar datos en
el calculo de la edad. De hecho, como ya se ha expuesto, se ha demostrado una disminucion
de los elementos celulares de la pulpa, especialmente de los fibrocitos, asi como un aumento
en la cantidad de fibras de colageno con el paso de los afios (Bemnick, 1987, Morse, 1991).
Estos datos en ningin momento constituyen un método fiable para el calculo de la edad a

través del estudio dentario. En este punto, es necesario destacar los trabajos realizados para

el ciculo de la edad que se basan en el analisis a microscopia electronica de la dentina v

estudian el estrechamiento e incluso obliteracion de los tubulos dentinarios que acontecen con
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el paso de los afios (Garberogiio y Brannstrom, 1976; Traub, Altini y Hille, 1988; K-aal,

Koppang y Solheim, 1994).

En las ultimas dos décadas, las investigaciones se han orientado hacia el estudio de los cambios
que ocurren en los componentes bioquimicos del diente relacionados con la edad. Fruto de
estas investigaciones fue la adaptacién de un método que habia sido usado para datar dentro

de los campos de la geoquimica, geocronologia y arqueologia (Bada, Kvenvolden y Peterson,

1973): la racemizacion del acido aspartico. Todos los aminoacidos que forman parte de las

proteinas del organismo, pertenecen a la serie estereoquimica L; presentando actividad oOptica
debido a la existencia en su molécula de al menos un atomo de carbono asimétrico. En el tejido
mineral dentario, con el paso de los afios, ocurre un aumento progresivo de las formas D, hasta
conseguir una mezcla equimolar de los enantidmeros D y L, constituyendo una forma optica
inactiva. A este proceso se le llama racemizacion. El aminoacido elegido para tal estudio es el
acido aspartico, debido a que la racemizacién ocurre de una manera mas rapida que en otros

aminoacidos.

Los autores Helfiman y Bada (1975 y 1976) aplicaron este método para la estimacion de la edad
dental adaptandolo en el esmalte y dentina humana. La ventaja de la utilizacion de estos tejidos
es que no presentan practicamente remodelacion de sus componentes, y la forma D se acumula
en proteinas metabdlicamente estables. Posteriormente, este método ha sido utilizado por otros
autores (Ogino, Oginoy Nagy, 1985; Ritz, Schutzy Schwarzer, 1990; Ohtani y Yamamoto,
1990; Pfeiffer, Momstad y Teivens, 1995). Los resultados de estos trabajos muestran un error
en la estimacion de la edad de + 4 afios para algunos autores (Ogino, Ogino y Nagy, 1985) y
de +5.69 afios para otros (Ritz, Schutzy Schwarzer, 1990), sin embargo, la edad que estiman

en estas investigaciones es la edad dentinaria y no la edad cronolégica, basandose para su
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cdlculo en unos factores de correccion obtenidos previamente para cada diente tras la

aplicacion de un método morfologico para el célculo de la edad.

Por todo lo anteriormente expuesto, seria necesario un conocimiento mas profundo de los

cambios fisiolégicos que ocurren en los tejidos dentarios con relacion a la edad y la data, y que

de esta manera, nos permitieran avanzar en el establecimiento de métodos fiables, precisos

y sencillos para estimar la edad dental y el intervalo postmortem de los cadaveres.




I1. JUSTIFICACION Y PLAN DE TRABAJO




La investigacion forense sobre restos humanos esqueletizados plantea, tal v como ha
quedado ampliamente expuesto en la Introduccion de esta memoria, una amplia problematica
que en algunos supuestos no es de facil solucion. Desde la perspectiva de la odontologia
forense, y con la finalidad de contribuir a la resolucion de estas cuestiones, seria deseable la
realizacion de nuevas investigaciones que permitieran obtener un conocimiento mas profundo
y exacto de los cambios bioquimicos que se producen en el diente durante la vida del sujeto.
También resultaria necesario conocer las modificaciones a las que el diente se ve sometido

después de la muerte.

El diente, fundamentalmente por la alta composicién mineral que presenta el esmalte y la
dentina, es la estructura mas resistente del cuerpo humano. De estos dos tejidos, es la dentina
el tejido que puede tener, a nuestro entender, un mayor interés forense. Y esto es asi por una
serie de motivos. De una parte, se encuentra practicamente aislada del medio externo por estar
recubierta de esmalte (tejido formado casi exclusivamente por material cristalino sin apenas
materia organica). La propia composicion mineral de la dentina (aproximadamente un 70%)
le confiere a este tejido caracteristicas de relativa resistencia y estabilidad, pudiéndose

mantener con pocas modificaciones incluso después de la muerte. Por otra parte, el alto

porcentaje de material organico (un 20 % del total de su peso), le convierte en un tejido que

eventualmente puede modificarse por el envejecimiento.
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Justificacion y plan de trabajo

Nuestra hipotesis de trabajo se fundamenta, por tanto, en los siguientes extremos:

1. La dentina por su resistencia, estructura y composicién bioquimica, s un tejido del que se

puede obtener informacion de interés en la practica forense.

2. La dentina posee aproximadamente un 20 % de material organico. No se conoce con
precision la composicion de este compartimento en la especie humana, por lo que resulta
imprescindible un conocimiento mas profundo de dicha estructura, tanto de la fraccién

colagena como la no-colagena de la dentina.

3. Por el componente mineralizado de la dentina, ésta debe ser relativamente estable a los
procesos autoliticos y putrefactivos del cadaver. Es, por tanto, de interés forense el

conocimiento de los cambios a los que se somete la dentina con la data.

4. La dentina es una estructura relativamente estatica, que una vez formada practicamente no
se ve sometida a procesos reabsortivos o formativos. No obstante, se encuentra en jntima
conexion con el tejido vascular del diente, la pulpa, por lo que los procesos de hipoxia e

isquemia que acontecen por €l envejecimiento en el tejido pulpar, y por tanto en el diente,

pueden traducirse en modificaciones de la matriz extracelular del componente organico del

tejido conectivo de la dentina.




En consecuencia nuestro plan de trabajo fue el siguiente:

1. Conocer la composicion organica de la dentina humana y en concreto, describir los patrones
protéicos en dicho tejido. Con esta finalidad fue necesaria la puesta a punto de una
metodologia para la extraccion del componente organico del tejido dentinario. Tras un
fraccionamiento secuencial de las proteinas colagena y no-colagena de la dentina, se procedi6
a la determinacion de las proteinas dentinarias ( proteinas con actividad gelatinolitica y
proteinas extraidas con EDTA), y de las cadenas no-reducibles del colageno

(decxipiridinolina).

2. Aplicar esta metodologia a las situaciones reales que se presentan en la practica pericial
forense, es decir sobre dientes individuales. En este sentido, nos propusimos estudiar el
comportamiento de las distintas fracciones protéicas extraidas de dientes individuales en piezas

procedentes de extracciones recientes de sujetos de distintas edades.

3. Aportar un mejor conocimiento sobre los cambios postmortem de la matriz organica de la
dentina. Se tomaron dientes procedentes de restos esqueletizados de personas que habian

fallecido hacia 30 afios y que durante ese tiempo estuvieron inhumadas en tierra.

4. Proponer una metodologia de trabajo sobre manipulacién y tratamiento de tejidos

mineralizados que sea de utilidad a la resolucion de cuestiones médico-legales cuya

problematica radique en dichas estructuras. Problemas como el establecimiento de la edad

cronologica del individuo, la data de los restos, o los cambios sufridos por el tejido
mineralizado a consecuencia de ciertas agresiones, pueden ser algunos de los temas que puedan

beneficiarse de este estudio.




III. MATERIAL Y METODOS




MUESTRAS BIOLOGICAS

El presente trabajo de investigacion se plante6 en dos fases, la primera fue necesaria
para poner a punto la metodologia, tanto en la adecuacion de las técnicas a nuestro proyecto,

como para establecer si la cantidad de proteinas de las que partiamos hacia viable nuestra

investigacion. En un paso posterior, se disefi¢ una serie experimental adaptandonos a las

situaciones reales que se nos podian plantear en el campo de la odontologia forense, es decir,

trabajar a partir de un solo diente humano individualizado.

En todos los casos, seleccionamos dientes humanos obtenidos tras exodoncias realizadas por
indicaciones periodontales, ortodénticas, asi como por extracciones practicadas en los terceros
molares. Rechazamos todas aquellas piezas dentarias que hubieran sufrido patologia cariosa
o tratamientos conservadores como obturaciones o endodoncias, debido a las alteraciones que

pudiera suffir el tejido dentinario ante estos estimulos externos.

Para la consecucion de este trabajo, se usaron exclusivamente como piezas dentarias los

molares, siendo la razon de esta eleccion, el mayor volumen de tejido dentinario que presentan
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dichos dientes. Rehusamos cualquier pieza dentaria que estuviera totalmente incluida, asi que

las piezas estuvieron expuestas al ambiente oral antes de la extraccion. Ocho casos de la
totalidad de la muestra fueron terceros molares, asi que tuvimos en cuenta que estuvieran total

o parcialmente erupcionados.

Una vez extraidos los molares, fueron limpiados para eliminar el tejido blando u 6seo adherido
a la pieza, dejandolos secar a temperatura ambiente. Las piezas se almacenaron hasta su analisis
a temperatura ambiente, en bolsas de plastico correctamente identificadas. En todos los casos,
el tiempo transcurrido desde la extraccion de la pieza hasta el inicio de su estudio fue de seis

meses a un aio.

a) Puesta a punto de la metodologia

Con la finalidad de optimizar el método de extracion de las proteinas dentinarias humanas y las
técnicas de determinacion de las mismas, fue necesario partir de un pool de dientes. Se

emplearon un total de nueve piezas dentarias de extracciones recientes eligidas al azar.

Ademas, se incluy6 un segundo grupo constituido por dos tandas de seis dientes procedentes
de restos humanos esqueletizados, procedentes de individuos con un rango de edad
comprendido entre 22 y 73 afios, que habian permanecido inhumados en tierra entre 25 y 30

afios en el cementerio de Granada.




b) Serie experimental

Se disefi6 una serie experimental con una muestra total de 24 molares procedentes de
extracciones dentarias recientes de diferentes individuos. Fueron clasificados en cuatro grupos
de edad, constituidos por seis piezas cada uno. El primer grupo (I) estaba formado por
personas de edades comprendidas entre 0 y 20 afios, el segundo entre 21 y 40 (1I), el tercero

entre 41 y 60 (III), y el cuarto (IV) los mayores de 61 afios. El sexo se distribuyé en nuestra

muestra de la siguiente manera;, 15 mujeres frente a 9 hombres. La tabla 1 incluye las

caracteristicas de cada una de las muestras que utilizamos en nuestro estudio.




Tabla 1.- Caracteristicas de las muestras de la serie experimenta

Wl || & W]

-
[

o,
]

-
~

—
[ 7]

[
-

b
U

—
a

w|lwol|lolo]lolalwo]lwolalalalwja i ]|a o |

—t
-3

|
-]

-
o

[
(—]

~
s
q leolwola |we]a

+0

La nomenclatura utilizada para designar las piezas dentarias es ia sugerida por la Federacién Dental
Internacional (FDI)




METODOLOGIA

1. PREPARACION DEL TEJIDO DENTINARIO

En nuestra hipétesis de tiabajo, partiamos del estudio exclusivo de la dentina, para lo cual
tuvimos que eliminar mecanicamente el resto de los tejidos dentarios. Por consiguiente, en
todas las piezas dentarias se elimin6 el esmalte y cemento con turbina y fresas de tallado de
diamante, con refrigeracion continua, hasta asegurarnos que el tejido que aparecia era la
dentina. Para la remocion del tejido pulpar se realizaron las correspondientes aperturas
camerales con turbina y fresas cilindricas o troncoconicas de diamante, siempre bajo
refrigeracion, asi como la limpieza de la camara pulpar con cucharilla y de los conductos
pulpares con fresas de Gates y limas K de endodoncia, arrastrando cualquier remanente de

tejido pulpar con chorro de agua y aire a presion.

2. EXTRACCION DE PROTEINAS DE LA DENTINA HUMANA

Las proteinas dentinarias humanas fueron extraidas de acuerdo a una combinacién de los

métodos de Rahima y Veis (1988), y Linde, Bhown y Butler (1980) descritos para la

extraccion de proteinas de la dentina bovina y de rata. Ademas se adapto la técnica de Nagata

y cols., (1991) originalmente desarrollada para la extraccion de proteinas dseas.

Las primeras extracciones se realizaron con pool de dientes frescos y de restos 6seos de

manera independiente. Para la extraccion de las proteinas dentinarias de la totalidad de la
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muestra de nuestra serie experimental, se llevaron a cabo tres extracciones seriadas de ocho

dientes cada una, en las que se incluian representantes de todos los grupos de edad. En todos

estos casos de dientes individuales, partimos de una cantidad media de tejido dentinario de 1.2

g

Basicamente, el nuevo método propuesto para la extraccion de las proteinas dentinarias

consistio en el siguiente procedimiento:

Se colocaron los dientes en bolsas de plastico resistentes y se pulverizaron, hasta conseguir un
polvo lo mas fino posible, con un martillo metalico sobre una superficie también de metal,
previamente ambos enfriados a -20° C. El diente pulverizado fue transferido a un tubo de
cristal de 15 ml con tapon de rosca, adecuadamente identificado. Para la eliminacion de la
sangre y otros restos biologicos, los extractos de dentina pulverizada fueron lavados con 2 ml
de una solucion de lavado de CINa 2.5 M més inhibidores de proteasas (P1 ) durante 24 horas,
bajo agitacion magnética constante y en camara fria (4°C). Tras este dia, se decanto
cuidadosamente la solucién de CINa y se lavo dos veces el polvo dentinario con agua

bidestilada fria.

2a. Primera extraccién con solucién de guanidina 4M, adicionada de inhibidores de las

proteasas.

Se procedio a la extraccion de proteinas dentinarias con una solucion de guanidina con

inhibidores de las proteasas, obteniéndose una fraccion de proteinas no unidas covalentemente.
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Se aiiadieron 2 ml de esta solucion a cada tubo, siempre en camara fria, bajo agitacion
magnética constante y durante 4 dias, haciendo un cambio de la solucion transcurridos los dos
primeros dias. Los dos sobrenadantes de guanidina recogidos se mezclaron, para

posteriormente centrifugarlos a 3,500 r.p.m., durante 10 min.

El sobrenadante fue dializado frente a 2 litros de una solucion de didlisis a un pH 7.4, con
inhibidores de las proteasas, durante un total de 4 dias, realizando dos cambios de la solucion
de dialisis, para finalmente enfrentarlos con agua bidestilada el ultimo dia. Se utilizaron

membranas de dialisis con un punto de corte de peso molecular (MWCO) de 6,000 a 8,000 Da.

El volumen obtenido tras la dialisis fue anotado y almacenado en tubos eppendorf en alicuotas

de 200 pl, los cuales fueron congelados a -20°C hasta su posterior liofilizacion. De esta

manera, se obtuvo la primera fraccion de proteinas que se definieron como EXTRACTOS G1.

El residuo de tejido dentinario se lavo tres veces con agua bidestilada fria para eliminar los

restos de la solucion de guanidina, y se sometié al siguiente paso en la extraccion.

2b. Desmineralizacion con solucién de EDTA 0.5 M, pH 7.4, adicionada de inhibidores

de las proteasas.

El calcio del tejido dentinario fue quelado con una soluciéon 0.5 M de EDTA, liberandose asi

las proteinas que se encuentran embebidas en la trama mineral.
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Se afladieron 2 ml de la solucion de EDTA a caca tubo en las mismas condiciones anteriores,
es decir, bajo agitacion magnética constante y en camara fria. La extraccion dur6 12 dias,
realizando cambios de la solucion cada 3 dias. En cada cambio se retiraba el sobrenadante y
se afiadia el mismo volumen de la solucion de EDTA. Transcurrido el tiempo referido, el tejido
dentinario estaba blando al tacto. Los extractos consecutivos obtenidos de cada muestra (E1,
E2, E3 y E4), no fueron mezclados y se centrifugaron independientemente a 3,500 r.p.m

durante 10 min.

Los sobrenadantes fueron dializados en camara fria frente a un agua de didlisis adicionada de
inhibidores de proteasas durante 9 dias, realizando dos cambios, para al final enfrentarlo a agua
bidestilada el ultimo dia. Las membranas de dilisis utilizadas fueron de las mismas
caracteristicas que en la extraccion anterior. El volumen del dializado fue anotado para cada
muestra y se distribuy6 en alicuotas de 490 ul , para posteriormente congelarlos y liofilizarlos.
De esta forma, se obtuvieron diversos extractos de proteinas que llamamos EXTRACTOS El,

E2,E3 vE4.

2¢. Segunda extraccion con solucion de guanidina 4M, adicionada de inhibidores de las

proteasas.

Los residuos de dentina fueron lavados de nuevo tres veces con agua bidestilada fria, tras lo

que se afiadieron 2 ml de la solucion de guanidina a cada tubo. Se continu6 bajo agitacion

magnética constante y en camara fria. La extraccion se mantuvo en estas condiciones durante

3 dias.
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Tanto el proceso de dialisis, como la centrifugacion, el fraccionamiento en alicuotas y la

liofilizacion, se realizaron en las mismas condiciones que en la primera extraccion con

guanidina.

Al finalizar este proceso, se obtuvo la tercera fraccion de proteinas a los que se llamo

EXTRACTOS G2.

En I figura 2 se resume ¢l procedimiento de extraccion de las proteinas de la dentina humana
seguido en este trabajo. Los liofilizados de los extractos se almacenaron separados en varios
alicuotas y almacenados a -20°C hasta su analisis posterior. Para una mayor claridad, en las
figuras 3 a 5 se esquematizan las determinaciones realizadas en cada uno de los extractos

proteicos.
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Dentina pulverizada

l

Lavado CINa 2.5 M+ PI

1* Estraccion con Guanidina 4 M+ Pl
4 dias
2 cambios

| |
Sobrenadante Residuos dentina

Centrifugar 3,500 r.p.m 10 min Extraccion EDTA 0.5 M+ P1, pH74
12 dias
4 cambios

i |
I |
Dializar Residuos dentina
Solucion de dialisis + PL pH 7.4
4 dias

I - | |

Liofilizar Centrifugar 3500 rpm I0min  2° extraccion Guanidinad M+ P
3 dias

Extractos G1 Dializar Centrifugar 3,500 r.p.m 10 min
Agua de dialisis + Pl
9 dias

Liofilizar Dializar
Solucion de dialisis + PI. pH 7.4
4 dias

Extractos E Liofilizar
(E1,E2 E3 E4)

Extractos G2

Fig. 2.- Resumen del procedimiento de extraccién de las proteinas dentinarias humanas
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Extracto G1

]

|

1

{ Cuantificacion de proteinas

i

SDS-PAGE Electroforesis

Enzimografia
Gelatinasa

Azul Coomasie/ Stains-all

Azul Coomasie

Figura 3.- Determinaciones realizadas en los extractos G1.
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Extracto G2

Cuantificacion de proteinas

]

]

SDS-PAGE Electroforesis

Enzimografia
Gelatinasa

Enzimainmunoanalisis
Cadenas cruzadas no-reducibles .

l Azul Coomasie/Stains-all

l

Azul Coomasie

Figura 4.- Determinaciones realizadas en los extractos G2.
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Extracto E

| ~

Cuantificacion de proteinas J

—

] |

SDS-PAGE Electroforesis

Enzimografia £nzimainmunoanalisis
Cadenas cruzadas no-reducibles

Gelatinasa

I

\

{_Azul Coomasie/Stains-all

Azul Coomasie

Figura 5.- Determinaciones realizadas en los extractos L.




Reactivos y materiales

Inhibidores de las proteasas (P1). Las concentraciones de los inhibidores de las proteasas

fueron idénticas en todas las soluciones.

Reactivo o material

Concentracion

Fabricante

Ne catélogo

Benzamidina

25mM

Sigma

B-6506

Acido e-amino-caproico

50 mM

Sigma

A-2504

N- etil-maleimida

0.5mM

Sigma

E-3875

PMSF*

0.3 mM

Sigma

P-7626

*La concentracion deseada de PMSF (Fenil metil sulfonil fluoruro) se consiguié afiadiendo el volumen

adecuado de una solucion madre de PMSF de preparacion extemporanea (solucion madre: 0.1742 g en 10 ml

de 2-propanol).

Solucion de lavado CINa 2.5 M con inhibidores de las proteasas

Reactivo o material

Concentracion

Fabricante

N° catalogo

25M

Merck p.a

K20860504

Solucion de guanidina HCI 4 M con inhibidores de las proteasas

Reactivo o material

Concentracion

Fabricante

N° catalogo

Guanidina HCI

4M

Sigma

G-4505

Trizma base

65 mM

Sigma

T-1503

PI




Solucion EDTA 0.5 M, pH 7.4, con inhibidores de las proteasas

Reactivo o material Concentracion Fabricante
EDTA sal tetrasodica 0,5M Sigma
P

Solucion de dialisis, pH 7.4

Reactivo o material Concentracion N° catdlogo
Trizma base 50 mM T-1503
PI
Membrana dialisis Spectra/Por®1 A-44171

El agua de didlisis para los extractos de EDTA se preparo igual que la solucién de didlisis pero

sin incluir el Tris base.

3. DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO DE LOS EXTRACTOS

Para la determinacion del contenido protéico de los diferentes extractos de cada muestra (G1,
El, E2, E3 y G2), empleamos el método de Lowry y cols. (1951). Utilizamos una curva patron
de albimina sérica bovina, para la cual, realizamos una solucién madre de 500 pg/ml en agua

bidestilada y a partir de ella se prepararon soluciones de 5, 10, 20, 40, 50, 100, 200 y 300

pg/ml.




Material y Métodos

Para ajustar dicho método a nuestras necesidades, partimos de volimenes de 400 ul tanto de
estandars como de las muestras, asi que tuvimos que afiadir en los intervalos de tiempos
establecidos 2 ml de la solucion alcalina de cobre y 200 pl de reactivo de fenoles. A los veinty

minutos de esta ultima adicion se llevo a cabo la le ::..-a espectrofotométrica a 630 nm.

Con los resultados obtenidos en las distintas concentraciones de la solucion estandar, se
construye una curva patron de albumina, representando en el eje de ordenadas los incrementos
de las densidades Opticas a 630 nm y en abcisas las concentraciones protéicas (ug/ml)
correspondientes. Para mayor exactitud en la construccion de la curva patron se empleo el
método de ajuste por minimos cuadrados. La ecuacion de la recta se utilizo sustituyendo en

ella el valor de densidad Optica obtenida.

Reactivos y materiales

Solucion alcalina de cobre (Solucion de CO,Na,/Solucion de SO,Cu; 50/1)

Solucion de CO,Na,

Reactivo o material Peso-volumen
NaOH 4g

Agua bidestilada c.s.p. 1 litro




Solucion de SO Cu

Reactivo o material
Tartrato sodico. 2H,0
SO,Cu. 5H,0
Agua bidestilada

Reactivo de Folin-Ciocalteau (Merck p.a.). Se prepara diluyendo el reactivo en agua

bidestilada en una proporcion 1/1.

4. DETERMINACION DE LAS PROTEINAS DENTINARIAS HUMANAS

4a. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE electroforesis)

Para la separacion de las proteinas dentinarias, se utilizd un sistema de electroforesis de
desarrollo vertical con geles de poliacrilamida, siguiendo el procedimiento clasico de Laeramli
(1970). Dichos geles fueron realizados en dos fases, primero se prepar6 el gel de separacion
con poliacrilamida al 10%. Para su elaboracion, se parti6 de una solucion madre de

acrilamida/bisacrilamida, adicionado de un buffer Tris pH 8.8, 'y de las cantidades adecuadas

de glicerol y SDS. La polimeracion quimica del gel se consiguio con una solucion de

persulfato de amonio al 10% y con el reactivo TEMED. Paru preservar de oxigeno al ambiente
de polimerizacion, se afiadio una capa de una solucion saturada de butanol en la parte superior
del gel. Transcurrido el tiempo de polimerizacion del gel, aproximadamente 45 min, se prepard
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el stacking gel con poliacrilamida al 4%. En este caso, el gel se elaboro a partir de la misma
solucion madre de acrilamida/bisacrilamida, con un buffer Tris pH 6.8, glicerol y SDS.
Ademas, se tuvo la precaucion de afiadir a los componentes una cantidad adecuada de azul de
bromofenol para poder visualizar los pocillos y facilitar el proceso de aplicacion de las

muestras.

El tamafio completo de los geles era de 8.0 cm de ancho, 7.3 cm de alto y un grosor de 0.75

mm, conteniendo un total de 10 pocillos con una capacidad maxima de 27 pl cada uno.

Las condiciones de las electroforesis fueron las siguientes: el voltaje constante, 100 volt.
durante aproximadamente 20 min, es decir, hasta que se veia que el frente de proteinas habia
sobrepasado el stacking gel, para posteriormente aumentar el voltaje a 150 volt. hasta el final
del desarrollo de la electroforesis. El tiempo total de duracion de ia electroforesis oscilé entre

1 hora y hora y media.

Las muestras liofilizadas de los distintos extractos fueron resuspendidas en buffer de muestra
segin el procedimiento de Laemmli (1970), hasta conseguir la misma concentracion de
proteinas en cada una de ellas. Los geles se desarrollaron tras la aplicacion de un rango de
proteinas por muestra que oscild entre 30y 60 ug para los extractos de guanidina y de EDTA.

Paralelamente a las muestras problemas, y con la finalidad de estimar el peso molecular de las

proteinas presentes en las muestras, se coloco en cada gel estandars de proteinas de pesos

moleculares conocidos. Los marcadores de peso molecular usados fueron: la miosina de
musculo de conejo (205 kDa), la P-galactosidasa del E. Coli (116 kDa), la fosforilasa b de
musculo de conejo (97 kDa), la albumina bovina (66 kDa), la ovoalbumina (45 kDa) y la

anhidrasa carbonica de eritrocitos bovinos (29 kDa) (Sigma, SDS-6H).
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Una vez finalizada la electroforesis, se procedi6 a la fijacion de las proteinas con una solucion
fijadora durante al menos 15 min, para posteriormente visualizarlas por un procedimiento de
tincién con colorantes. Se utilizé una técnica de tincion mixta, comenzando con una tincion
clasica con azul Coomasie, para posteriormente continuar con una tincion con stains-all
(Green, Patewka y Peacock, 1973; Termine y cols., 1980). El hecho de elegir este ultimo tipo
de tincion es debido a la mayor afinidad de esta mezcla de colorantes , los stains-all, por los
grupos acidicos de las proteinas, tifiéndose dichas proteinas de un color azul, frente al rojo
purpura del resto de las proteinas. De esta manera, los geles fueron tefiidos en primer lugar con
una solucion de azul Coomasie durante 2 h. Tras esta tincion, se sumergieron en una sofucion
destefiidora durante 10 a 20 min. Llegados a este punto, el proceso se continué con la técnica
de tincion stains-all. Las proteinas se volvieron a fijar con una solucion de alcohol isopropilico
al 25%, durante 45 min, realizando tres cambios de la solucion durante este tiempo. Después
fueron tefiidos con una solucion de stains-all, durante al menos 8 h en oscuridad. Los geles

se destifieron con agua bidestilada, durante 2 h aproximadamente. Posteriormente, se

sumergieron en una solucion de desecado del gel y se conservaron envueltos en papel celofan

transparente sobre un soporte de cristal hasta su completa desecacion.

Reactivos y materiales




Elsboracién del gel d

Solucion madre 30% acrilamida / 0.8% bisacrilamida (30% T; 2.62% C)

Reactivo o material

Peso-volumen

Fabricante

N° catalogo

Acrilamida

292¢g

Bio-Rad

161-0100

Bisacrilamida

08g

Bio-Rad

161-0201

Agua bidestilada

c.s.p. 100 ml

La solucién se filtra y s¢ almacena en oscuridad a 4°C

Buffer del gel de separacion [4x], Tris 1.5M, pH 8.8

Reactivo o material

Peso-volumen

Fabricante

N° catalogo

Trizma base

18.15¢g

Sigma

T-1503

Agua bidestilada

c.s.p. 100 ml

Glicerol al 10%

4ml

Panreac

131339

SDS al 10%

4 ml

Bio-Rad

127165A

Gel de separacion (para un total de 13 geles)

Reactivo o material

Peso-volumen

Solucion madre acrilamida/bis

20 ml

Buffer gel de separacion 4x]

15 ml

SDS al 10%

600 pl

Bio-Rad

127165A

Agua bidestilada

c.s.p. 60 ml

Persulfato de amonio al 10%*

450 pl

Bio-Rad

161-0700

TEMED

15 pl

Bio-Rad

161-0801

* |_a soiucién de persulfato de amonio al 10% en agua bidestilada es de preparacion exiemporinea.




Solucion saturada de butanol

Reactivo o material

N° catdlogo

N-butanol

211082

Agua bidestilada

; S ok sl st

Buffer del stacking gel [4x], Tris 0.5 M, pH 6.8

Reactivo o material

Peso-volumen

Trizma base

6lg

Agua bidestilada

c.s.p. 100 ml

Solucion madre del siacking gel

Reactivo o material

Peso-volumen

Fabricante

Solucion mad re acrilamida/bis

133 mi

Buffer del stacking gel [4x]

25 mi

Glicerol al 10%

Iml

131339

Solucion madre azul bromofenol*

0.5mi

B-8026

Agua bidestilada

c.s.p. 98.25 ml

* Solucion madre de azul de bromofenol 0.5% en etanol al 10%.

La solucion madre del stacking gel se almacena en oscuridad a 4°C.
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Solucion saturada de butanol

Reactivo o material

Peso-volumen

N° catélogo

N-butanol

50 ml

211082

Agua bidestilada

5ml

p o

Buffer del stacking gel [4x], Tris 0.5 M, pH 6.8

Reactivo o material

Peso-volumen

N° catalogo

Trizma base

61g

T-1513

Agua bidestilada

c.s.p. 100 ml

Solucion madre del stacking gel

Reactivo o material

Peso-volumen

Solucion madre acrilamida/bis

13.3 ml

Buffer del stacking gel [4x]

25 ml

Glicerol al 10%

1 ml

131339

Soluciéon madre azul bromofenol*

0.5ml

B-8026

Agua bidestilada

c.5.p. 98.25 ml

* Solucién madre de azul de bromofenol 0.5% en etanol al 10%.

La solucion madre del stacking gel se almacena en oscuridad a 4°C.




Stacking gel (para un total de 13 geles)

Reactivo 0 material

Peso-volumen

Fabricante

N° catdlogo

SDS al 10%

400 pi

Bio-Rad

127165A

Solucion madre stacking gel

40 ml

Persuifato de amonio al 10%*

248 pl

Bio-Rad

161-0700

TEMED

32 ul

Bio-Rad

161-0801

* La solucién de persulfato de amonio al 10% en agua bidestilada es de preparacion extemporanea.

P i de | : Ld llo ¢l bacieion:
Buffer de desarrollo electroforético [10x], pH 8.4

Reactivo o material

Peso-volumen

Fabricante

N° catlogo

Trizma base

302¢g

Sigma

T-1503

Glicina

144 g

Sigma

G-7126

SDS

10g

Bio-Rad

127165A

Agua bidestilada

c.s.p 1 litro

Buffer de muestra

Reactivo o material

Peso-volumen

N° catilogo

Buffer Tris 0.5 M pH 6.8

1 ml

SDS al 10%

1.6 ml

127165A

Glicerol

0.8 ml

131339

Solucion madre azul bromofenol

0.2 ml

Agua bidestilada

44 ml




' ion de | : ba sincidn de lox galas:

Solucion fijadora

Reactivo o material

Peso-volumen

N° catdlogo

Metanol

450 ml

211091

Acido acético

100 ml

211008

Agua bidestilada

c.s.ps 1 litro

Solucion de tincion con azul Coomasie

Reactivo o material

Peso-volumen

Fabricante

N° catalogo

Solucion madre azul Cwomasie*

62.5 ml

Merck

12553

Metanol

250 ml

Panreac

21109t

Acido acético

50 ml

Panreac

211008

Agua bidestilada

c.s.ps 500 ml

Solucion desteidora

* La solucion madre de azul Coomasie se prepar6 con azul Coomasie R-250 al 1%, agitindolo y filtrandolo.

Reactivo o material

Peso-volumen

Fabricante

N° catalogo

Metanol

50 mi

Parreac

211091

Acido acético

75 ml

Panreac

211008

Agua bidestilada

c.s.ps 1 litro




Solucion de stains-all

Reactivo 0 material N° catdlogo

Alcohol isopropilico 016220

Formamida F-82
Tris-HCI, 3 M, pH 8.8
Stains-all E-9379
Agua bidestilada

Solucion de desecado del gel

Reactivo o material Peso-volumen Fabricante N° catalogo

Metanol 250 ml Panreac 211091

Glicerol 100 ml Panreac 131339

Agua bidestilada c.s.p 1 litro

4b. Enzimografia

Para la determinacion de la gelatinasa se ha empleado una técnica de separacion de proteinas
por electroforesis en combinacion con una enzimografia (Overall y Limeback, 1988). La

electrofore is se desarrollé en las mismas condiciones descritas anteriormente, pero el gel de

separacion de poliacrilamida al 10% contenia 125 ug/ml de colagena tipo I desnaturalizada

(gelatina). Por tanto, se introdujo en el gel el sustrato sobre el que actua la enzima, de tal
manera que se separaron las proteinas no sélo por su carga eléctrica y peso molecular, sino

también ~or su actividad especifica hacia el sustrato.
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En cada gel se incluyeron muestras de estandars de la gelatinasa de 72 kDa, en su forma latente
(66 kDa) y forma activada (59 kDa), obtenidos a partir de medios de cultivo de células de
osteosarcoma de rata estimulados con 20 pg/ml de concanavalina A. Los estandars fueron
suministrados por el Dr. Christopher Overall de la Universidad de la Columbia Britanica

(Vancouver, Canada).

Tras el desarrollo electroforético, los geles se procesaron de acuerdo a la metodologia descrita

por Overall y Limeback (1988), tal y como se describe a continuacion:
1.- Equilibrado de los geles con una solucion de Triton X-100 al 5% (v/v).

2.- Lavado de los geles (dos veces, durante 10 min cada una) en una solucion de Triton X-100

al 5% para eliminar el SDS.

3.- Incubacion en buffer de ensayo de la enzima durante 20 h a 37°C.

4 - Tincion con azul Coomasie.

Una vez finalizado el proceso de incubacion, las zonas de actividad gelatirclitica se
visualizaron siguiendo el procedimiento clasico de tincion con azul Coomasie. Las proteinas
se fijaron en la solucion fijadora descrita previamente. Los geles se tifieron con la solucion de
azul Coomasie durante 2 h, para posteriormente destefiirlos en la solucion destefiidora hasta

que aparecian las bandas claras correspondientes a las zonas de las proteinas con actividad

gelatinolitica. El tltimo paso consistio en colocar los geles en la solucion de desecado del gel,

para finalmente conservarlos de la forma especificada anteriormente.
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Gel de separacion (para un total de 13 geles)

Reactivo o material Peso-volumen Fabricante N° catdlogo

Soluciéon madre acrilamida/bis 20 ml

Buffer gel de separacion [4x] 15 ml
Gelatina al 1% 600 pl G-8150

SDS al 10% 600 pl 127165A
Agua bidestilada ¢.s.p. 60 ml

Persulfato de amonio al 10% 450 pl Bio-Rad 161-700
TEMED 15 ul Bio-Rad 161-0801

Buffer de ensayo [10x], pH 7.4

Reactivo o material Peso-volumen Fabricante N° catalogo

Trizma base 606g Sigma T-1503

NaCl 1168 ¢ Merck p.a 106404

CaCl, 735g Merck p.a 102382

NaN, 20g Merck p.a 106688
Brij 35 16.6 ml Sigma 430AG-6

Agua bidestilada c.s.p. 1 litro
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4c. Determinacién cuantitativa de las cadenas de piridinolina del coligeno

Hidrélisis enzimdtica del coligeno de la dentina humana

Para la determinacion de las cadenas cruzadas del colageno dentinario, es necesario en primer
lugar, romper sus uniones con la trama mineral. Por lo tanto, debe ser analizado en extractos
dentinarios en los que al menos se haya demineralizado el tejido, es decir en los extractos E y
G2. En estos extractos se encuentra presente el colageno en su forma insoluble, por lo que es
imprescindible una hidrolisis de la molécula para su solubilizacion. Se adapt6 el procedimiento
de extraccion del colageno dentinario descrito por Kuboki y cols., (1993), realizandose una

hidrolisis de la molécula a través de una digestion enzimatica con tripsina.

El procedimiento de hidrolisis al que se sometieron los liofilizados de los extractos E y G2 fue

el siguiente:

1.- Resuspension de los alicuotas E y G2 en 50 ul de buffer Tris-HCl 0.05 M , adicionado de

CaCl, 0.0IM, pH 7.5. El CaCl, permite eliminar las fosfoproteinas unidas al colageno, al

producir una precipitacion selectiva de las fosfoproteinas con el ion calcio.

2.- Posteriormente, se calentaron las muestras en un bafio a 60°C, en agitacion, durante 1 h.

Transcurrido este tiempo se enfriaron los extractos a temperatura ambiente.

3.- Primera digestion con tripsina. Se agrega a cada muestra un volumen adecuado de una
solucion madre de tripsina, hasta conseguir una concentracion final del 25% de tripsina en

relacion a la concentracion de proteinas de cada una. Las muestras, asi preparadas, se
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mantuvieron durante 15 ha 37°C.

4 - Transcurrido este tiempo, las muestras se volvieron a calentar en un bafio a 60°C, durante

15 min, dejandolas enfriar posteriormente, a temperatura ambiente.

El proceso de calentamiento de las muestras antes y depués de la digestion con tripsina

aumenta la cantidad de colageno soluble.

5.- Segunda digestion con tripsina. Tras adicionar en las muestras un volumen adecuado de
tripsina (concentracion final del 25% en relacion a la cantidad de proteinas), se mantuvieron

a 37°C, durante 3 h.

6.- Liofilizacion de las muestras.

Cuantificacién de la deoxipiridinolina.

Una vez solubilizado el colageno de los extractos, procedimos a la determinacion de las
cadenas cruzadas no-reducibles por un método de enzimainmunoanalisis. Se empled un
sistema de determinacion de piridinolinas comercialmente disponible para la determinacion de
estos compuestos en orina humana (Pyrilinks Kit Metra Biosystems Inc.). Fue necesario

adaptar ¢! enzimainmunoanlisis al tipo de muestra que teniamos, es decir, extractos de

proteinas de dientes y, sobre todo, a la baja concentracion de proteinas a la que trabajabamos

al partir de un solo diente.
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De las cadenas cruzadas no-reducibles, piridinolina y deoxipiridinolina, la primera aparece en
mayor cantidad, pero es la deoxipiridinolina la cadena cruzada no-reducible especifica del
hueso y la dentina. El sistema empleado es especifico para la cuantificacion de la
deoxipiridinolina ya que utiliza un anticuerpo especifico frente a la deoxipiridinolina humana,
ademas de estandars y controles de deoxipiridinolina purificados a partir de orina humana. El
anticuerpo se encuentra inmovilizado en cada pocillo. Las cadenas cruzadas no-reducibles, y
presuntamente presentes en las muestras, también son afiadidas al pocillo. Al mismo tiempo,
se agrega una enzima (fosfatasa alcalina), conjugada a una molécula de deoxipiridinolina. Este
ultimo complejo compite con las cadenas de deoxipiridinolinas existentes en las muestras por
su union con el anticuerpo. La reaccion antigeno-anticuerpo se puede visualizar al afiadir un
cromogeno sustrato de la fosfatasa alcalina, el p-nitrofenilfosfato, que genera un color amarillo,

el cual puede ser medido espectrofotométricamente a una longitud de onda de 405 m.

Esquematicamente, el procedimiento seguido para la determinacion fue el siguiente:

1 - Dilucién de los estandars y controles en buffer de ensayo (1/10), afiadiendo 50 ul de estas

soluciénes en los pocillos de la placa de enzimainmunoanalisis.

2.- Resuspension de las muestras hidrolizadas y liofilizadas en 50 ul de buffer de ensayo, y

colocacion en sus respectivos pocillos.

3 - Adicionar 100 pl de la enzima conjugada en todos los pocillos. Las muestras se incuban

durante 2h, en la oscuridad, a una temperatura de 2-8 °C.

4 .- Transcurrido este tiempo, se vacian los pocillos y se lavan, afiadiendo 300 pl de buffer de
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lavado a cada pocillo. Esta operacion se repitio hasta un total de tres veces. Por ultimo, se

secaron en papel de toalla, volcandolos vigorosamente tras el Gltimo lavado.

5.- Afiadir 150 pl de la solucion de cromégeno en cada pocillo, manteniéndose en incubacion

durante 1 h a temperatura ambiente.

6.- Una vez finalizado este tiempo, se para la reaccion con 150 pl de una solucién 1 N de
NaOH. Esta solucion se adiciona con el mismo orden y a intervalos de tiempo similares que

cuando se afiadio el cromdgeno.

7.-Enlos primeros 15 minutos, tras afiadirle la solucion anterior, se ley6 la densidad optica

a 405 nm, empleando un sitema automatizado de lectura de placas de ELISA (Metertech 960).

A partir de las concentraciones de deoxipiridinolina de los estandars, y de sus respectivas
densidades Opticas, se construy6 una curva patron. Se empled para su ajuste el método de
ajuste por cuatro puntos. La cantidad de deoxipiridinolina expresada en pg, se obtuvo al

sustituir las densidades Opticas obtenidas para cada muestra, en la ecuacion de la recta.

Mayores absorbancias se corresponden con menores concentraciones de deoxipiridinolina en

las muestras.
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Reactivos y materiales

Buffer Tris-HCI1 0.05 M/ CaCl, 0.01 M, pH 7.5

Reactivo o material Peso-volumen Fabricante N® catalogo

Trizma base 06g Sigma T-1503
CaCl, 011g Merck p.a 102382
Agua bidestilada c.s.p 100 ml

Solucion madre de tripsina

Reactivo o material Peso-volumen Fabricante

Tripsina 0.001 g Fluka

Buffer Tris-HC10.05 M * Sml
*Se empled el mismo buffer que la solucién anterior excepto el CaCl,

5. PURIFICACION PARCIAL DE LAS PROTEINAS PRESENTES EN LOS EXTRACTOS

EDTA

5a. Cromatografia en columna de intercambio ibnico

En un intento de conseguir en nuestro trabajo una caracterizacion parcial de las proteinas

existentes en los extractos obtenidos tras la desmineralizacion, se procedio a la puesta a punto

de una técnica de purificacion de proteinas en cromatografia de intercambio i6nico en coluinna,
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asi como al analisis posterior de las fracciones obtenidas. Se ha seguido el procedimiento

original de Butler y cols (1981), con algunas modificaciones.

Dos tipos de muestras se sometieron al proceso de purificacion, la primera estaba constituida
por un pool de nueve dientes de extracciones recientes, y la segunda, por un pool de dientes
de restos 0seos de una poblacion contemporanea. En ambos casos se partio de una cantidad

suficiente de proteinas, que oscil entre 6 y 8 mg.

Las muestras fueron cromatografiadas a 4 °C en una columna C 16/20 (Pharmacia), reilena de
DEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia, n° catalogo 17-0710-01), la cual fue equilibrada con un
buffer Tris-HCI 20 mM, pH 7.4. Las muestras fueron resuspendidas en Z ml de ese mismo
buffer y entonces aplicadas a la columna. Para la elucion de las proteinas, y tras varias pruebas,
se utilizo el mismo buffer con un gradiente lineai de 0.4 a 0.8 M de CINa, pasandose por la

columna un volumen total de 200 ml. La elucion se desarrollé con una velocidad de flujo de

30 ml/h, recogiéndose fracciones cada 6 min, con lo que se consigui6 un volumen aproximado

de 3 ml/tubo. El volumen eluido se monitorizo espectrofotométricamente a 280 nm ( Monitor

UV-1 Pharmacia-LKB).

Las fracciones de los elutos correspondientes a los picos obtenidos en el cromatograma, fueron
dializados en tubos de dialisis, frente a agua bidestilada, durante 24 h, en camara fria y

realizando varios cambios del agua durante este tiempo.

Los diaiizados fueron recogidos y congelados en tubos cppendorf en alicuotas de 1.5 ml, para

su posterior liofilizacion.




Reactivos y materiales

Buffer Tris-HCl 20 mM, pH 7.4

Reactivo 0 material Peso-volumen Fabricante

Trizma base 24¢g Sigma

Agua bidestilada c.s.p 1 litro

Solucion 0.4 M CINa en buffer Tris-HCIl 20 mM, pH 7.4

Reactivo o material Peso-volumen Fabricante N° catalogo

CINa 234¢g Merck p.a 106404

Buffer Tris-HCI 20 mM* c.s.p. 100 ml
'Corr?sponde con el buffer de la solucion anterior

Solucion 0.8 M CiNa en buffer Tris-HCI 20 mM, pH 7.4

Reactivo o material Peso-volumen Fabricante

CINa 11.7¢g Merck p.a

Buffer Tris-HCI 20 mM* c.s.p. 100 ml
*Corresponde con el buffer de la solucion anterior




Sb. SDS-PAGE electroforesis

Las fracciones proteicas fueron sometidas a una electroforesis SDS-PAGE en geles de
poliacrilamida al 10%. Las caracteristicas de los geles y las condiciones de la electroforesis
fueron las mismas que las descritas con anterioridad. Para la visualizacion ae las proteinas se

emplearon las técnicas de tincion con azul Coomasie y stains-all.

5c. Inmunoelectroforesis

Finalmente, cantidades suficientes de proteinas de muestras de los extractos E se sometieron
a una inmunoelectroforesis. Este tipo de prueba inmunologica combina las posibilidades de la
electroforesis, al separar las distintas proteinas de una mezcla, y la difusion de las mismas en
un gel de agarosa. En este caso las proteinas separadas tras la electrcforesis se enfrentaron a
un antisuero humano total para poder obtener conclusiones sobre la identidad sérica o no de
las proteinas presentes en los extractos. En cualquier caso, alicuotas protéicos de extractos

G fueron sometidos igualmente al ensayo.

La inmunoelectroforesis se realizo en geles de agarosa al 0.8 % en el mismo buffer de
electroforesis TBE ue se empleo para su desarrollo. Las proporciones de los geles que se
utilizaron eran de una longitud de 10 cm, una anchura de 7 cm y un grosor aproximado de

0.7 cm. Mediante el uso de un dispositivo especiaimente disefiado al efecto, se realizaron los

pocillos para la aplicacion de las muestras y las ranuras requeridas para la colocacion posterior

del anticuerpo. Junto a muestras de extractos de dentina se desarrollaron muestras de suero

humano que sirvieron de control. La electroforesis se llevo a cabo en un sistema de desarrollo
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Material y Métodos

para geles sumergidos (Pharmacia GNA-100) y se realizo a voltaje constante (150 v) durante
un tiempo aproximado de 1 hora. Tras la finalizacion de la electroforesis, se coloco el
anticuerpo, antisuero humano total (Kallestad, referencia n° 201), en cada una de las ranuras,
dejandolo en camara humeda y temperatura ambiente el tiempo necesario para permitir la
completa difusion y precipitacion de las proteinas. El tiempo fue variable, haciéndose lecturas

de las bandas de precipitacion a distintos tiempos (6, 12, 24 h), hasta un maximo de 36 h. Los

geles se lavaron abundamentemente con solucion salina para eliminar el exceso de proteinas

y en concreto aquellas que no hubieran participado en la reaccion antigenc-anticuerpo.
Finalmente, los geles se colorearon con azul Coomassie y se destifieron de acuerdo al

procedimiento descrito anteriormente en otro apartado de este mismo capitulo.

Reactivos y materiales

Buffer de electroforesis TBE, Tris 89 mM, dcido borico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8.3

Reactivo o material Peso-volumen Fabricante N° catélogo

Trizma base 107 g Sigma T-1503

Acido Borico 55g Merck 165.1000

EDTA disodico dihidrato 007g Merck 372.24

Agua bidestilada c.s.p 1 litro




Material y Métodos

Agarosa 0.8%

Redctivo o material Peso-volumen
Agarosa 08g
Buffer TBE 100 ml

6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Los resultados obtenidos se sometieron a estudio estadistico. Los detalles de los distintos

tratamientos estadisticos se encuentran compilados en Martin y Luna (1989).

Se utilizaron técnicas de regresion lineal para estudiar el grado de dependencia entre variables.
Para la comparacion de las medias entre sujetos de los ditintos grupos de edad se realizaron

analisis de la varianza (ANOVA 1) y las comparaciones posteriores por parejas mediantz el test

de Tukey. Cuando fue necesario se estimo la sensibilidad y la especificidad de los métodos.




IV. RESULTADOS




1. PROCEDIMIENTO DE EXTRACCION DE LAS PROTEINAS DE LA DENTINA

HUMANA

Siguiendo las técnicas descritas en el apartado de material y métodos, se procedio a la

/!
extraccion de las proteinas de la dentina humana de dientes individuales procedentes de

exodoncias recientes. En la tabla 2 se resumen la concentraciones medias de proteinas
obtenidas en los distintos extractos o fracciones proteicas (extractos G1, G2 y E), asi como los
porcentajes de las proteinas extraidas en cada uno de los extractos calculados en relacion al
peso medio de dentina. Los clculos se han hecho asumiendo el siguiente razonamiento: a) la
media del peso de la dentina en todos las muestras fue de 1.2 g; b) aproximadamente el 20
% de ese peso corresponde a materia organica ; y c) practicamente toda la materia organica
de ladentina son proteinas. Por tanto, por término medio se partio de 0.24 g de proteinas de

dentina y este valor se considero el 100%.




Tabls 2.- Concentracidn de proteinas en pg ( % = DE) (w= 24) y porcentajes medios (%) de extraccién en
relacion al total de proteinas dentinarias de partida (valor medio = 0.24 g), en los distintos extractos de

la dentina humana.
Concentracién Porcentaje
de proteinas medio

Gl 724170

E (E1 + E2+E3) 1610 + 549
G2 657+ 315

Parecia interesante conocer si existia o no relacion entre el peso de dentina de partida y la
concentracion de proteinas extraidas en cada uno de los extractos. Para ello se relacionaron
estas variables entre si (peso dentina / concentracion de proteinas extraidas) empleando un
analisis de regresion lineal. No se encontré una relacion significativa entre la concentracion de
proteinas en los extractos G (G1 y G2) y el peso de la dentina. Sin embargo cuando se
enfrentarcn las variables concentracion total de proteinas en el extracto E (variable x), y el peso
de la dentina en gramos (variable y), se pudo comprobar que dichas variables se relacionaban

significativamente entre si, ajustindose a un modelo matemaético lineal, cuya ecuacion de la

recta era y =0.7518 + 0.00003x ; y r=0.5974 (t,,=3.49,22 gl,p <0.01).




2. PATRONES DE LAS PROTEINAS DE LA DENTINA HUMANA

2a. Dientes procedentes de exodoncias recientes.

Una de las finalidades del presente trabajo era aportar datos sobre un mejor conocimiento de
la composicién proteica de la dentina humana. Nos propusimos separar las distintas proteinas
de los extractos de la dentina humana en dientes procedentes de exodoncias recientes,

empleando para ello un sistema convencional de separacion de proteinas por electroforesis.

Los extractos de guanidina (G1 y G2) y los extractos de EDTA (E) se sometieron a desarrollos
electroforéticos, en geles de poliacrilamida al 10 %, en las condiciones descritas con detalle
en el apartado de material y métodos. Ademas, en todos los casos, se realizé una enzimografia
de cada muestra adicionando los geles con gelatina, para asi poder detectar la actividad

gelatinolitica de las proteinas.

La figura 6 muestra los resultados encontrados tras el desarrollo electroforético de un gel de
poliacrilamida en el que se analizaron las proteinas obtenidas en la primera fraccion de los
extractos EDTA (E1) de algunas de las muestras elegidas al azar. Tal y como se observa en
dicha figura, destaca la presencia de una banda tinica de mayor intensidad en todas las muestras

analizadas, a excepcion de las muestras numero 11 (calle 6). El peso molecular de esta

proteina, estimado a partir de la migracion electroforética de una mezcla de proteinas de peso

moleculares conocidos (estandars de peso molecular), fue aproximadamente de 60 kDa. Tan
s6lo en una de las muestras (la nimero 12) se dibuja ademas una banda en el tercio superior
del gel que puede corresponder a una proteina de mayor peso molecular (aproximadamente

205 kDa).




Resultados

Igualmente se anaiizaron las diferencias entre las proteinas obtenidas tras la primera extraccion
con guanidina (G1) y la segunda extraccion (G2) para cada pieza dentaria individual (Figura
7). En este caso, y a titulo de ejemplo, se muestran los resultados de dos muestras individuales
(nimeros 1y 11) elegidas entre el total de la muestra en base a que los patrones protéicos que
presentaban los extractos E de una y otra muestra eran diferentes entre si. De hecho, mientras
que en la muestra nimero 1 se detect6 la banda de mayor intensidad a 60 kDa (como se
comprobo en la figura 6), no ocurrié lo mismo con la muestra nimero 11, en la que no se

detect6 ninguna proteina en los extractos E. Los resultados obtenidos en los extractos G1

permiten apreciar la presencia de una proteina también de peso molecular aproximado de 60

kDa (Figura 7). Sin embargo, los extractos G2, obtenidos tras la desmineralizacion de la pieza,

no presentan dicha proteina.




Figura 6.- SDS-PAGE electroforesis de los primercs alicuotas recogidos de los extractos EDTA (E1)
de dientes individusles de exodoncias recieates. Los extractos E1 de las muestras 8° 1, 10, 3 y 12 se
desarroliaron en ias calles 1, 2, 3 y 4 respectivamente; las muestras n* 11,19y Senlns calles 6, 7y 8.

La calle 5 corresponde a los estindars de peso molecular. Las concentraciones de proteinas de los
extractos E1 de lss muestras fueron similsres, oscilando entre 30 y 60 ug por pocilio. En esta y en
lns siguientes figuras los estindars de peso moleculsr fueroa los siguientes: miocsina (205 kDa), p-
galactosidasa (116 kDs), fosforilasa b (97 kDa), sibimins bovina (66 kDs), ovealbémina (45 kDa) y
ashidrass carbaica (29 kDa).




Figura 6.- SDS-PAGE electroforesis de los primeros alicuotas recogidos de los extractos EDTA (E1)
de dientes individuales de exodoncias recientes. Los extractos E1 de las muestras 2° 1, 10, 3 y 12 se
desarrollaron en las calles 1, 2, 3 y 4 respectivamente; las muestras n° 11, 19y S en las calles 6, 7 y 8.
La calle § corresponde a los estindars de peso molecular. Las concentraciones de proteinas de los
extractos E1 de las muestras fueron similares, oscilando entre 30 y 60 pg por pocillo. En esta y en
Ins siguientes figuras los estindars de peso molecular fueron los siguientes: miosina (205 kDa), f-

galactosidasa (116 kDDa), fosforilasa b (97 kDa), albémina bovina (66 kDz), ovoalbimina (45 kiDa) y

anhidrasa carbbnica (29 kDa).
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capitulo de material y métodos. En este caso ¢l gel se tili6 cou s técmica de stains-all. Las calles 1y 2
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muestra 8’ 11 y Ia calie 3 a los estimdars de peso molecular.




Figura 7.- SDS-PAGE electroforesis de extractos de guanidina (G) de dentina humana de dientes

individuales de exodoncias recientes. La electroforesis se desarrollé en las condiciones descritas en el

capitulo de material y métodos. En este caso el gel se tii6 con la técaica de stains-all. Las calles 1 y 2

corresponden a los extractos G1 y G2 de ia muestra n° 1,1as calles 4 y 5 a los extractos G1 y G2 dela

muesira n° 11 y ia calle 3 a los estimdars de peso molecular.




Otra cuestion que debiamos de aclarar antes de continuar con el desarrollo analitico de todas
las muestras era si las proteinas que se detectan en los distintos extractos E, es decir en los
extractos E1, E2 y E3, eran similares para cada muestra. Asi, en la figura 8, se puede
comprobar que los patrones proteicos detectados en los extractos E1, E2 y E3 en una misma
muestra, son idénticos entre si, pudiéndose concluir que se pueden emplear indistintamente

cualquiera de los extractos de una misma muestra para los analisis posteriores.

Por ultimo, quisimos demostrar que no era relevante la cantidad de proteinas que se
depositaban en cada pocillo del gel en los patrones proteicos detectados. Para ello, y una vez
establecidas las concentraciones de proteinas que aseguraban la reproductividad de las
determinaciones, se procedio a realizar una electroforesis (figura 9) en la que al menos se
duplico la concentracion de proteinas de partida, en comparacion con la cantidad de proteinas
depositadas para las mismas muestras y desarrolladas previamente en el gel que se recoge en
la figura 6. Con esta experiencia pudimos poner de manifiesto que no existian diferencias en
los patrones de las proteinas en funcion de las cantidades de proteinas aplicadas en el ensayo,
manteniéndose la ausencia de la banda principal pese al incremento de la concentracion de

proteinas.

A partir de todos estos ensayos previos y con la finalidad de poder comparar los resultados

entre muestras de dientes individuales en todos los geles desarrollados, se partieron de

concentraciones similares de proteinas (en extractos E y G) que oscil6 entre un minimo de 30

pg y un maximo de 60 pg.




Figura 8.- SDS-PAGE electroforesis de los diferentes extractos EDTA (El, E2 y EJ3) de |s misma
muestra. En esta ocasibn, se desarrollaron los extractos E1, E2 y E3 de Ia muestra u° 18 en Ias calles

l.lys.luemﬂyBﬁh-m-’l‘uhuluSy(\.yludehlml' llenlss

calles 7 y 8, respectivamente. Los extractos E1 de las muestras »° 10 y 11 se habian desarrolindo en
¢l gel anterior (figura 7). La calie 4 corresponde a los estindars de peso molecular.




Figura 8.- SDS-PAGE electroforesis de los diferentes extractos EDTA (EI, E2 y E3) de In misma
muestra. Ep esta ocasion, se desarrollaron los extractos E1, E2 y E3 de Is muestra n° 18 en las calles
1,2y 3. Los extractos E2 y E3 de la muestra n° 10 en las calles 5y 6, y los de la muestra n° 11 en lss

calles 7 y 8, respectivamente. Los extractos E1 de las muestras n° 10 y 11 se habian desarroliado en

¢l gel anterior (figura 7). La calle 4 corresponde a los estindars de peso molecular.
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exodoncias recientes, a diferentes concentraciones. Las calles 1, 2, 4 y 5 correspouden a los extractos
E de las muestras »° 1, 5, 11 y 19 respectivamente. En todas elias se duplich Ia cantidad de proteinas
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Figura 9.- SDS-PAGE electroforesis de extractos EDTA de muestras de dientes individuales de
exodoncias recientes, a diferentes concentraciones. Las calles 1, 2, 4 y § corresponden a los extractos

E de las muestras ° 1, §, 11 y 19 respectivamente. En todas ellas se duplict Ia cantidad de proteinas

por pocillo en relacién a ensayos previos. La calle 3 corresponde a los estindars de peso molecular.




Tras la separacion de las proteinas de los extractos de la dentina, y con la finalidad de
identificar las proteinas con actividad gelatinolitica se realizaron enzimogramas con alicuotas
de los distintos extractos. En la figura 10 se presentan los resultados encontrados para los
extractos G1 y G2 de dos piezas individuales (numeros 23 y 19). Ademas se ensayaron dos
concentraciones de proteinas (una doble que la otra), demostrandose que no existen diferencias
en los patrones de enzimas proteoliticas en relacion a la concentracion de proteinas aplicada

en cada pocillo.

En ultimo lugar, quedaba por demostrar si las proteinas detectadas en los extractos E (El, E2
y E3) poseian o no actividad gelatinolitica. En la figura 11 se muestra el enzimograma de dos
muestras (nimeros 9 y 16), que habian sido sometidas previamente a desarrollos
electroforéticos en geles sin gelatina, presentando un comportamiento diferente entre una y
otra, en el sentido de que solo se detecto la proteina mayoritaria de 60 kiDa en la muestra 9.

Ninguno de los extractos E de estas muestras ensayadas, tal y como se observa en la figura 11,

presento actividad gelatinolitica de ningun tipo.




Figura 10.- Euzimograma de extractos de guanidina de dientes individuales de exodoncias recientes. En
este gel se combiman diferentes concentraciones de extractos G1 y G2 de las mismas muestras. Ea las

calies 1 y 2 se desarroli6 el extracto G1 de la muestra 23 cou distinto contenido proteico, siendo Is calie

1 la de menor concentraciba (la mitad). La calle 3 corresponde al extracto G2 de la misma muestra. Lo
mismo se hizo con In muestra »° 19; en k¢ calle 4 y 5 se derarrolié el extracto G1 a diferente
concentraciéa y el extracto G2 en la calle 6. La calle 7 corresponde al estindar de gelstinasa de 72 kDa.




Figura 10.- Enzimograma de extractos de guanidina de dientes individuales de exodoncias recientes. En

este gel se combinan diferentes concentraciones de extractos G1 y G2 de las mismas muestras. En las

calles 1 y 2 se desarroli6 el extracto G1 de la muestra 23 con distinto contenido proteico, siendo la calle
1 la de menor concentracién (Ia mitad). La calle 3 corresponde al extracto G2 de ia misma muestra. Lo
mismo se hizo con In muestra n° 19; en Is calle 4 y 5 se dessrroll6 el extracto G1 a diferente
concentracion y el extracto G2 en Ia calle 6. La calle 7 corresponde al estindar de gelatinasa de 72 kDa.




Figura 11.- Eazimograma de extractos EDTA de dieates individuales de exodoucias recientes. En este
cas0, se desarroliaron los extractos El, E2 y E3 de la misma muestra para comprobar la actividad

gelatinolitica en estos extractos. Las calles 1, 2 y 3 corresponden a los extractos E1, E2 y E3 de Ia

muestra 2° 9, respectivamente. De igual maners se procedié con Ia muestra n° 16 en las calies 5,6 y 7.
El esténdar de geintinasa de 72 kDa se desarrolid en Ia calle 4.




Figura 11.- Enzimograma de extractos EDTA de dientes individuales de exodoacias recientes. En este
caso, se desarroliaron los extractos El, E2 y E3 de 1a misma muestra para comprobar la actividad

gelatinolitica en estos extractos. Las calles 1, 2 y 3 corresponden a los extractos E1, E2 y E3 de a

muestra n° 9, respectivamente. De igual manera se procedié con Ia muestra n® 16 en las calles 5,6 y 7.
El esténdar de gelatinasa de 72 kDa se desarrolié em la calle 4.




2b. Dientes procedentes de restos esqueletizados
Para conocer los patrones de las proteinas de dientes procedentes de restos esqueletizados se

emple6 bisicamente la misma metodologia que en dientes procedentes de exodoncias

recientes; es decir, en primer lugar se separaron las proteinas empleando un sistema de

electroforesis convencional, y, en segundo lugar, se realizaron enzimogramas con gelatina para
detectar la actividad gelatinolitica de las proteinas. Se realizaron dos extracciones
independientes de proteinas de la dentina a partir de sendos pools de dientes, tal y como ha

quedado descrito en el apartado de material y metodos.

Los resultados mas significativos se presentan en las figuras 12 a 14. La figura 12 muestra los
patrones difusos de las proteinas degradadas en los extractos G1. Este fue el mismo patron
que se present6 cuando se desarrollaron los extractos E, recogiéndose en la figura 13 los
patrones para los extractos E1 y E2 de la muestra. Cuando los extractos G de dichos restos
dentarios se analizaron por enzimografia (figura 14), no se detect6 actividad gelatinolitica de
ningun tipo a excepcion de una banda de poca intensidad que se visualizd en la zona de

migracion del frente.




Figura 12.- SDS-PAGE electroforesis de extractos de guanidina de dientes procedentes de restos
esqueletizados. En este gel se dessrroliarom extractos G1 de las muestras procedeates de dos
extracciones independientes realizadas paraielamente, de un pool de dientes de restos esqueletizados de
una poblaciéa contemporinea (calles 2 y 3). La calle 1 corresponde a los estindars de peso molecular.




Figura 12.- SDS-PAGE electroforesis de extractos de guamidina de diemtes procedeates de restos

esqueletizados. En este gel se desarrollaron extractos Gl de las muestras procedentes de dos
extracciones independientes realizadas paraielamente, de un poo/ de dientes de restos esqueletizados de
una pobiacién contemporines (calles 2 y 3). La calle 1 correspoade a los estindars de peso molecular.




Figura 13- SDS-PAGE eclectroforesis de extractos EDTA de diemtes prucedentes de restos
qmmmzysmm-hmmhummaeu
extracciones de um pool de dientes de restos esqueletizados. Los extractos E1 de ias mismas muestras se
desarroliaron en las calies 4 y 5. Las calies 1 y 6 correspondea a los estindars de peso molecular.




Figura 13.- SDS-PAGE electroforesis de extractos EDTA de dientes procedentes de restos
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extracciones de un pool de dientes de restos esqueletizados. Los extractos E1 de las mismas muestras se
desarroliaron e las calles 4 y 5. Las calles 1 y 6 corresponden a los estindars de peso molecular.
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qm(mz).umlwu estindar de la gelatinasa de 72 kDa.




Figura 14.- Emimografia de extractos de guamidina (GI) de dientes procedentes de restos
esqueletizados (calle 2). La calle 1 curresponde al esténdar de la gelatinasa de 72 kDa.




3. PURIFICACION PARCIAL DE LAS PROTEINAS EXTRAIDAS CON EDTA

Los patrones proteicos de los extractos EDTA, tanto de dientes procedentes de extracciones
recientes como de restos esqueletizados, mostraron bandas de proteinas en las que fue posible
conocer el peso molecular por comparacion con la migracion electroforética de los estandars
de peso molecular que fueron desarrollados en las mismas condiciones que las muestras. Pero
ademas, interesaba la identificacion, lo mas precisa posible, de al menos la proteina mayoritaria

de 60 kDa detectada en los extractos EDTA.

Con esta finalidad, se disefi6 una experiencia en la que extractos crudos EDTA, obtenidos a
partir de dientes de exodoncias recientes y de restos esqueletizados, se sometieron a un
proceso de purificacion parcial de las proteinas por cromatografia de intercambio ionico. Las
condiciones de extraccion de las proteinas, la cromatografia de los extractos, el
fraccionamiento y las condiciones de electroforesis de los elutos, se han detallado en el

capitulo de material y métodos.

La figura 15 muestra el fraccionamiento por cromatografia en columna de los extractos EDTA

de un pool de dientes de exodoncias recientes. El cromatograma permitié separar cuatro picos
mayoritarios, el primero de ellos eluy6 antes de comenzar el gradiente lineal con CINa. Al
aumentar la carga idnica de la solucién, se disminuye la interaccion entre ¢l intercambiador
i6nico y la muestra, consiguiéndose la elucion seriada de los distintos componentes. Por tanto,

el altimo pico eluido debe ser la proteina mas acidica.
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Resultados

Una vez realizado el fraccionamiento, las distintas fracciones se sometieron a una
electroforesisis convencional, siendo los geles después tefiidos con azul Coomasie y stains-all.
En la siguiente figura (figura 16) se presenta una SDS-PAGE electroforesis de alicuotas
procedentes del fraccionamiento proteico de los tres picos mayoritarios detectados en el
cromatograma tras el inicio del gradiente con CINa con una concentracion de proteinas
similares. Las calles 4 y 5 de la figura 16, corresponden a la Gitima fraccion eluida, pudiéndose

identificar tan solo una proteina con un peso molecular aproximado de 60 kDa.

Un procedimiento similar se sigui¢ en el caso de dientes de restos esqueletizados. La figura 17
muestra el cromatograma del fraccionamiento proteico de los extractos EDTA procedentes de
dichas muestras y cromatografiados en las mismas condiciones que los dientes de exodoncias
recientes. Se separaron dos picos mayoritarios, uno de ellos después del gradiente, que fueron
posteriormente sometidos a electroforesis convencional y cuyos resultados se presentan en la
figura 18. Las calles 1 a 3 corresponden a distintas fracciones eluidas después del gradiente ,
y en las que de nuevo, como ocurre con los dientes de exodoncias recientes, se detecté una

banda proteica de aproximadamente 60 kDa de peso molecular.

Por tltimo, en un intento de caracterizar las proteinas dentinarias extraidas, se sometieron a

una inmunoelectroforesis, enfrentandose con antisuero humano total. De esta manera, se podria

conocer si alguna de las proteinas aisladas eran inmunologicamente compatible con las

proteinas séricas, maxime porque el peso molecular de la proteina hallada en los extractos E
era muy proximo al de la albiimina bovina. En ningiin caso, tanto de los extractos G(GlyQG2)
como de los E, se pudieron detectar bandas de precipitacion con ninguna de las proteinas

mayoritarias séricas presentes en el antisuero humano.
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Figura 15.- Cromatograma correspondiente a los extractos EDTA de un pool de dientes de exodoncias
recientes. Los extractos E se diluyervn en un buffer Tris-HCI 20 mM (pH 7.4) y fueron cromatografiados
en una columna de DEAE-Sepharose a 4°C. Tras la aplicacion de la muestra, la columna se eluy6 con un
gradiente lineal de 0.4 2 0.8 M de C!Na en el mismo buffer (volumen total = 200 ml y un fluje de 30 mi/h).

El cromatograma presenta 4 picos mayoritarios, apareciendo ¢l primero antes de comenzar el gradiente

lineal con CINa.




Figurs 16.- SDS-PAGE electroforesis de las fracciones proteicas correspondiestes a los picos
mayoritarios tras la aplicaciéa del gradiente limeal de CINa. En las calies 2 y 3 se desarrolieron Ias
fracciomes proteicas obtemidas em los dos primeeros picos tras el gradiente. En la calle 4 y 5 se desarrolié
el iltimo y més predominante pico obtesido en el cromstograma. La calle 1 corresponde a los
esthndars de peso molecular.




Figura 16.- SDS-PAGE electroforesis de las fracciones proteicas correspondieates a los picos
mayoritarios tras Is aplicacién del gradiente lineal de CINa. En las calles 2 y 3 se desarrollaron las
fracciones proteicas obtenidas en los dos primeros picos tras el gradiente. En la calle 4 y 5 se desarrollé

el iltimo y més predominante pico obtemido en el cromatograma. La calle 1 corresponde a los

estindars de peso molecular.
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Figura 17.- Cromatograma corrcspondiente a los extractos de EDTA de un pool de dientes procedentes de
restos esqueletizados. Las condiciones cromatogrificas son 1as mismas que las descritas en la figura 15. En
este caso, el cromatograma presenta dos picos mayoritario, habiéndose obtenido el primero antes de Ia

aplicacidn del gradiente lineal de CiNa.
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desarroliarom em las calles 1, 2 y 3; y en Ia calie 4 la obtenida antes del imicio del gradiente. La calle S

corresponde a los estindars de peso molecular.




Figura 18.- SDS-PAGE electroforesis de las fracciomes proteicas correspondientes a los dos picos

mayoritarios obtesidos en el cromatograma. Las diferemtes fracciomes eluidas después del gradiente se
desarrolisron en las calles 1, 2y 3; y en la calle 4 la obtenida antes del inicio del gradiente. La calle S

corresponde a los estindars de peso molecular.
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4. CAMBIOS DE LAS PROTEINAS DENTINARIAS CON EL ENVEJECIMIENTO

4a. Proteinas no coligenas presentes en los extractos de guanidina y EDTA

Una vez optimizadas las condiciones experimentales y conocidos los patrones proteicos de los

distintos extractos de dentina humana, nos propusimos analizar los cambios que las proteinas

mayoritarias separadas por técnicas de electroforesis, sufrian con el envejecimiento.

La muestra consistio en 24 piezas dentarias individuales de diferentes sujetos, todos eillos

molares, en el nimero y porcentaje que se presenta en la tabla siguiente:

Tabla 3. Distribucién de frecuencias de las piezas dentarias de exodoncias recientes

Pieza nimero Niimero Porcentaje
cAS0S

16 3 125

17 83
18 8.3

26 0.0

12.5




Las muestras correspondian a sujetos de distintas edades, de tal forma que se organizaron en
cuatro grupos , con 6 casos cada uno, tal y como se ha explicado con detalle en el capitulo de
material y métodos. Por una parte, se procedi6 a la determinacion de la gelatinasa y otras
proteinas con actividad gelatinolitica en los extractos de guanidina (G1 y G2) de las piezas
procedentes de los 24 individuos de distintas edades. Ademas de esta enzimografia, se

desarrollaron electroforesis convencionales para estudiar las proteinas extraidas con EDTA.

Las figuras 19 a 22 recogen los enzimogramas de los extractos Gl de piezas dentarias
individuales en los cuatro grupos de edad (Figura 19= Grupo I; Figura 20= Grupo II; Figura
21= Grupo III; Figura 22= Grupo IV). En el primer grupo de edad (sujetos con menos de 20
aitos de edad) tal y como se puede ver en la figura 19, se detectaron miltiples formas de
enzimas gelatinoliticas. Las principales bandas de actividad proteolitica se detectaron a 66 y
59 kDa de peso molecular, siendo identificables por su peso molecular con las formas latente
y activa de la gelatinasa, respectivamente. En algunas muestras aparecen bandas de actividad
gelatinolitica de pesos moleculares mas bajos (aproximadamente 30 kDa). Este tipo de patrén
gelatinolitico se mantiene en el segundo grupo de edad (figura 20), para comenzar a cambiar
parcialmente en el grupo III y mostrar algunos hallazgos diferenciales en el grupo IV, es decir,
en sujetos de mas de 61 afios de edad. Como se aprecia en la figura 22, en las muestras 7y 15,
correspondientes a las calles 2 y 5, se encontré una banda con actividad proteolitica a

aproximadamente 54 kDa, es decir, inmediatamente por debajo de la forma activa de la

gelatinasa. Solo en un caso del grupo I (figura 21, muestra n° 5, calle 2) se detectd la misma

banda a ese peso molecular.
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muestras que se desarroliaron en este gel corresponden a los sujetos pertenecientes al grupo I de edad,
es decir, menores de 20 afics. Las muestras »° 1, 2, 10, 14 y 23 se desarroliaron cu las calles 2, 3,4,5y 6
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corresponde 2 Ia forma activa de Ia gelatinesa, de 59 kDa de peso molecuiar. En ¢l resto de las calies se

afiadieron comcentraciomes creciemntes del mismo estindar. La calle 1 corvespoade a los estindars de
peso molecular.




Figura 19.- Emzimograma de los extractos G1 de dientes individuales de exodomcias recientes. Las
muestras que se desarrollaron en este gel corresponden a los sujetos pertenecientes al grupo I de edad,

es decir, menores de 20 afios. Las muestras n° 1, 2, 10, 14y 23 se desarroliaron en las calles 2,3, 4,8y 6

respeetivulelte.ElhsuluT,SJyll)sedeurmlldeleﬂh(hrdehgehthaudeﬂkﬂn.denl

manera que en la calle 7 aparece Ia forma latente de la gelatinasa con un peso molecular de 66 kDa,
representando aproximadamente el 5% del total de la actividad gelatinolitica. El 95% restante
corresponde a la forma activa de la gelatinasa, de 59 kDa de peso molecular. En el resto de las calles se
afiadieron comcentraciomes crecientes del mismo esténdar. La calle 1 corresponde a los estindars de
peso molecular.




Figerz 20.- Emzimograma de los extrictos G1 de dientes procedentes de exodoacias recieates. Las
muestras corresponden a los sujetos pertemecieates al grupo 11 de edad (21-49 afios), excepio ka n® 13

que pertenece al grupo L Las muestras n° 3, 4, 12, 13, 17 y 20 se desarroliaron en las calles 2,3, 4, 5,6 y
TWh.l-uhlySMaerdehm&nﬂh.thah
estindars de peso molecular.




Figura 20.- Enzimograma de los extractos G1 de dientes procedentes de exodoncias recientes. Las

muestras corresponden a los sujetos pertenecientes al grupo II de edad (21-40 afios), excepto la n° 13

que pertenece al grupo L Las muestras n° 3, 4, 12, 13, 17 y 20 se desarroliaron en las calles 2,3,4, 5,6y

7 respectivamente. Las calles 1 y 8 corresponden al estindar de Ia gelatinasa de 72 kDa, y ks 9 a los

estindars de peso molecular.
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desarroliaron desde las calles 2 a la 7 corresponden a sujetos que pertemecen al grupo III de edad (41-
wllocyhlullulyleorrupondenaluﬂuhrdehphﬂunde?lkbmyh9ahuﬂﬁdlude

peso molecular.




Figura 21.- Enzimograma de los extractos G1 de dientes de exodoncias recientes. Las muestras que se

desarroliaron desde las calles 2 a la 7 corresponden a sujetos que pertenecen al grupo III de edad (41-
60 afios). Las calles 1y 8 corresponden al estindar de la gelatinasa de 72 kDa, y |2 9 a los estindars de
peso molecuiar.




Figura 22.- Enzimograma de los extractos G1 de dientes individuales de exodoncias recientes. Las

muestras que se desarrollaron en este gel desde las calies 2 a In 7, corresponden a los sujetos
pertenecientes al grupo IV de edad, es decir, mayores de 66 afios. La calle 1 corresponde al estindar
de ia gelatinasa de 72 kDa.
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Figura 22.- Enzimograma de los extractos G1 de dientes individuales de exodoncias recientes. Las
muestras que se desarrollaron en este gel desde las calles 2 a la 7, corresponden a los sujetos
pertenccientes al grupo IV de edad, s decir, mayores de 60 afios. La calle | corresponde al estindar
de la gelatinasa de 72 kDa.




Posteriormente se analizaron los extractos G2 de las mismas muestras y en idénticas
condiciones que los extractos G1. Las figuras 23 a 26 muestran los enzimogramas de los
extractos G2 para los cuatro grupos de edad. En el grupo de menos de 20 afios, se presento
un patrén de actividades gelatinoliticas bastante parecido al encontrado para las mismas

muestras y los extractos G1 (figura 23). Sin embargo, conforme se avanza en la edad del

sujeto, y sobre todo cuando se trata de sujetos de mas de 61 afios de edad, practicamente no

se detectd actividad proteolitica de ningun tipo como se puede ver en las figuras siguientes

(figura 25 y 26).
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Figura 23.- Enzimograma de los extractos G2 de dientes individuales de exodoncias recientes. Las

muestras que se desarrollaron desde la calle 1 a la S corresponden a sujetos pertenecientes al grupo 1 de

edad (menores de 20 alios). La calle 6 corresponde al estizdar de la gelatinasa de 72 kDa.
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de edad (21-40 afios). La calle 7 corresponde al esténdar de gelatinasa de 72 kDa.




Figura 24.- Enzimograma de los extractos G2 de dientes individuales de exodoncias recientes. Las

muestras que se desarrollaron desde las calles 1 a la 6 corresponden a sujetos pertenecientes al grupo 1
de edad (21-40 aios). La calle 7 corresponde al esténdar de gelatinasa de 72 kDa.
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Figura 25.- Enzimograma de los extractos G2 de dientes individuales de exodoncias recieates. Las

muestrasqusedmrrolhroaenestegeldudelnuneslnlaScormpoldellsqjetuperteucienm

al grupo 111 de edad (41-60 ados). La calle 6 corresponde al estindar de la gelatinass de 72 kDa.




Figura 26.- Enzimograma de loe extracios G2 de dientes individusles de exodoncias recientes. Las

muestras que se desarrollarom en este gel, desde las calles i a In 6 corresponden a sujetos
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buffer de muestra, y en In calie 9 ¢l estimdar de peso molecular.




Figura 26.- Enzimograma de los extractos G2 de dientes individuales de exodoacias recientes. Las

muestras que se desarrollaron em este gel, desde las calles 1 a la 6, corresponden a sujetos
pertenecientes al grupo IV de edad, es decir, mayores de 60 afios. En las calles 7 y 8 sblo se ailadié

buffer de muestra, y e la calle 9 ¢l estindar de peso molecular.




Por ultimo, se realizaron desarrollos electroforéticos convencionales de los extractos E de
todas las muestras individuales de sujetos de distintas edades. Las muestras se analizaron
siguiendo el mimero de identificacion y los resultados obtenidos se presentan en las figuras 27

a 30. Llama la atencion la presencia, en la mayoria de las muestras de una banda mas intensa

y predominante de un peso molecular aproximado de 60 kDa, con una reaccion positiva a los

colorantes acidicos del tipo del stains-all.




Figura 27.- SDS-TAGE electroforesis de los extracios de EDTA de dientes individusles de exodoncias

recientes. Las muesiras de los extractos E1 que se desarroliaron ea este gel se colocaron de manera
comsecutiva, es decir, las calles de la | 2 Ia 3 corresponden a las muestras n® 1,2y 3; ylns calies deln §
a la 8 a lns muestras »° 4, 5, 6 y 7, respectivamente. La calle 4 corresponde a los estdndars de peso
molecular.




Figura 27.- SDS-PAGE electroforesis de los extractos de EDTA de dientes individuales de exodoncias
recientes. Las muestras de los extractos E1 que se dessrrollaron en este gel se colocaron de manera

consecutiva, es decir, las calles de Ia 1 a la 3 corresponden a lns muestiasn® 1,2y 3; y las callesdela §

ala 8 a las muestras n° 4, 5, 6 y 7, respectivamente. La calle 4 corresponde a los estindars de peso

molecular.




Figura 28.- SDS-PAGE electroforesis de los extractos EDTA de dientes individuales de exodoncias

recientes. Las muestras de los extractos E1 gae se desarroliaron em este gel corresponden s las
muestras »° 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14, respectivamente. La calie 4 corresponde a los estindars de peso
molecular.




Figura 28.- SDS-PAGE electroforesis de los extractos EDTA de dientes individuales de exodencias

recientes. Las muestras de los extractos E1 que se desarrollaron en este gel corresponden a las

muestras n° 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14, respectivamente. La calle 4 corresponde a los esténdars de peso
molecular.




Figura 29.- SDS-PAGE electroforesis de los extractos EDTA de dientes individuales de exodomcias
reciemtes. Los extracto E1 que se desarroliaron em este gel corresponden a Ias muestras »° 15, 16, 17,
18,19, 20 y 21. La calle 4 corresponde a los estindars de peso molecular.




Figura 29.- SDS-PAGE electroforesis de los extractos EDTA de dientes individuales de exodoncias

recientes. Los extracto E1 que se desarrollaron en este gel corresponder a lus muestras »° 15, 16, 17,

18,19, 20 y 21. La calle 4 corresponde a los estindars de peso molecular.




Figura 30.- SDS-PAGE electroforesis de los exiractos EDTA de dientes individuales de exodoncias

recientes. Las calles 1, 2y 3 corresponden a los extractos E1 de las muestras n° 22, 23 y 24. En |a calle
4 se han desarroliado los estindars de peso molecular.




Figura 30.- SDS-PAGE electroforesis de los extractos EDTA de dientes individuales de exodoncias

recientes. Las calles 1, 2 y 3 corresponden a los extractos E1 de Ias muestras n° 22, 23 y 24. En la calle

4 se han desarroliado los estéadars de peso molecular.




4b. Determinacién de la deoxipiridinolina de la dentina humana

La cuantificacion de la concentracion de deoxipiridinolinas en dientes individuales a partir del
tejido dentinario se llevé a cabo en los extractos E y en los extractos G2, de cada una de las
piezas analizadas. El procedimiento ha sido descrito en la seccion 4a del capitulo de material
y métodos de la presente memoria. Los extractos fueron sometidos a un procedimiento de
hidrélisis enzimatica para la solubilizacion del coligeno y posteriormente se procedio a la
cuantificacion de las cadenas no reducibles del colageno, en concreto la deoxipiridinolina,

mediante un enzimainmunoanalisis.

Los valores medios de deoxipiridinolinas en pg/ml en los extractos E y su porcentaje en
relacion al total de proteinas dentinarias en dichos extractos, se presentan en la tabla 4,
mientras que la tabla siguiente (tabla 5) muestra los resultados para estos parametros en el caso

de los extractos G2 (extractos de guanidina tras la desmineralizacion de la dentina con

EDTA). Como puede comprobarse, los valores absolutos de deoxipiridinolina son diferentes

en uno y en otro extracto, resultando el dobie en el extracto G2 en comparacion con el E ( %
en extractos E =10.88 pg; < en extractos G2 =27.92). Si los datos se expresan en funcion de
la concentracion de proteinas, el porcentaje de deoxipiridinolinas detectado es précticamente
del mismo orden en uno y otro extracto ( X de porcentajes en los extractos E =1 1.32; x de

porcentajes en los extractos G2=9.16).




Tabla 4, Valores medios de deoxipiridinolina (ug/ml) y relacién con las proteinas dentinarias totales en
extractos E.
_PARAMETRO E - aale
Deoxipiridinolina pg/ml extracto E 10.88 +3.76
% deoxipiridinolina/total proteinas extracto E 11.32 £2.50

Tabla 5. Valores medios de deoxipiridinolina (ug/ml) y relacién con las preteinas dentinarias totales en

extractos G .

[ __PARAMETRO

Deoxipiridinolina pg/ml extracto G2 27.92 +8091

% deoxiniﬁdinolinaltotal nroteinas extracto G2 9.16 £4.47

Ademas, las dos variables, la cantidad de deoxipiridinolina en los extractos E y en los extractos
G2 para cada muestra, se relacionaron en un sentido positivo entre si, de tal forma que una
aumenta con relacion a la otra, ajustandose significativamente a una linea recta, con un valor
para r = 0.7155, significativo para p < 0.01 (t ., = 4.69; 21 g.1.). La representacion grafica de

dicha recta con su ecuacion se presenta en ia figura 31.

Para una mejor interpretacion de los resultados, optamos por la realizacion de una serie de

factores de relacion de la deoxipiridinolina en los dos extractos analizados (E y G2), en
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concreto se procedio a la suma y al cociente de dichos parimetros. Las medias y las
desviaciones estandars de los cuatro factores de relacion estudiados en el conjunto de la

muestra se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Valores medios de los distintos factores de relacién entre la deoxipiridinolina en los extractos

E y extractos G de muestras individuales de dentina humana.

Parametro
Deoxi E+ Deoxi G2 10.02 £+ 3.01

Deoxi E/ Deoxi G2 081 = 0.21

% deoxi E*+% deoxi G2* 2070 + 5.78

% deoxi E*/% deoxi G2* 1.51 = 0.72
* Los porcentajes de deoxipiridinolina se calcularon en relacion al total de proteinas de los respectivos

extractos.

En ultimo lugar, se realizo un analisis de regresion lineal entre cada una de las variables
analizadas y la edad del sujeto, para asi poder conocer si existia 0 no relacion entre ellas. Por
su interés y trascendencia, se presentan los resuiiados significativos de las relaciones lineales
entre las distintas variables, representandose las rectas de regresion y sus ecuaciones
correspondientes en las figuras que siguen. La figura 32 representa ia relacion lineal positiva
entre la deoxipiridinolina en pg en los extractos E y la edad del individuo (r = 0.5306, t ., =

293 (22 gl) p < 0.01). La relacion entre la suma de la cantidad de deoxipiridinolina en los

extractos E y G2 con la edad se muestra en la figura 33 (r = 0.4294,t ., =2.178 (21 gl)p <

0.05). Por tltimo las figuras 34 y 35 representan las rectas correspondientes a las relaciones
entre los factores cocientes (valores absolutos de deoxipiridinolina en ambos extractos y los

valores porcentuales con relacion al total de proteinas) incluyéndose en las figuras las
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ecusciones de las rectas con unos valores de r que fueron significativos en ambos casos (Figura

34:r=04989,t ., =2.63 (21 gl)p < 0.05; Figura 35: r = 0.63005, t ,, =3.71 (21 gl)ps

0.01).

Ademas, se realizé un analisis de la varianza de una via (ANOVA 1) para la comparacion de
los factores de la deoxipiridinolina en los distintos extractos (E y G2) y los cuatro grupos de
edad. Este tipo de analisis permite detectar las diferencias entre los valores medios, para una
variable determinada y los distintos grupos de edad. En la tabla 7 se exponen los valores
medios y las desviaciones estandars para los cuatro factores de relacion de las variables y los
grupos de edad. Se detectaron diferencias estadisticamente significativas en los dos casos en
los que se emplearon los valores porcentuales de la deoxipiridinolina en los extractos E y G2
con relacion al total de las proteinas, cuando se estudiaron por grupos de edad. En estos dos
casos se procedio a un analisis de las comparaciones entre grupos, pudiéndose demostrar en

ambos que las diferencias significativas se encontraban al comparar el grupo 1 de edad con el

grupo IV.

Tabla 7. Valores medios de distintos factores de relacién entre la deosxipiridinolina en los extractos E y

extractos G en distintos grupo de edad.

Deoxi E+ Deoxi G2

866+ 1.64

9.09+257

10.55+ 3.56

11.91 £ 3.57

Deoxi E/ Deoxi G2

0.64+0.13

085+ 0.16

0.78 £ 0.25

09+ 0.19

% deoxi E*+% deoxi G2*'

26.28 + 5.98

20.58 +4.48

1732+4.16

18.04 + 4.49

% dcoxi E*/% deoxi G2**

1.06 + 0.44

119+ 0.18

1.78 £ 0.89

2.06+ 0.80

*+ Los porcentajes de deoxipiridinolina se calcularon en relacion al total de proteinas de los respectivos

extractos. Todos los valores representan la media + D.E., de 6 casos por cada grupo. Diferencias significativas

entre grupos de edad: ' Fo, =4.0392(3,19gl)p< 005,y ? Fp=3.3328(3,19gl)p< 0.05.
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Figura 31.- Relacién significativa entre la deoxipiridinolina en los extractos E (ug) y los extractos

G2 (ug).
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Figura 32.- Relacién significativa entre la deoxipiridinolina en los extractos E y la edad del

individuo.




Deoxipiridinolina (pug)
Extractos E + G2 y =7.182 + 0.068x
r=0,4294 ; n= 23 ; p<0.0%
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Figura 33.- Relacién significativa entre la suma de la deoxipiridinolina (1g) en los extractos E y

G2,y la edad del individuo.
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Figura 34.- Relacién significativa entre el cociente de los valores absolutos de deoxipiridinolina en

los extractos E y G2 y la edad del individuo.
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Figura 35.- Relacién significativa entre el cociente de los porcentajes de deoxipiridinolina en los

extractos E y G2 y la edad del individuo.




V. DISCUSION




La estimacion de la edad de un cadaver reciente, asi como el establecimiento preciso
de la data de restos dseos esqueletizados, son problemas de indole médico-legal que se
complementan con el asesoramiento de otras ciencias como la antropologia forense, la

odontologia forense o la biologia forense.

Este trabajo aporta una contribucion original al progreso de la odontologia forense ya que se
ha llevado a cabo por primera vez, un estudio de la biologia y bioquimica de la dentina humana
con aplicaciones forenses. Las particularidades de este tejido y su posible utilidad como indicio
biolégico han quedado ampliamente justificadas en la introduccion de esta memoria. Los datos
encontrados en la presente investigacion, en lo que se refiere a las proteinas colagenas y no
colagenas detectadas en la dentina humana deben someterse a una discusion, desde una

perpectiva médico-legal, en la busqueda de resultados utiles en la practica forense.

Dos capitulos se desarrollan independientemente en la presente discusion. El primero hace

referencia a los hallazgos originales de la presencia de metaloproteasas en la dentina humana

y su utilidad en el establecimiento de la edad dentaria del sujeto. En el segundo se discuten los

resultados en relacion a otras proteinas que se obtienen tras la desmineralizacion de la pieza
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dentaria. Se incluye igualmente la discusion de los datos obtenidos con la deoxipiridinolina,
cadena no-reducible del colageno, en la dentina humana y su utilidad para la estimacion de la

edad.

1. LAS METALOPROTEASAS EN LA DENTINA HUMANA

Las metaloproteasas son enzimas capaces de degradar la matriz extracelular, estando presentes
en multitud de tejidos, de distintas especies animales, incluyendo la humana (Overall, 1991;
Matrisian, 1992; Birkedal-Hansen y cols., 1993). Se han descrito nueve tipos de
metaloproteasas, clasificadas en tres grupos principales: las colagenasas, las gelatinasas (una
de 72 kDa y otra de 92 kDa) y las estromelisinas (Overall, 1991; Birkedal-Hansen y cols.,
1993; Overall, 1994). De todas ellas quiza sean las gelatinasas, de 72 kDa y de 92 kDa, las que

mas se han estudiado. Ambas proteinas degradan de forma especifica las cadenas alfa del

colageno desnaturalizado (gelatina), y hasta el momento presente se sabe que son secretadas

por fibroblastos de la piel, queratinocitos, condrocitos, células endoteliales, monocitos y
osteoblastos, entre otras células, tal y como ha sido ampliamente expuesto en la Introduccion
de esta memoria. También se ha descrito que las gelatinasas degradan el colageno tipo IV
soluble (Salo, Liottay Tryggvason, 1983, Salo, Turpeenniemi-Hujanen y Tryggvason, 1985);
observacion que refuerza la hipotesis del papel de estas enzimas en la degradacion de la
membrana basal y por tanto, se ha relacionado con la capacidad expansiva, invasiva y

metastasica de las células tumorales.

Las investigaciones llevadas a cabo sobre la presencia de metaloproteasas en el tejido
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mineralizado humano se refieren sobre todo al hueso y a la posible funcién que desempefian
estas enzimas en el desarrollo y remodelacion de la estructura 6sea ( Fleniken y Williams,

1990; Vaes, Delaisse y Eeckhout, 1992; Birkedal-Hansen y cols., 1993)

Con respecto a los tejidos dentarios, se han relacionado las gelatinasas con el desarrollo
dentario, al comprobar la existencia de ambas gelatinasas (72 y 92 kDa) en los gérmenes
dentarios humanos (Heikinheimo y Salo, 1995). Ademas, se ha propuesto que las
metaloproteasas puedan estar implicadas en los procesos de mineralizacion dentaria,
habiéndose detectado enzimas con actividad gelatinolitica en el esmalte bovino, porcino y de
rata (DenBesten y Heffernan, 1989; Ishiguro y cols., 1994) asi como en el humano (Overall

y Limeback, 1988).

En la dentina porcina se han detectado proteinas con actividad gelatinolitica (Fukae, Kaneko
y Shimizu, 199i; Fukae, Tanabey Yamada, 1994), mientras que en la dentina humana no se
ha podido aun establecer con absoluta certeza la presencia de metaloproteasas, existiendo tan
solo los estudios preliminares realizados recientemente en dentina humana (Martin de las
Heras, Valenzuela, Villanueva, Overall, 1997) en los que se sugiere la presencia de proteinas

con actividad gelatinolitica.

La dentina a diferencia del hueso, es un tejido estable metabolicamente, que no se ve sometido
practicamente a procesos reabsortivos y formativos una vez concluido su desarrollo. Por
consiguiente, una vez que la dentina se ha formado, las modificaciones que se producen en su
matriz organica estarin relacionadas con otro tipo de factores entre los que quizés los

vasculares sean los mas importantes. La obliteracion paulatina de la camara pulpar por

aposicion y formacién de dentina secundaria, producira fenomenos de hipoxia/isquemia que
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se traduciran en alteraciones de la matriz organica de la dentina. Este tipo de acontecimientos

deben reflejar el envejecimiento de la pieza dentaria.

Debido a que una de las funciones principales de las metaloproteasas consiste en degradar
algunos componentes de la matriz organica, parece justificado estudiar estas enzimas

proteoliticas y sus cambios para el establecimiento de la edad.

1a. Deteccion e identificacion de metaloproteasas en la dentina humana

En el presente trabajo tuvo que llevarse a cabo la adaptacion de un procedimiento de
extraccion secuencial que nos permitiera obtener un fraccionamiento selectivo de las proteinas
de la dentina humana. Tras el fraccionamiento proteico se modifico una técnica enzimografica,
que perseguia la deteccion e identificacion de proteinas con actividad gelatinolitica en el tejido

dentinario y que aun no habian sido descritas en la dentina humana.

El procedimiento de extraccion empleado, modificacion de los propuesios por Linde, Bhown
y Butler (1980), Rahima y Veis (1988) y Nagata y cols., (1991), permitia la obtencion de tres
extractos consecutivos de fracciones proteicas: extractos de guanidina (Gl), extractos
obtenidos en la desmineralizacion de las piezas dantaria con EDTA (E), y extractos de

guanidina en las piezas desmineralizadas (G2).

Los resultados obtenidos en los enzimogramas nos permiten decir que se detecto actividad

gelatinolitica en los extractos Gl y G2 de la dentina humana, mientras que no se encontro

ninguna actividad en los extractos EDTA (Figuras 7 y 10). La ausencia de actividad
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gelatinolitica en los extractos EDTA puede deberse a que los agentes quelantes interaccionan
con el zinc, y como éste es un elemento imprescindible para la activacion de la enzima, se
origina una potente inhibicion de las metaloproteasas (Birkedal-Hansen y cols., 1993). Sin
embargo, la adiccién de una solucion 2 mM de ZnSO, en el medio de incubacion de la
gelatinasa para conseguir la reactivacion de la enzima, no alter6 este resultado (Overall,

comunicacion personal).

La siguiente cuestion que se nos planteo se refiere a la deteccion de enzimas con actividad
gelatinolitica antes y después de la desmineralizacion de la pieza dentaria; extractos G1 y G2,
respectivamente. En concreto, las enzimas presentes en los extractos G2 estarian inmersas en
la trama mineral de la dentina y por tanto, se detectarian al solubilizar los extractos
desmineralizados en un medio adecuado. El hecho de que se hayan detectado metaloproteasas
en los extractos G2 de la dentina, nos induce a pensar que estas proteinas estén implicadas en

los procesos de mineralizacion de la pieza dentaria.

La identificacion de las enzimas con actividad gelatinolitica se llevo a cabo empleando una
técnica de enzimografia que suponia la adicion de gelatina en el gel, sustrato especifico pero
no exclusivo de las gelatinasas, ya que también actuan sobre ella otro tipo de metaloproteasas
como las colagenasas y las estromelisinas. Junto a la capacidad proteolitica sobre el sustrato,
la identificacion se puede hacer al conocer el peso molecular de la proteina. Con esta finalidad

en cada enzimografia se incorpor6 una mezcla de proteinas (estandars) de pesos moleculares

conocidos. Disponiamos ademas de un estandar para la gelatinasa de 72 kDa, faciltado por el

Dr. Overall, de la Universidad de la Columbia Britanica en Vancouver (Canada). El estandar
se obtuvo a partir de células de osteosarcoma de rata que habian sido cultivados en presencia

de concanavalina A. El desarrollo por enzimografia de dicho estandar permite visualizar las dos

162




Discusion

formas de la gelatinasa: la forma latente de un peso molecular aproximado de 66 kDa y la

forma activa de la enzima de 59 kDa.

Nuestro estudio permitio la identificacion indubitada de la gelatinasa de 72 kDa en la dentina
humana. Aunque no fue posible la certeza absoluta en lc ;.e se refiere a la identificacién del
resto de las metaloproteasas detectadas, estudiando su peso molecular hemos podido obtener
una informacion suficiente sobre los patrones y tipos de estas proteinas gelatinoliticas en la
dentina humana. Por el desarrollo conjunto de estandars de peso moleculares conocidos, hemos
detectado bandas de actividad gelatinolitica con pesos moleculares compatibles con la
gelatinasa de 92 kDa, la colagenasa intersticial de 53 kDa y la estromelisina tipo I de 54 kDa,
ademas de otras fraciones de pesos moleculares menores que podrian corresponder con
productos de degradacion de las gelatinasas. Estos estudios podrian complementarse en el
futuro mediante la realizacion de técnicas enzimograficas en las que se incorporaran otro tipo
de sustrato diferente a la gelatina como la caseina o la fibronectina, seleccionandose asi las
enzimas que actian sobre estos compuestos. En union a estas técnicas se podrian utilizar
activadores o inhibidores especificos de las distintas metaloproteasas (Birkedal-Hansen y cols.,
1993). Por ultimo, la identificacion se podria completar mediante el empleo de técnicas de
western-blot, enfrentando las proteinas transferidas en membranas con anticuerpos especificos

marcados para permitir asi su visualizacion.

Todo lo anteriormente expuesto hace referencia a las proteinas obtenidas de dientes

individuales de exodoncias recientes. Cuando se analizaron muestras procedentese de un pool

de dientes de restos esqueletizados, los patrones de proteinas proteoliticas fueron diferentes.

De hecho, no se detectd actividad gelatinolitca en los rangos de pesos moleculares
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correspondientes a las metaloproteasas discutidas. Tan sélo pudo ser observada una banda con
actividad gelatinolitica de poca intensidad en el frente de migracion electroforética (figura 14).

1b. Patrones de proteinas con actividad gelatinolitica con relacién a la edad del

individuo

Los extractos de guanidina (G1) de muestras de dentina procedentes de piezas dentarias de
exodoncias recientes de 24 individuos de distintas edades, fueron analizadas por enzimografia
con gelatina. En las muestras de sujetos del grupo I, aquéllos que tenian menos de 20 aiios, se
detectaron bandas de actividad gelatinolitica (figura 19) que se identificaron como gelatinasa
de 72 kDa, siendo predominante la expresion en su forma activa (59 kDa). En algunas
muestras, de este grupo, aparecen bandas de actividad gelatinolitica a pesos moleculares mas
bajos (aproximadamente 30 kDa), que son compatibles con fragmentos degradados de la

gelatinasa.

En el grupo 11, correspondiente a sujetos entre 21 y 40 afios (figura 20), se puede apreciar en
la mayoria de las muestras la forma activa de la gelatinasa de 72 kDa, mas formas degradadas
de la enzima a menores pesos moleculares. En este grupo aparece, sin embargo, en alguna de
las muestras, una banda difuminada, poco nitida, que se puede estimar se encuentra a

aproximadamente 90 kDa y que presumiblemente podria ser la geiatinasa de 92 kDa.

Este patron proteolitico comienza a cambiar a partir del grupo III (sujetos entre 41 y 60 afios

de edad) tal y comio se ve en la figura 21.En lineas generales, en este grupo de edad, la forma

activa de la gelatinasa se ha detectado en un menor numero de casos, en comparacion con los
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dientes de sujetos de menos de 40 afios. Ademas, se detecté en un solo caso una banda
gelatinolitica de peso molecular aproximado de 54 kDa, que podria corresponder a la
colagenasa (intersticial) o a la estromelisina tipo 1, no habiendo aparecido en los grupos

anteriores.

E! ultimo grupo (mayores de 61 afios) presenta un patron parecido al anterior en el que se
detecta de forma mas marcada y en mayor numero de casos, la presencia de la banda
gelatinolitica compatible con la colagenasa o la estromelisina (figura 22). También se pueden
identificar en este grupo de edad, aunque con una intensidad menor, las formas de gelatinasa
activa y latente, formas degradadas de la enzima, y por ultimo, el patrén difuso a 90 kDa de

peso molecular.

Estos patrones proteicos detectados en los extractos G1, no se reprodujeron en su totalidad
cuando se analizaron los extractos G2, tanto para la gelatinasa de 72 kDa como para el resto
de metaloproteasas. En el grupo I de edad la forma activa de la gelatinasa de 72 kDa se
presento de manera predominante en todas las muestras (figura 23) para ir reduciendo su
presencia con la edad (figuras 24) y desaparecer cualquier tipo de actividad gelatinolitica en
las muestras de sujetos mayores de 41 afios (figuras 25 y 26). En ninguno de los grupos se
detectaron bandas de actividad gelatinolitica de pesos moleculares compatibles con la

colagenasa intersticial, estromelisina tipo I o gelatinasa de 92 kDa.

Tras el analisis de estos resultados se pueden plantear diversas cuestiones relacionadas con el

patrén y localizacion de estas proteinas, con actividad gelatinolitica, en la dentina humana y el

envejecimiento del sujeto. El hecho de encontrar patrones diferentes de actividad gelatinolitica

en los extractos G1 y G2 de la pieza dentaria, sugiere una localizacion y posible implicacion
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funcional de estas proteinas en el tejido dentario. El conocimiento de los patrones proteicos
obtenidos tras la desmineralizacion de la pieza (G2), nos aporta informacion sobre los cambios
producidos en las proteinas implicadas en la trama mineral de dicho tejido. Dos son las
conclusiones que se pueden obtener en este sentido; una de ellas es el predominio de la
gelatinasa de 72 kDa en sujetos jovenes y la otra, la ausencia de actividad de dicha enzima en
sujetos mayores de 40 afios. Por consiguiente, aunque se desconocen las funciones especificas
de estas proteinas en este tejido, el hecho de que aparezca en gente joven nos induce a pensar
la relacion que debe existir entre esta proteina y la presencia de una matriz extracelular mas
extensa en estos sujetos. De hecho, los estudios morfologicos clasicos de piezas dentarias
humanas corroboran el aumento de la trama mineral en sujetos mayores al incrementarse la
formacion de dentina secundaria y dentina transparente. Ademas, cabe destacar la ausencia en
los extractos G2 de todas las muestras de proteinas con actividad gelatinolitica diferentes a la

gelatinasa de 72 kDa.

La segunda aportacion de interés para el conocimiento de los cambios ocurridos en los
patrones de actividad gelatinolitica, se obtiene del analisis de los resultados de los extractos
G1. La presencia mayoritaria de la forma activa de la gelatinasa de 72 kDa en el primer grupo
de edad es indicativa de la mayor funcionalidad de esta enzima en sujetos jovenes. Ademas, la
aparicion de otras formas de metaloproteasas como la colagenasa intersticial, estromelisina tipo
I y la gelatinasa de 92 kDa en individuos mayores de 40 aiios, es sugerente de la produccion

de cambios en los componentes de la matriz organica de la dentina humana con el paso de los

afios, posibilitando la aparicion de nuevos sustratos especificos sobre los que actuarian estas

enzimas. No existen datos en la literatura cientifica que nos permitan contrastar estos

resultados.
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Estos hallazgos tienen, a nuestro entender, una doble trascendencia. De una parte nos permite
contribuir al conocimiento de la bioquimica de la dentina humana al haberse detectado enzimas
proteoliticas, del tipo de las metaloproteasas, en este tejido, heche que hasta el momento
presente no habia sido observado. Ademas, las modificaciones de los tipos y caracteristicas de
las metaloproteasas en la dentina humana con la edad del sujeto suponen una aportacion
indiscutible al establecimiento de la edad dental del sujeto y , en Gltima instancia, a la edad

cronologica del mismo.

2 PROTEINAS EXTRAIDAS EN LA DESMINERALIZACION CON EDTA DE LA

DENTINA HUMANA

El proceso de extraccion de las proteinas dentinarias implica la desmineralizacion del tejido con
EDTA a alta concentracion, de tal forma que el quelante se une con el calcio de la
hidroxiapatita de la dentina liberandose asi las proteinas que estan unidas intimamente a la
trama mineral. Se perseguia obtener un extracto formado por proteinas que se encontraran en
intima relacion con la fase mineral, y que estuviera presumiblemente compuesto de forma

mayoritaria por la fosfoproteina altamente fosforilada.

Las proteinas no colagenas més zbundantes en la dentina de todas las especies animales son las
fosfoproteinas. La mayoria de los trabajos de investigacion sobre este tipo de proteinas
dentinarias se han llevado a cabo en la especie bovina y en los roedores, no existiendo

practicamente ninguna investigacion que haya abordado el analisis en el humano. Como ya ha

quedado ampliamente descrito en la introduccion, la fosfoproteina altamente fosforilada (PP-H)
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es exclusiva del tejido dentario no habiéndose detectado en el hueso (Linde, 1988; Veis, 1985).

Se acepta que una funcion prioritaria de la fosfoproteina sea su participacién en los procesos
de mineralizacion de la dentina. De hecho, estas proteinas son transportadas a través de los
procesos odontoblésticos y secretadas directamente en el frente de mineralizacion, es decir, en
la interfase precientina-dentina (Jontell y Linde, 1983, MacDougall, Zeichner-David y Slavkin,
1985; Nakamura y cols., 1985; Rabie y Veis, 1991). Ademas, su intensa union a los iones
calcio es una prueba mas del papel de esta proteina en la formacion de la dentina (Zaneti y

cols., 1981; Stetler-Stevenson y Veis, 1987).

2a. Deteccién e identificacion de las proteinas. Purificacién y caracterizacién parcial.

Hasta el momento presente ha sido posible la identificacion de las PP-H de ciertas especies
animales. En la dentina de incisivos de rata, tras la desfosforilacion dei enzima, se han
detectado dos moléculas de PP-H, mientras que solo existe una en la dentina bovina (Linde,
1988: Linde, Bhown y Butler, 1980). También se conoce el peso molecular de estas
proteinas, oscilando entre 30 kDa y 100 kDa para las PP-H de las ratas y entre 35 kDay 158
kDa para las PP-H de los bovinos (Jontell, Pertoft y Linde, 1982; Jontell y Linde, 1983,
Stetler-Stevenson y Veis, 1983 Stetler-Stevenson y Veis, 1983). Estas variaciones pueden

deberse a la degradacion de la proteina durante los procesos de extraccion y/o al

comportamiento irregular de estas protcinas en los desarrollos electroforéticos en geles de

poliacrilamida (McDougall, Slavkin y Zeichner-David, 1992).
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es exclusiva del tejido dentario no habiéndose detectado en el hueso (Linde, 1988, Veis, 1985).

Se acepta que una funcion prioritaria de la fosfoproteina sea su participacion en los procesos
de mineralizacion de la dentina. De hecho, estas proteinas son transportadas a través de los
procesos odontoblasticos y secretadas directamente en el frente de mineralizacion, es decir, en
la interfase predentina-dentina (Jontell y Linde, 1983, MacDougall, Zeichner-David y Slavkin,
1985; Nakamura y cols., 1985; Rabie y Veis, 1991). Ademas, su intensa union a los iones
calcio es una prueba mas del papel de esta proteina en la formacion de la dentina (Zaneti y

cols., 1981; Stetler-Stevenson y Veis, 1987).

2a. Deteccion e identificacion de las proteinas. Purificacion y caracterizacion parcial.

Hasta el momento presente ha sido posible la identificacion de las PP-H de ciertas especies
animales. En la dentina de incisivos de rata, tras la desfosforilacion del enzima, se han
detectado dos moléculas de PP-H, mientras que solo existe una en la dentina bovina (Linde,
1988; Linde, Bhown y Butler, 1980). También se conoce el peso molecular de estas

proteinas, oscilando entre 30 kDay 100 kDa para las PP-H de las ratas y entre 35kDay 158

kDa para las PP-H de los bovinos (Jontell, Pertoft y Linde, 1982; Jontell y Linde, 1983;

Stetler-Stevenson y Veis, 1983 Stetler-Stevensony Veis, 1983). Estas variaciones pueden
deberse a la degradacion de la proteina durante los procesos de extraccion y/o al
comportamiento irregular de estas proteinas en los desarrollos electroforéticos en geles de

poliacrilamida (McDougall, Slavkin y Zeichner-David, 1992).
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La PP-H es la proteina mas acidica de la dentina, demostrandose un punio isoeléctrico de 1,1

para la fosfoproteina de la dentina de rata (Jonsson y cols.,1978).

A la vista de que no existian datos sobre la fosfoproteina en la dentina humana y por el
indudable interés que podria tener su conocimiento para la odontologia forense, nos
propusimos proceder a una purificacion parcial de la proteina y su posterior caracterizacion.
Con esta finalidad, se adapto un procedimiento de purificacion de las fosfoproteinas por
cromatografia de intercambio ionico, ideado para otras especies animales (Butler y cols.,
1981). Por consiguiente, se utilizé una columna de DEAE-Sepharose de intercambio anionico,
de tal manera que se pudiera obtener un fraccionamiento proteico que permitiera la separacion
de una fraccion acidica donde presumiblemente se localizarian las fosfoproteinas altamente
fosforiladas. Los resultados obtenidos, aunque tnicos y originales en la especie humana,
pueden interpretarse a la luz de otros trabajos realizados en especie bovina, siendo éste el
modelo de mineralizacion dentaria mas parecido a nuestra especie. Los resultados de Linde
(1988) obtenidos a partir del analisis de la dentina bovina empleando procedimientos similares
tanto de extraccion como de separacion de las proteinas, son comparables a los nuestros. En
nuestro caso, como paso previo a la obtencion de fracciones purificadas de proteinas dela
dentina humana, fue necesario la optimizacion de las condiciones cromatograficas, con especial

énfasis al ajuste del gradiente lineal que permitiera la separacion adecuada.

El fraccionamiento secuencial de proteinas de la dentina humana permitio la separacion de 4

picos mayoritarios, tal y como se expone en la figura 15. E! primer pico se obtuvo antes de

iniciar el gradiente lineal con CINa, mientras que el ultimo pico eluido tras el aumento de la

carga ionica de la solucion de elucion, corresponderia a las proteinas mas acidicas de la

muestra. Este cromatograma descrito es bastante similar al patron encontrado por Linde (1988)
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en la dentina bovina, excepto por la separacion de proteoglucanos que no fue posible realizar
en la dentina humana incluso empleando altas concentraciones de CINa. A pesar de pequeflas

diferencias entre ambos cromatogramas existen fuertes similitudes, destacandose la practica

coincidencia en la elucion del pico mayoritario tras un gradiente lineal de CINa a una molaridad

de 0.33 M para la dentina bovina y de 0.5 M para la humana.

El desarrollo electroforético posterior de las fracciones correspondientes al pico mayoritario
de nuestro cromatograma, puede observarse en la figura 16. Cabe destacar la presencia de una
banda inica e intensa de un peso moiecuiar aproximado de 60 kDa. La reaccion aitamente
positiva con una coloracion azul de la banda tras la tincién con stains-all (Green, Pastewka

y Peacock, 1973), reafirma que nos encontramos ante una proteina altamente acidica.

En un paso posterior, se realizo una caracterizacion inmunologica de las proteinas dentinarias
extraidas, con la finalidad de conocer la compatibilidad inmunologicz entre esta proteina y las
principales constituyentes del suero humano. El ensayo basado en una inmunoelectroforesis

permitio descartar la identidad sérica de esta proteina.

Se llevo a cabo, ademas, un procedimiento idéntico para la purificacion de los extractos EDTA
procedentes de restos esqueletizados. El patron cromatografico detectado (figura 17), fue muy
similar al obtenido para dientes de exodoncias recientes. Sin embargo, fue evidente la ausencia
de los dos picos minoritarios tras el gradiente, manteniéndose exclusivamente el pico
correspondiente a la fraccion proteica mas acidica. La elucion de este pico se consiguio a la
misma molaridad de gradiente Lineal con CINa (0.5 M) que en el caso de dientes de exodoncias

recientes.
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La cuantificacion de proteinas en cada uno de los picos en los dos ensayos experimentales
(exodoncias recientes/restos esqueletizados), nos permité detectar algunas diferencias entre
ellos. Partiendo de iguales cantidades de proteinas en ambos ensayos se recupero tres veces
menos cantidad para los dientes de restos dseos en comparacion a los de exodoncias recientes.
Y esto fue asi tanto para el pico previo al gradiente como para el mayoritario posterior. Los
resultados obtenidos coinciden con los estudios existentes sobre contenido proteico en restos
dseos fosilizados (Tuross y cols., 1989), asi como los que han sido llevados a cabo sobre tejido
6seo humano de poblaciones contemporaneas (Castellano, 1976). Se ha detectado por tanto,
una disminucion en la cantidad de proteinas de la dentina que esta relacionada con el intervalo

postmortem.

Por ultimo, se procedié a la practica de un desarrollo electroforético de las fracciones eluidas
correspondientes a los dos picos mayoritarios, el cual se presenta en la figura 18. La fraccion
proteica corespondiente al pico posterior al inicio del gradiente, presenta una banda principal
del mismo peso molecular (60 kDa) a la encontrada con los dientes de exodoncias recientes,
y que presumiblemente coincide con la misma proteina. Ademas presenta diversas bandas
minoritarias que no han sido identificadas, pero que podria tratarse de proteoglucanos o de
productos de degradacion del colageno. Estos resultados son compatibles con los obtenidos

por otros autores en huesos humanos fosilizados (Tuross y cols., 1989, Tuross, 1991)

Por consiguiente, tanto en los extractos EDTA de dientes recientes como en los procedentes
de restos esqueletizados se aislo una proteina altamente acidica (compatible con la

fosfoproteina altamente fosforilada), la ultima en eluir en la cromatografia. Dicha proteina

presenta un peso molecular aproximado de 60 kDa, y no mostré identidad inmunologica con

ninguna de las proteinas del suero humano.




2b. Patrones de proteinas con relacién a la edad.

Una de las cuestiones que nos planteabamos en la hipotesis inicial del trabajo era si se producia
o no ur: cambio en la fosfoproteina dentinaria con la edad del sujeto. Los exiractos EDTA de
todas las muestras procedentes de dientes individuales de sujetos de distintas edades se
sometieron a desarrollos electroforéticos convencionales (figuras 27 a 30), observandose una

banda mas intensa y predominante de un peso molecular aproximado de 60 kDa.

En la tabla 8 se presentan los resultados de la presencia o ausencia de esta proteina en funcién

de la edad. Mientras que en el grupo de gente joven se encontro dicha banda en el 100% de
la muestra, este porcentaje descendio ( 66%) cuando se analizaron muestras de sujetos de mas

de 20 afios.

Tabla 8. Presencia (+) o ausencia (-) y porcentajes de positividad de la proteina de 60 kDa en extractes

EDTA procedentes de muestras individuales de dentina humana en los distintos grupos de edad




Sin embargo, no creemos que este sea un marcador adecuado para el establecimiento de la
edad de un sujeto ya que se ha encontrado esta proteina en dentina humana de todos los grupos
de edad quizé por su intima union con la matriz mineral de la dentina que le confiere una gran

estabilidad.

2c. La deoxipiridinolina de la dentina humana.

El colageno tipo I constituye el soporte o la matriz estructural del componente organico del
tejido dentinario, representando mas del 90% de su composicion. Para estabilizar la red de
colageno existen cadenas cruzadas covalentes entre sus moléculas (Eyre, 1987). Sin
embargo, se aprecia variabilidad en los tipos de cadenas cruzadas dependiendo del grado de

maduracion del tejido dentario. Durante el desarrollo del tejido conectivo, la denominada

dihidroxilisinonorleucina representa la cadena cruzada reducible mayoritaria en la dentina y

hueso (Mechanic, Gallop y Tanzer, 1971). En los tejidos conectivos maduros aparecen
cadenas cruzadas no reducibles, piridinolina y deoxipiridinolina. La primera se detecta en
mayor cantidad (Kuboki y cols., 1981), mientras que la deoxipiridinolina parece ser exclusiva
del hueso y dentina (Eyre, Koob y Van Ness, 1984, Robins y Duncan, 1987). Existen
indicios razonables que permiten decir que las cadenas piridinicas son producto de maduracion

de las cadenas cruzadas reducibles (Eyre, 1980).

Walters y Eyre (1983) pusieron de manifiesto un aumento de las cadenas cruzadas piridinicas
relacionado con la edad. Fueron estos hallazgos los que nos indujeron a pensar en la utilidad
de la determinacién de estos marcadores en el establecimiento de la edad de un individuo y por

tanto su aplicacion en las ciencias forenses.
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Para la determinacion de la cadena cruzada no reducible especifica de la dentina, la
deoxipiridinolina, fue necesario la adaptacion de un procedimiento de solubilizacion adecuado
del coligeno dentinario humano. La modificacion de la metodologia de Kuboki y
colaboradores (1993), nos permitié obtener una fraccion soluble del colageno por hidrolisis
enzimatica con tripsina. La deoxipiridinolina de la dentina humana fue determinada en los
hidrolizados por una adaptacion y modificacion de un sisiema de enzimainmunoanalisis para

la cuantificacion de este compuesto en orina humana.

Se procedio a la determinacion de la deoxipiridinolina de los extractos E y G2 de toda la
muestra. La eleccion de estos extractos se realizo en base a la intima relacion del colageno con
la hidroxiapatita, siendo imprescindible al menos la desmineralizacion de las piezas para la

solubilizacion de esta molécula. Hasta el momento presente, no se habia logrado la

determinacion de estas cadenas cruzadas de la dentina humana, ni por el procedimiento de

extraccion que se propone en este trabajo, ni por la técnica de cuantificacion aplicada.

Ademas, se tuvieron en consideracion no solo los valores absolutos de estas moléculas en los
distintos extractos de dentina, sino que fue necesario relacionarlo con la cantidad de proteinas
totales. De alguna forma, la concentracion de la deoxipiridinolina en uno y otro extracto no
deberian ser variables independientes. Es mas, cuando se relacionaron estos dos parametros
entre si, es decir, la cantidad de deoxipiridinolina en los extractos E de una pieza dentaria y el
extracto G2 de la misma pieza, se aprecié que ambas variables estaban significativamente
relacionadas. La demostracion de una interdependencia entre las variables, nos confirmo la

conveniencia de expresar los valores en factores que relacionaran ambas.
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Discusion

Tras el analisis de las muestras, se han podido detectar cambios en la cantidad de
deoxipiridinolina en relacion a la edad del sujeto. De hecho, se han observado correlaciones
significativas entre la edad (variable x) y las siguientes variables; deoxipiridinolina en los
extractos E (figura 32); suma de la cantidad de deoxipiridinolina en los extractos E y G (figura
33); cociente entre los valores absolutos de deoxipiridinolina en ambos extractos (figuras 34);
y cociente de los valores porcentuales de la deoxipiridinolina en ambos extractos con relacion

al total de proteinas (figura 35).

Del analisis conjunto de los modelos lineales que resultaron significativos, se puede deducir que
todos ellos muestran una tendencia similar, con valores de coeficiente de correlacion del mismo
orden. La utilizacion de cualquiera de estos modelos es factible para la estimacion de la edad

dental en un supuesto practico.

Para un conocimiento mas profundo de la utilidad de estos marcadores en la estimacion de la
edad, se calcularon la especificidad y sensibilidad de este método. A titulo de ejemplo, en la

figura 36 se muestran los valores del cociente de los porcentajes de deoxipiridinolina en los

extractos E y G2 en relacion a las proteinas totales, en funcion de la edad. Valores inferiores

a 1.4 de dicho cociente, nos permitio obtener unos valores de sensibilidad del 92% y de

especificidad del 80%, para clasificar a un sujeto como menor de 45 afios.
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Figura 36.- Cociente de los porcentajes de deoxipiridinolina en los extractos E y G2 y la edad del
individuo. La sensibilidad y la especificidad se han calculado a partir de los puntos de corte
marcados en la grifica (1.4 valor del cociente de deoxipiridinolina y 45 aiios).

Sensibilidad= verdaderos positivos/verdaderos positivos + falsos negativos= 12/13= 0.92.

Especificidad= verdaderos negativos/ verdaderos negativos+ falsos positivos= 8/10= 0.80.




Discusion

Los datos encontrados al comparar los distintos valores de la deoxipiridinoiina en grupos de
diferentes edades son los esperados, ya que solo se han detectado diferencias significativas en
uno de los factores de correccion. Esto puede ser debido al hecho de que la edad de un sujeto
es un proceso continuo en la que una agrupacion discrecional de la muestra puede resultar

incorrecta para un analisis adecuado.

Para finalizar, nos gustaria destacar que es la primera vez que se realiza un trabajo de
investigacion para el estudio de los componentes bioquimicos en la dentina humana con fines
forenses. De hecho, los trabajos publicados a este respecto estudian los constituyentes de la
matriz organica en otras especies animales, como la bovina o la rata, no existiendo ningun
trabajo centrado de forma exclusiva en el estudio de la dentina humana. Ademas, pensando en
la aplicacion de los resultados en el campo de las ciencias forenses nos propusimos partir de
un solo diente humano para lo que fue necesario adecuar los métodos de extraccion de las
proteinas dentinarias de otras especies animales en las que se partian de concentraciones mas
altas de proteinas. El proceso de extraccion es complejo, largo y tedioso, sin embargo y tras
los resultados presentados en esta investigacion, se puede proponer un protocolo de extraccion
de proteinas simplificado, en el que se obtendria un unico extracto EDTA, que representaria
al resto, y continuariamos la desmineralizacion para posteriormente finalizar con la segunda
extraccion con guanidina. Por otra parte, tenemos la conviccion de que el proceso de

extraccion de proteinas de la dentina humana propuesto es eficaz, habiéndose obtenido

proteinas no degradadas por la adicion de inhibidores de las proteasas en todos los medios de

extraccion.




Discusion

Este procedimiento de extraccion secuencial de fracciones proteicas puede ser ademas,
adaptado a otros tejidos mineralizados como el hueso. De hecho, puede aplicarse este
procedimiento y determinaciones proteicas a otras materias de interés médico-legal. Por
ejemplo, la determinacion de metaloproteasas en tejido 6ceo en el que se haya producido
fenomenos reparativos, como es el caso de las fracturas antemortem frente a las que suceden

tras la muerte del sujeto.

Consideramos que el trabajo de investigacion llevado a cabo, supone una contribucion de la
odontologia al avance de las ciencias forenses en la resolucion de ciertos problemas médico-
judiciales. El conocimiento de los patrones proteicos dentinarios, los cambios que estos sufren
con la edad del sujeto o con el intervalo postmortem, dan luz a la resolucion de problemas

relacionados con la identificacion, la patologia forense o el cronotanatodiagnostico.

Se propone un marcador novedoso de envejecimiento dentinario: la deoxipiridinolina. El
incremento de la deoxipiridinolina en la dentina humana con la edad del sujeto debe
incorporarse como un parametro de utilidad en la practica forense para la estimacion de la edad
dental. La aportacion del conocimiento de estos cambios bioquimicos, supone una
complementacion indudable a los métodos clasicos morfologicos para la estimacion de la edad

dentaria.

El diente, como tejido de interés forense, ha sido clasicamente objeto de estudios morfologicos,
sin embargo, el trabajo realizado complementa los datos estructurales y los enriquece desde

la vertiente de la bioquimica forense. Por otra parte, los resuitados obtenidos y la interpretacion

de los mismos plantean un sinfin de cuestiones que, aun sin resolver, suponen un reto para el

futuro.




VL. CONCLUSIONES




Conclusiones

Primera: Se propone un procedimiento de extraccion de proteinas a partir de la dentina, que
consigue un fraccionamiento secuencial eficaz de los componentes proteicos de la matriz
orgénica de la dentina humana. Esta metodologia ha permitido un mejor conocimiento de la

bioquimica de la dentina humana.

Segunda: Se han detectado por vez primera proteinas con actividad gelatinolitica en la dentina
humana. La gelatinasa de 72 kDa, en su forma activa y laterite, se ha podido identificar en
extractos de guanidina obtenidos antes y después de desmineralizar la pieza dentaria con

EDTA.

Tercera: Con la edad del individuo, los patrones de proteinas gelatinoliticas de la dentina
humana se modifican.

Tras la desmineralizacion de la dentina (extractos G2), se observa un predominio de la
gelatinasa de 72 kDa en sujetos jovenes, mientras que se advierte la ausencia de toda actividad
de dicha enzima en sujetos mayores de 40 aiios.

En los extractos de guanidina antes de la desmineralizacion de la muestra, destaca el

predominio de la forma activa de la gelatinasa de 72 kDa en dientes jovenes frente a los de

sujetos de mas de 40 afios, en los que aparecen otras formas de metaloproteasas compatibles

con la colagenasa intersticial, la estromelisina tipo Iy la gelatinasa de 92 kDa.
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Conclusiones

Cuarta: Una purificacion parcial de los extractos EDTA de la dentina humana de dientes de
exodoncias recientes por cromatografia en columna de DEAE-Sepharose y posterior
electroforesis, permiti la obtencién de una proteina altamente acidica, de 60 kDa de peso
molecular aproximado, que no mostrd identidad inmunolégica con ninguna de las proteinas del

suero humano.

Quinta: El mismo procedimiento de purificacion aplicado a dientes procedentes de restos
humanos esqueletizados de cadaveres que habian permanecido inhumados durante 30 aiios,
permitié obtener una proteina de las mismas caracteristicas que la de dientes de exodoncias

recientes.

Sexta: En extractos EDTA sin purificar de dentina humana procedentes de exodoncias
recientes, se ha detectado una proteina mayoritaria de aproximadamente 60 kDa de peso
molecular. No ha sido posible encontrar cambios significativos de esta proteina con la edad del

individuo.

Séptima: Existen diferencias en los patrones proteicos de la detina humana en dientes

procedentes de restos dseos esqueletizados frente a los de exodoncias recientes. En extractos

proteicos sizi purificar de la dentina de restos 4seos, no se detecto actividad gelatinolitica, ni

la proteina altamente acidica.

Octava: La deoxipiridinolina de la dentina humana aumenta con relacion a la edad del sujeto.
La relacion de las variables (edad y deoxipiridinolina) se ajusta a modelos lineales,
constituyendo la cuantificacion de la deoxipiridinolina un método de utilidad para el
establecimiento de la edad dental que complementaria a los ya existentes.
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