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RESUMEN 

Se cul tivaron·células · pr,ove_nier¡tes 'de/un fibroma cemen 

tificante de>ser lluma~ó.; Las' óéJÜl<Js,óbtefií'.das fueron multJ. 
- 1 '·-;\~'· ~\" ,2"~·-·. .;;·?·~~ 

~; :.~irilii{~_,¡E~l-:-~_.,,_._._._ •. ·.c•---:•.•---'_;¡m~e:df_.ii_t:0~.t,'_,_' •.. ~ •. -:_:_ ••..•• __ :_-_~_ •. ~c~~!onif d~i¡·~c~i1 .• _:0¡:nta~)n¡~t:ºe.:~:~~:t~~~~} fierárii'aA>/i!;fy.jf:J-6;F , _de estas células 
·-·' ~_::,~.-;;;, .. - -<:-y" -.,:f.::::=- -'- '_;-:;:'.¡~:·:,-,;;7~-~~~~;~,,.;'..-_ :t.::~:,;,r- -;;;_;i')."'?-. ,_., ..... :.,.-, ~;,::· • 

.fue'mifo'fi~11J§"ff'j:/a'i¡~ ;•,'fii/Jiiú;'j}iiff}/l fi,f_ricg"jv::ri esy 1 os mi tógenos 

Jir'e"sent,;;·ifu~ron - ~e;~;~d;~ ~6J: 'meciio de· afinidad a la hepa

"rina''y eni.ayos de inhibición de la actividad mitogénica con 

iinticU.erpÓs. las fracciones obtenidas mostraron que contenían 

e'l factor de crecimiento derivado del cemento (CGFJ. factor 

de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y factores 

de crecimiento de fibroblastos (FGFsJ. 

Las células del tumor del cemento se inmunotitreron con 

un anticuerpo monoclonal hecho contra la proteína de adh~ 

rencia derivada del cemento (CAPJ. sin embargo los fibr.Q 

blastos gingivales usados como control no mostraron reacción 

positiva. La proteína de adherencia derivada del cemento fue 

separada por medio de inmunoafinidad cromatográfica y los 

western blots revelaron que la preparación contenia proteJ. 

nas de 56 y 43 kDa. Las células pulsadas y marcadas con ami 

noácidos radiactivos contenian una proteína de 43 kDa como 

pincipal componente. sin embargo esta proteína estuvo ausente 

en la caza fria en presencia de ciclohexamida así mismo las 

especies de 56. 39 y 26 kDa se hicieron prominentes. Estos 
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datos indican que la protefna de 56: kDa Ja cual es la princi-

pal especie en el cemento 

kDa. Los datos presentados 

es · dei:iv;ria de un precursor de 43 

rnuest;..~'hque las células cultiva-
,; , .. -.,c. o , • ~- - -

das de un fibroma cementific~n~·é .-de ser humano representan 

células capaces de sintetizar:y secretar protefnas del cemen

to en condiciones adecuadas de cultivo. 



ABREVIATURAS USADAS 

CGF: 

CAP: 

EGF: 

PBS: 

kDa: 

DV: 

FITC: 

CPM: Cuentas radioactivas por minuto. 

ug/ml: Microgramos sobre mililitro. 

uci/ml: Microcuries sobre mililitro. 
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INTRODUCCION 

L9. 'eni~~f:d~>d ·per:iodontal es una de las causas más fre

cuent'e~-d~?ia 'pérdid~ de los órganos dentarios en seres huma-
.,-, -,. -.-- . 

nos. ·Est'o c.onstituye uno de .Jos problemas mayores de salud en 
' ' 

todo él mundo. Aproximadamente el 95 % de la población mayor 

de 65 aflos sufre algún grado de la enfermedad. tan sólo en 

Estados Unidos se gastan 1.5 billones de dólares al afro.en 

terapéutica periodontal. La enfermedad es causada principi{J-; 

mente por colonización bacteriana ..• en ... eLsurco gingivaj ;·,~u 
extensión apical a lo 

bacterias y sus productos in~~racft1a.fü~y;;~_ci/fya~ .¿os ine'canis-
--:·~ . .:. ;,;_ 

mos de respuesta del huésped; Jois· dija1'jk]f~'n~)uye'ii•'.cascadas de 

coagulación y del complemento. inÚjtj.~;~~-*~b''.:d.e :JeUcocitos po-· 

l imorfonucleares. monocitos. célula'; J;:j¡ff;·¡d~s y factores in-

munes humorales. 

Estos procesos causan la conversión del epitelio de 

unión en epitelio de la bolsa y destrucción de tejidos conec-

tivos del periodonto. La inflamación y daflo a Jos tejidos co-

nectivos periodontales produce pérdida de Ja inserción fibro-

sa de Ja superficie radicular. resorción del hueso alveolar. 

raices dentarias y finalmente pérdida del diente ( Page y 

Schroeder, 1976; Narayanan y Page. 1983; Page, 1991 ). 

El obJetivo principal de la terapéutica periodontal es 

la restauración de la inserción de tejido conectivo que ha 

sido perdida debido a la periodontitis. Sin embargo. Ja mayor 

parte de Jos procedimientos clínicos actualmente disponibles 

llevan a cabo procesos de reparación y no de regeneración ( 
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Polson. 1986 J., Al.teráati..,aS.> terapéutic.as·Ciasarrolladas re

cientéine'nte. ·muestran <¡:.i~ ./¡;;";. J~~fbi~:,,·1~i;af)i ;.egeneración 

::" ':'.'~: c::::::~~c1rf JE~·~~~f t¡ª:jb:, e:.";::;~ 
~-'.;-:f ... -~: .. ,~r<:,\~,~-~ '-.;·:'.·;,,. :. -. -; 

Nyman et al .• 1982. 1988;. • Caffesse·~:::et+al;, 1988; Wikesjo et 
,,_··.¡: ~,1· . 

al .• 1988; Lynch et al .• 1989. i~~Í''-f;'rliih.embargo Jos resul

tados a largo plazo de estos pro~~ci~·~i~Jii:J.s son frecuentemen-
- ' ~ -

te impredecibles ( Nyman et al .• • :J985:!?;~f:.tlow et al., 1986; 

Marks y Metha. 1986 J. -.'...'-.' <=':,:::~<~-_-:;--- ., 

::;:~:. 

Los mecanismos celulares'·f>_éÚf1;c ;;;,,,Y? rrJ6)i!culares de la 

reinserción y regeneración peri~~6'Ji"t_aÚ;: ~:n~;~e entienden con 

:~::::d c::o~:m,::::· ~':::~·.yjf iJ~r~r~:dt, ~~º:::: 6:·::0 

.:: 
":·--·,_\ .. ·' 

tos procesos nos conduc iré1 ·: ai desarrollo de una terapéutica 

racional, predecible y utilizable en la préictica clínica ru-

tinaria. 

CEMENTO Y REINSERCION PERIODONTAL 

El cemento radicular forma la interfase entre Ja dentina 

radicular y los tejidos conectivos blandos que lo rodean. El 

cemento es una estructura calcificada que sin embargo difiere 

del hueso en que no tiene un aporte sanguíneo directo, drena-

je linféitico ni inervación, ademéis de que su remodelación a 

través de la vida es escasa en comparación con hueso ( Schlu-

ger et al .• 1990 J. 

La matriz orgánica del cemento está constituida princi-

palmente por coléigena de tipos I ( 90 !l> J y III ( 5 !41 J. pro-



. ' ,., ,, ·. .· 

te:tn<Js: no col"agenas ;;p;~ttJgl ticanosJ Birkedal-Han~en 'et al .• 
-', ,, • . ; '· .'-- ' - ' -"". . - ' . ,- • ' , . ··ce, ' . - • - ' - • . . . ~ . • . . - • •: - ' . • . . ' : . ' ·: -" . • . ·' ·- ' • ' ' : . . • 

1977:· ... Chrlst'n~d;et,;::iJ:. ~''j977: 'Cli'6'v~1bn:~i:i~j.':,S~75~ Glinchér 

y Léf::r~:::~~:: :: %:2~!~!f ~'2t~~~~~l;ii:l::::.J. 
radicular determinan :; ~a :nul;~~. i'~s:~h~~~~~~[~Z~~,~~~l1evarse a 

cabo. La nueva inserción no ocurre sob)~~.~~':t~iJ'¡¡,~}ue han esta

do expuestas a la enfermedad peripdoj¡ú/jT,¡~7o!i'{jibroblastos no 
'i~:- ,:- -., 

se adhieren o crecen sobre ellas r'j:'e,Í'_nf.Ho.ufrh y Page. 1983: 
-> ·_~::{~·_,:::~:i'.~'~-ú~:~1~.:~_ .'_;·":._·.-_ --· 

Wirthlin y Hancock, 1980: Pitaru :'y.::Mefch.ér •. 1983 J: Esto se 
--:;-,. ·o"~> :.?.-,.::-=:;;'e·~~ - . 

debe a que el· cemento 

tancias tóxicas depositadas por las bacterias. y las células 

epiteliales se adhieren y crecen más rápidamente sobre estas 

superficies ( Aleo et al .• 1975: Cogen et al .• 1984: Olson et 

al .. 1985: Terranova y Martin. 1982 ) . El raspado y alisado 

radicular cuyo objetivo primordial es la remoción de sustan-

cias tóxicas parecen no promover la nueva inserción ( Bloem-

loffe et al .• 1987 ): por esto se han realizado intentos para 

crear condiciones que favorezcan la nueva inserción, éstos 

incluyen: desmineralización de las superficies radiculares, 

aplicación de fibronectina. factores de crecimiento suplemen-

tarios y matrices des.mineralizadas de hueso (Bogle et al .• 

1983: Caffesse et al 1988: Crigger et al .• 1983: Lynch et 

al .• 1989, 1991 ). La colocación de una membrana entre la en-

c:ta y la superficie radicular parece resultar en la formación 

de hueso nuevo, cemento y fibras del ligamento periodontal. 

La eficacia de este procedimiento 1 lamado regeneración tisu-

lar guiada. se cree es debido a la capacidad de la membrana 

para excluir las células gingivales epiteliales y permitir la 

6 
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: , ··. '.,. 
... , -. 

'r~i/ponsdbJes de id regenerdción pe

riodontdl- r:.:11;j,,~~:·;.¿;;.~Y,,~;-:_S1912;j:. ~~ea: i<arriiii et .a1.. 1985: 

Pi tdrli .;t ''¡1 ;~~:k1~¡;/;j.; ',~J' '_'.~ ·j(; ;,.~.: '~;·· º·' •••• " 

migrdCión de ]dS'Cé1U]dS 

p~sn:::::~::::~:::·::!~:~~)~~~"l~~:::,::· •::::::;::: 
toy s:fn~esls de prote:fnds/s~f§-;'Vfi-Er6Í,1~'sto; del periodonto, 

y ddemás que estds molécu~"1:s )~6'.~-~~·tán presentes en los teji

dos que rodedn el cemento ·:,.y•:xa'wdi y Urist, 1989; McAllister 
' :J. 

et di .• 1990; Nishiniurd>et 'ai·!'i.989: Miki et di .• 1987; Somer-

mdn et di .. 1987 J. F:staiFobservaciones indicdn que los com-

ponentes del cemento pueden pdrticipar en la regenerdción pe

riodontdl seleccicihdhdo y promoviendo el crecimiento de lds 

pobldciones celuldres necesarids; s:f este es el caso. el blo-

queo de lds moléculds biológicdmente dCtivds del cemento por 

las endotoxinds, o ld elimindción por procedimientos terdpéu-

ticos. podr:fdn ser fdctores por los cudles ld nuevd inserción 

no se forma en superficies expuestds d ld periodontitis. Ob-

servaciones recientes ( Lynch et dl., 1989, 1991 ), demues-

trdn que fdctores de crecimiento como IGF y PDGF inducen la 

formdción de nuevo hueso, cemento y fibrds colágends. Esto 

dpoyd las potencidlidddes de lds moléculas presentes en el 

cemento rddiculdr. Muy poco se conoce dcercd de lds moléculds 

presente en el cemento, estudios preliminares mostraron que 

extractos de cemento promueven la adherencia de fibroblastos 

gingivales in vitro, y que esta actividad de adherencia no es 

debida a la fibronectina o laminina ( McAl 1 ister et al., 1990) 

Las electroforesis en geles de poliacrildmida revelaron que 
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las proteínas de 68, 56 y 3f5;kDa manifestaron.·iJ.ctividad 

de adher~~ci·a.(~i~~ti-as las pi-~t.¡¡jn~.5'. ~ef23;;:24i,}¡[¡~". n~··1i; h;.:._ 
c i e ron •• i~s)~e~¡fef:ii ·. : b ?a~ili ;l;teláron ·~J~i~· Ji"~s¿,•p;2; ~ ;';j¡:J;:. con 

, ._.-·''· , ··:.,'. >'·~ -''.{,~~'.' , :':_:,_: .~·~-''.,: ··" _, "·-·O'. •'.:·,_. 

61,56,f ~6 k'Da'no t~~iei-o~r'eac~.ión'~j:,faa'daicuando se ti-~ta-
i'o~ ;oJiJ~' anticuerpo cont';a•···· ~~;.Yde ~stas obser;,.acion~s .se 

coric1uióque el cemento contie~}ii¡, y 'al menos otras tres pr 

ottiúnas con actividad de adherencia, y que la proteína de. 5.6 

kDa es la especie más abundante en el cemento ( Olson et al., 

1991 ). Las proteínas de adherencia del cemento promueven a 

las células del músculo liso, endoteliales y fibroblastos pa
ra adherirse in vitro, no obstante las células epiteliales no 

responden a este factor. Los fibroblastos se adhieren con más 

eficiencia que Jos otros tipos celulares, as:! como Ja reorga-

nización de sus filamentos de actina es más rápida. Estos da-

tos indican que las prote:fnas de adherencia del cemento no 

promueven la adherencia de células epiteliales del epitelio 

de unión, y que las endotoxinas bacterianas inhiben la adhe

rencia de los fibroblastos de una manera no específica, blo-

queando los sitios de unión de las prote:fnas de adherencia 

del cemento ( Olson et al .• 1991 ). 

El cemento contiene PDGF y un mitógeno adicional que no 

ha sido completamente caracterizado Nakae et al., 1991 ). 

Este mitógeno parece ser una nueva proteína de 23 kDa cuya 

distribución puede ser única y restringida al cemento. La 

presencia de estas sustancias en el cemento, implica que sus 

funciones no son estructurales lo que nos obliga a plantear-

nos diversas interrogantes, por ejemplo: ¿ son estas sustan-

cias producidas por los cementocitos o son obtenidas de teji-
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dos diferentes y permanecen secuestradas den.tro. del cemento?, 
: - : ._,_ '<' , 

¿es suacc:ióh parac;:ina ,;;obr~; c~1J1~i.. d~ t;j:id~s. que rodean 
·-· ... '_,.·_ :'._·;,·,~,." >":--" 

:~?~;::::;. :s ·;~:o,,;:~f ~~~It~t~i~~~::E::::~::n d:~.::::: 
en Ja matriz en una forma :iha~-~~sib1e; ,¿lporqué y como pueden 

:::, ::~, ::·:;· ,~;":';~tf ~ilff j~r::.::; ,:::~:: ::~ :~ 
y CAP puede ser pos2"bl~-~~~g;§t~f~,5(1~; interrogantes anterio-

res y así mismo def:ini~ :a)'·~~T1c:i~n q~e él cemento tiene para 

con el resto de losé;t~fJ.¡€~~~~~f;~~~t~.;~1 y expl :icar como es

tas sustancias mod:ifi-~~r{1ii~·l'o~-:~~b;~°"ffam:ie¡¡to de es.tos teji

dos durante la ;._¡,g~ne/.ación~ per'l~odo~~a), así mismo expl i·car · 

la :interacción de los t~j:idó; 
coriect:ivos blandos. 

FACTORES DE CRECIMIENTO POLIPEPTIDOS 

Estos son un amplio grupo de moléculas, las cuales :in-

cluyen el PDGF, a y bFGFs. TGF-B, EGF, IL-1, gama :interferón 

y TNF-a ( Sporn y Roberts, 1990 J. Estas sustancias tienen un 

amplio espectro de actividades que afectan el movimiento, 

proliferación y síntesis proteíca de células del tejido co-

nectivo. En estado de salud estas células permanecen latentes 

y su crecimiento y síntesis se encuentran en estado pasivo. 

Inmediatamente después de una lesión estas células entran en 

contacto con sustancias derivadas de la sangre, células in-

flamator:ias y tejido dafíado que las activa para dividirse y 

sintetizar componentes de la matriz interce.lular ( Clark y 
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. , ,. ,,·· . . '·· 

Hen!Son •. 1988:;Nei.than Y, Sporn> .1991 .. l( Entre e!S.tá!S .sustáncias 
--~,. ·- -

endote1ia1es~ eJ TGF-Bin~ibe el crecimiento celular en pre-

sencia de EGF. mientras que tiene un efecto opuesto en pre-

sencia del PDGF. El PDGF activa Ja síntesis de colágena tipo 

II en células en estado de desarrollo temprano del lina.:ie 

condroblástico. pero para condroblastos en estado final de 

desarrol Jo el PDGF inhibe Ja síntesis de colágena tipo II ( 

Nathan y Sporn. 1991 ) . Los factores de crecimiento se unen a 

receptores celulares específicos localizados sobre las mem-

branas de las células blanco e inician diversas reacciones 

que culminan con Ja síntesis de ADN y Ja división celular. ( 

Rozengurt. 1986 ). 

La matriz extracelular desempefla una función clave en el 

modo en que las células responden a Jos factores de creci-

miento ( Ingber y Folkman. 1989: Martin y Sank, 1990 ). La 

matriz extracelular puede por si misma ser mitogénica para 
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su acción a largo plazo 

al., 1989 J. 

CELULAS DEL CEMENTO 

11 

Evidentemente lo más importante de un tejido son las cé-

1 ulas que la dan origen, a este respecto poco se sabe de las 

células progenitoras del cemento y de la función que éstas 

desempeflan en la homeostasis de los tejidos periodontales y 

particularmente durante la regeneración periodontal. Dos ti

pos de células se relacionan con el cemento, los cementoblas

tos y los cementocitos. Los cementoblastos, se cree, se ori

ginan de células mesenquimatosas indiferenciadas y localiza

das en los espacios endosteales del hueso alveolar y áreas 

paravasculares del ligamento periodontal Melcher et al., 

1986; McCulloch et al., 1987; Melcher, 1988 ), y producen la 
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matriz del cemento . .'Los 
···.' .. , celllentóci t'os. son cementobl as tos que . . . 

han sido atrapados en el't espesor)·. dei ,il::eménto por la matriz 

que el loé ~isifios•~~~~;t;~·ari;t ~W!St~~5)J:úi1a~, ;e eri~uentran rela

tivamente inact~!~as y ~v;·;~~~~~~ht~i ~:~~ener~das. 
__ •·. ~->·· ,,.. , :1;;_· ·:-.:j,:·s.;,~., 1,.- •• r, . . 

Hasta la ti&Ji~'j¡¿{ih~ii i/i~f;{ji¿í.:Jténidas á~1Ji'as del cemento 
:/'. :.~-'.:(·> -~tr"·-; Zi'.:·', ·1 '" .~;~':'.::·.fa.¿_.;-···. 

::::. "::v:::::::d:: ~l:i'!~i!~Í~~~;ó~f :º::::: ::; 
cemento ni 1 os pr<;ic,~Sflf;¡c;i:Ju~; ~{e~~~'dn_;_.,"ef_._"_.11::;.!.·.'..:c'.~.~s.~e,m·~.el, ..• ne_ct. 0~1.'ón1 ay1.ddeinfetr1.denadciaci ón de las cél~la~· Fo;.'Jn~d~fai/'.• , .. ·· .... ,.. . 

_,;\ '~· . 

de células que JÍnt~t·Yzad" y s~éJ.~tJ.'fF:.~~f{' CGF y CAP y otros 

comp"onentes bi~f'.óii<::atn°en~~ iib{i·vo°s" ci~J~ d~fn~hto'.Bl desconoci-

miento a '~Ste_;~~pecto a estimulado los estc::ierzos para enten-
--~/_ .~'.~·,·· __ -,·,.._ .. _:_ -· .·:_-- ·, . . - '-.:- ·, 

dér -los mecanisinós involucrados en la formación de este teji-

do y la: fÚnción que éste desempeffa en la restauración de la 

inserc_ión periodontal que ha sido perdida debido a la enfer

medad periodontal. 

Esta investigación describe el aislamiento de una l:fnea 

celular que parece manifestar el fenotipo del cemento radicu-

lar en cultivo. Estas células se obtuvieron de un fibroma ce-

mentificante de ser humano y fueron propagadas en resiembras. 

Estas células muestran que sintetizan al menos dos proteinas 

del cemento. el CGF y una proteína de adherencia de 56 kDa 

única del cemento. 



MATERIALES Y METODOS 

El anticue_r¡:jo coritra sialoproteina ósea (BSPJ, fue obte

nido del· Instituto~ :Na';;ion~l de Inve's,tigación Dental (NIDRJ, 
de· Bethesda;MD, r Pishe1~~;~t> ~;1_,:," 19$7~}; Jos•anticJ~i;o{con
t ra co 1 cí~e~~ h2m~ h~ (!: i ~ri:s'.'i . y .;, ~,,,,he chas .;~,r'~ia ( .. Ñ~;.aya n~ n 

et ·al., · 19iJ#1~J.ei.\~~gJ;i:icGtl·'i;gJgr°,vf.·i{1~·sJ~2~2·xte1 ali{idüe;.ko 
Hl 66 _an.tf c:.q:~P i~~~[9qi(#;}9~·~iª~~s.:tiii/ ~·1·_'~eparta'inent~td~~~J'to1()
gí a d.~ /'J: u;i~'.~.e_:f-~ici~& d_:~2·.éwasl!1ii!ft~~.--·~n:~~it_ tl,e.·_.11'.#· C~lianti-

;-· -'.~.~e-· ·:;-·;.e· ~~·;' ·'''':l-.- - ·-,,_,,. _, 

cuerpo mc)nd~~oná.1¡\j¡j¡p...:35 fLle • una .dóna'ción del mismo -~eparta-,-
mento;: ~!t:e;;•~~~'i:&~r~o:?feconÓce} ·1~~ :::;iia~~~t;;.2~~1tina en 

·-_7¿ ·-,O:,··!··_ :~~'.r\-.:;~~:.;~ t1iJ+ .. : '/·~·oj:: _0,~::~> ·:··.'..'._-~_ _ ·-- <;~_(~·.::-'- ';.' -~-?;·.;.e;"'.~-·'./• 

1 as cel Lilas:t~d~t irfdsd_uío_~l i~o>Y•· '.ti ,;J{¡ej~ün:;i>l~°. m..º,• 1 ecúlar;.;ae ;42 •. 
'-., : "'.';¡ ~-·:,' - ·/ <',:',. ) ;,,_, 

kna iúu~"a~~· et ~t~~:19,~7 J. E:1 1s1Ji~.:iana,~,i .d,rt;Ydfe~~eTna · 
rFITCJ,c:~nti.'di:{~'i:'pbs:seC:i.indá.rios/' .ifaDóso.:,·~rnedió .. Cié'dÜ1tí'vo·;. 

' ... '• " .... ,''"" .-. -·."· ., .. 

du 1 bec'Cb~~~'ft·!Y:?:fi~';,~;i~ta.f~~1J~fühó'. ti&a..1::J:·~'FJRrli~cc~t·~1;J)riJ;;· t~- · 
:·: ;;· .;':- , ,_,· .. 'r--

nfai et. ai sl.ai naa:l.Yc.a;~l._51 .. ·n~ftea·~~!.'?.t.m1·n~·ccJ1tó~an·~ , • iqnt6 ;J?L1.#~~ ;.f ~f.f ~r<J¡{d~.{e~,tadre .. :'..:Sfo1 •. -'sg. ·.~ .. 
. .:;;:~ •; .. ~~ ~~~g.e,aú, '.~~'e~~n~~Jit~h/iios . . . 

ma' .cilernÍ!:ai?'-.'C:;}: ·~t-.'i.6J;;·~ Mo ··~''ili'S ñíenfbranas inm6bil6n PVDF>se 
ob.t u.;1'·~?;;ngi~.:~:~}-J1!i~~;Jifcg~j'~~;/i_;$~s·;i~~/ni~;i;J/;s·t~;~~}~ c·ti vos 

-'.< .,. 

.fúer~~ ~0.m~fad~s i ··~~~ff/lí~di(i:L'}J~;~ sgei?C:e·?;'f;du;;·~;}.:tnC:~· ·.·Ar-
_, ; -; .. "? • : -~'-' 

1 {ngton HeÚihts zi: iiú '~'Jirii~';a·;~ iab-::...tec i~~r-</h f51tenidas de 
,?__---:-=-~·-=-:l:.:_-;_ ·;"::..._--~:=-7:0:-_;..:~..:-~:-~-'--- :,_~--2-:o-c_:___,,:__:~)..,;.o~ : __ -_=·~:_, 

Fisher i>cieritific, Seattfe: WA; .. El Ensayo de,~proteína y equipo 

de electroforesis se obtúvo de Bio-;-Rad, Rich~oh~ ;A. La hepa-
rina sefarosa se obtuvo de Pharmacia LKB Biotechnology AB, 
Uppsala SW. 

13 
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1.-"'ELULAS 

Se obtuvieron muestrás .. quirúrgicas de la mandíbula de 

una paciente humano· de sexoifemenino,. de 53 afros de edad, con 

antecedentes de osteógén.esis /mperfecta relacionada con un 

fibroma cementificante. El- '.tumor• fl.le dividido en partes de 

aproximadamente 1 mrrr"' y colÓcado _en:medio DV, que contenía 
'~· ,. 

10 .% de suero fetal .bovino-- ·y- antibióticos ( penicili-

na/estrptomicina), piruvato;ff..ecsodJ·o_~/o ¡¡¡My aminoácidos no 

esenciales ( Narayanan y Page; [9-76 -J/' ésto es, después que 

se observaron células irradiando_·d~ __ j~,S_;ex~lantes fueron man

tenidas hasta que alcanzaron la ·cirífiuencia, depués de lo 

cual fueron despegadas con tripsina al_ 0.25 .% y transferidas 

a caJas de cultivo de 75 car.Las c(}iulas así obtenidas 

referidas aquí como células del cemento o células tumorales 

por simplicidad . fueron mantenidas en medio DV conteniendo 

15.% de suero fetal bovino y 3.% de extracto de pituitaria bo-

vina. Las células fueron resembradas cada tres a cuatro sema-

nas (Transferencia 1:2). Las células entre la cinco y diez 

transferencia fueron utilizadas para los experimentos descri-

tos aquí. En este ·estadio las células manifestaron caracte-

rísticas de osteoblastos ( véase después fig. 1 b-d ) . Los 

fibroblastos derivados de encía humana sana también se obtu-

vieron de muestras quirúrgicas. Los fibroblastos que se deri-

varon del ligamento periodontal se obtuvieron de dientes ex-

traidos por razones ortodónticas. Estas células fueron desa

rrolladas como se ha descrito previamente ( Narayanan y Pa-
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ge, 1976 ) . 

INMUNOTINCION 

Aproximadamente 500-1000 células fueron sembradas en la

minillas Lab-tek de ocho compartimientos. Después de 72 h de 

incubación a una temperatura de 37~c y bajo una atmósfera 

compuesta de 95 % de Oxigeno y 5 % de co~. éstas fueron fi

jadas con paraformaldehido al 3.5 %, pH 7.5 durante cinco mi

nutos a temperatura ambiente.Después de ésto las células fue

ron permeabilizadas con acetona /hielo seco a - 20 °C du

rante 2 minutos y se dejaron secar a temperatura ambiente -

(Narayanan y Page, 1985). Las laminillas preparadas con las 

células y listas para la inmunotinción fueron incubadas con 

los anticuerpos primarios diluidos 1:1000 en amortiguador de 

fosfatos/solución salina (PES), que contenía 1 mg/ml de albú

mina de suero bovino, durante una hora a 4ºC. Después de 

esto las células fueron incubadas con FITC conjugado con los 

anticuerpos secundarios 3 mg/ml de oveja antiratón IgG, 

oveja anticonejo IgG, conejo antirata IgG para proteína de 

adherencia derivada del cemento, BSP y anticuerpos para colá

gena tipos I y V respectivamente ), diluidos 1:100 en PES e 

incubados durante una hora a 4ºC. La inmunotinción fue vi

sual izada por inmunofluorescencia indirect~ ( Narayanan et 

al., 1985). 

DETECCION DE FOSFATASA ALCALINA 

Se sembraron células en una densidad de 

500-1000/compartimiento en laminillas Lab-tek de cuatro cáma-
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ras e. incubadas. por 72 h como se describió previamente. Las 

células .. fueron teffidas histoquími camente para detectar la en

zima. ·de :a¡;uerdo con. las instrucciones que el productor espe

cificó. Esto es. que las células fueron fijadas durante 30 

segundos y permeabi 1 izadas como se describió previamente. 

teffidas durante 15 minutos con solución alcalina ( evitando 

la·· luz ) • lavadas con agua corriente y teffidas nuevamente con 

solución de rojo neutro durante dos minutos. después fueron 

lavadas y secadas a temperatura ambiente y evaluadas cualita

tivamente por medio de microscopia de luz. 

AISLAMIENTO Y SEPARACION DE FACTORES MITOGENOS 

Se obtuvo medio condicionante de cultivos confluentes en 

cajas de 75 car'. Las células fueron lavadas tres veces con 

PES y luego incubadas en este mismo amortiguador durante 10 

minutos a 37=C. El amortiguador fue desechado y las células 

incubadas en un medio libre de suero fresco. El medio condi

cionante se colectó después de 48 horas de incubación con las 

células. Esta medio fue dializado contra un amortiguador de 

50mM Tris-HCl pH 7.5 que contenía 1 mM de fenilmetanosulfo

nilfluoruro y N-etilmaleidamida. 25 mM de EDTA y 1 ug/ml de 

pepstatina y leupeptina. El medio condicionante fue cargado 

en una columna de heparina-sefarosa ( 0.9 x 10 cm) mantenida 

a 4=C. La columna fue lavada con 5 a 10 volómenes del amor

tiguador para remover las proteínas que no se adhirieron con 

la heparina. Las proteínas que permanecieron unidas fueron 

eluídas de manera escalonada con 0.5. 1.0 y 2.0 M de NaCl ( 



17 

Nll.kae e.t eL. ··1991 J. Previamente a los ensayos de mitogeni

cidád las elub'/o~es;fu~;.ofi ~6nd~nti-adas en membranas Centri

pep YM-10 }' li'Ia~,;~~~~i),c~tL-~ medio]ibre. de suero a 4~C. 
·o··:-:_,::.)~;~.:---~·. 

ENSAYO DE Acü~l~~~"r;~i;;G~NICA 
''.··¡o;'o,. c:\¡l~.~~'. .. ~·y. 

Se usarÓ~~tbrpbJ~.Stós gingivales humanos entre la cua

tro y 12 fr~risi~reiÍcia~ Aproximadamente se serilbraron 20000 

células ·~n ;pÍ;~~~~;P~'ra'ci.lltivo· de teJidos. de 24 pozos e incu-
.. '.'·.' ' 

badas duraílte'"toda la noche para permitÍr su adherencia. En-
__ -_:·:-;-- -·-- ·:· .. -.:-,'· - ·_. 

tonces el :fuedio fue cambiado, se·affadiócmedio libre de suero 
-~::e.o ' o _ - o, _. _ =; • -

y se incubaron las células durante,'48 .. JÍoras para inactivar su 

sfntesis de ADN. Pasado este tiempo se canlbió nuevamente el-

medio adicionando medio libre de suero fresco que contenfa 

los mitógenos obtenidos de las eluciones que se indicaron an-

tes y las células fueron incubadas durante 22 horas. poste-

riormente se affadió medio libre de suero fresco conteniendo 

5. O uci/ml de 3H timidina y las células fueron incubadas por 

seis horas, al final de lo cual se lavaron con PES para remo-

ver el exceso de marca. Finalmente las células fueron despe-

gadas con 1.0 N NaOH y la radiactividad contada ( Miki et 

al .• 1987 ) . 

PURIFICACION DE PROTEINA DE ADHERENCIA POR MEDIO DE INJ.fUNO

AFINIDAD 

El medio condicionante fue obtenido como se describió 

antes, pero esta vez fue dializado contra PES. El medio fue 

cargado en una columna de haparina sefarosa-4B con CnBr acti-

vado y acoplada con un anticuerpo (H166), producido contra la 
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CAP. La columna,fúe -·-·lavada' con .. 20..:.3o;voldmenes de PES para 

remover las /proteil1as'!,:no~aciií'.erid.asca la-zseia~ó5a'-;4B. El mate-
- , "--;:,:::_· - ":.;_'{ '~'.·oo~~:'!-}'>-: ;,-/,;.' ·. ·,.' • i:::/t" ,;,·.': :._,:; Ll..~~-;)~~'O-...~'._; · :.',.>" 

:::: ,4:~~f ~l~~f~i*~~;~1~\íi~If 11t2:;; f:;;~: .:· .:' ::':: 
7.0~?;4.cia/¿11.lcÍÓn 'tué;' dbndl;nti-ada ··~n membranas Centripep 

YM~10 ;. <'iiln,1cen~~ª·ª 220~~>[,~:s~·~ ·,z¿, ~~~-. 
···-; 

ENSAYO DE ADHERENCIA DE FIBROBLASTOS 
\:·:> .. ::.":.' ' . .. -.;:.:_ 

Se marcaron cultivos- --·cciriflúentes de fibroblastos gingi-

vales humanos con 10 uci'/m]-• de-.L;"-35S metionina en RPMI medio 

libre de metionina durante toda la noche. Las células fueron 

tripsinizadas y la adh.erencia c.··celular medida de acuerdo con 

Me Al l ister et al., 1990. Esto es, placas de plástico bacte-

riológicas que no fueron tratadas para cultivo de tejidos. 

fueron incubadas en diferentes diluciones de CAP ( obtenida 

como se describió antes ), en PBS durante 16 horas a 4=C. 

Posteriormente, las placas fueron lavadas y tratadas con 2 

mg/ml de albúmina de suero bovino en medio libre de suero y 

durante 1 hora con el objeto de bloquear los sitios de unión 

no específicos. En seguida las placas fueron incubadas con 

1.5 x104 de fibroblastos marcados. durante una hora. Las 

células que no se adhirieron durante este tiempo fueron remo-

vidas por aspiración y los pozos lavados con PES. Las células 

adheridas se solubilizaron en 1 % de NaDodS04 y la radiac-

ti vi dad medida en un contador de cent el 1 éo 1 íquido Packard 

1500. Placas tratadas con 5 ug/ml de colágena tipo I sirvie-

ron como control positivo, mientras que para el control nega-
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tivo se usaron placas tratadas con medio libre de suero (01-

son et al., 1991). 

·,:_-·,"''. .·--·. 

ELECTROFORESIS EN GELES DE--PoifA(;~ÚAMIDA 
:-.:: ' ;v :,: .~ :;":.:::.~t;f, :::?t~~~.'-~)~~~~:\,;}.:~:~:'-• ,:<:-> 

Las electroforesis ef1·~~1.é_~ el,~ k/i.acrilamida-NaDoDSO", 

se 11 evaron a cabo en}~1J;~~#tt?~~~~[·3:2. 5 %, usando un apa

rato Hoeffer SE 250 paf:a.Jfrijj¡j'g~YJ~f segl1n Nakae et al .• 1991 . 
. ,,· '.·,.--~-... "'~;<;_,.-)~y'~ - .::-~;:· .-_ ;::·_ 

.__ :;,Lg_{~á;.~_1~_;f_~·-x~~r~~- :·~_::::;;,-· ~. 
-- -. - - ----- --- - ·::i:.:;_.;:_;.:....._;;'~:.:.,_:__: -· ·- - .. 

WESTERN BLOT -:~·>;: :-,·_ .. ;_:~.,~"· -~~ ~-~::--'- :_ :.: .; . 

- --·-

Después de las e'íect'roforesiiI, -las proteínas fueron 

electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa PVDF. 

usando una celda transportadora Bio-Rad. Las proteínas fueron 

visual izadas con tinción de Ponceau. Las membranas fueron la-

vadas. bloqueadas con blotto al 5 % durante 1 hora y entonces 

se incubaron a temperatura ambiente con los anticuerpos pri-

marios di luidos 1: 1000 en blotto. durante 1 hora ( anti-CAP y 

anti BSPJ. Las membranas fueron lavadas durante 30 minutos 

con blotto y entonces incubadas con el anticuerpo secundario 

(suero de caballo conjugado con peroxidasa). oveja antiratón 

u oveja anticonejo IgG respectivamente, diluidos 1:1000 en 

blotto, durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas 

fueron lavadas con PES. 2 x 15 minutos y finalmente las pro-

teínas fueron visualizadas con diaminobenzidina. 

MARCADO DE LAS CELULAS 

Cultivos de células de cemento en estado confluente fue-

ron preincubadas en medio libre de suero y que adem~s no con-

tenia leucina. glicina y prolina, durante una hora, las célu-



las fueron entonces marcadas '.y pulsadas durante una hora en 

medio nuevo que· 'cófit~l11a 5 uci/ml de L-4.5-3H-leucina. 

2-3H-glicina y :L--t3F/;~-3}f-prolina. Después del marcaje y 

pulso las células 'i1~~'c,~'~':to~adas en o. 5 M NH3, adicionadas al 
•' • •• •::~·, e • • 

medio y sujetas·.a· inm1.inoafinidad cromatográfica. Para la caza 

fria el medio rad}~c:Ú~o~' fue 

suero fresco que contetiia 25 

reemplazado por medio libre de 

ug/ml de cicloexamida y lOmM de 

prolina. leucina yglÍC:ina. no radiactivos. 

PROTEINA 

Las concentraciones de proteína fueron determinadas con 

un juego para ensayo de proteína Bio-Rad. por medio del méto-

do de Bradford. 1976; usando albúmina de suero bovino como 

estándar. 
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RESULTADOS 

Se establecieron cultivos de . células obtenidas de, ex-

plantes de un tumor de cemento hÜmaiici,,~en un medio de· culti-

vo conteniendo 10 % de suero fe,tal bovino. Estas células ini

cialmente manifestaron morfología'·· fibrobléfstica ( fig 1 a). 

Sin embargo después de 4 a 5 transferencias ( transferencia 

1 :2 J, asumieron una morfología diferente, especialmente 

cuando alcanzaron confluencia ( fig 1 b ) . Después de seis a 

ocho semanas en cultivo las células aparecieron estratifica-

das ( fig 1 c ) , y se evidenciaron estructuras como redes. En 

esta etapa su ritmo de crecimiento disminuyó drásticamente 

por lo cual las células fueron subsecuentemente mantenidas en 

presencia de suero fetal bovino al 15 % complementado con 3 % 

de extracto de pituitaria bovina. Las células han sido desa-

rrolladas y mantenidas en este medio y también han sido alma-

cenadas en nitrógeno liquido. 

Debido a que las células se obtuvieron de un tumor ce-

mentificante se examinó la posibilidad de que manifestaran 

características de osteoblastos. Se realizaron tres experi-

mentos y se utilizaron fibroblastos gingivales y del ligamen-

to periodontal como controles. En el primer experimento los 

cultivos fueron examinados histoquimicamente para la produc-

ción de fosfatasa alcalina. La. tinción estuvo presente aire-

dedor de la membrana celular y núcleo ( fig 2 a ). En con-

traste los fibroblastos gingivales no se tifferon con esta en-

zima fig 2 b ). Las células del ligamento periodontal tam-

bién fueron positivas, pero la tinción no fue tan intensa co-

mo en .las células tumorales ( dato no mostrado )". 
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Fig 1. Morfología de las células tumorales del cemento en 

cultivo.En las transferencias primarias las células exhibie"-

ron una morfología Jibroblástica (a}. Se aprecian muitipola-

-res-- a--:_;J-as:;. tTdTielfe-reTiCii1.S-~ -~--'-y 5. ( b) Y· eS.tl-a.t i f.i cadas cuand~ 

ª 1 ;ªn~~rit conii uenCia <}/c;V :'.~~irihii~ presentaron estructuras 

;~d~~ f~; ~'g~i¡;;~;;;. :ib ~:tn? como 
.-· ... - ,_..:_·,:. '"~-~ .-.. ~~-. ,,~ ' .:_'~k.«.:: ·t;\;,,·,-~)~-: .. ·-:::.",-'J .. -; 
'-"-:.:~~:.; . ·.'. ~~~::ít\.~-'.~·:; '·;{·:,:·.- .:"":.0:-'_<.;-. 

,. ·, ';-:'. :5/-:(:_ :~;.t> ;,'(' ··-'--J\::, ;~ . .,:;---; 

ih e~' .~~g~nét~/ ~·~;,¿J;~i:i~eii'to la~ células f4erón inmuno

teflidas ;~~ '{;un•~··a~'·d~te"i:po\ ~~n~;a BSP, usando fibroblastos 

gin;;~~l~~'. c~~o "(;~~·~1'.'Óles, Las células del cemento mostraron 
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·' .. · 

IJna.c.ini"eni./(ir{~ió;;,~~ii .0~1:~.'.;Ú/&il<i';pój·ta~:ln'mii*htXh_cióii' fue 
~/·:_-=-~·~·-· -<~ ·• -~;..: •. ~·- ·--

éte/leét°ftéiá.'~~ob;:.d ·r;';l.Jpei~¡¡;;~ ;e1Ü1a;:· r/.fig 3. ~ /.' '.Jih•··'ein.bar~ 

io losflbroblastos gingivales. fueron nei~ti~b~.·.:¡¿~rfb).··. 

.. 
~. 

, .. 
• ·;i ., .. ,,_ 
. '.( ~ _.,. .. 

.. <' ., --..-. 

''· , . ' . 
' . -~ 

l.· 

..,. ! .• 
;,' ~ . _&.;-. . 
1 ,_. .• .,. , 

Fig 2.Tinción histoquímica para fosfatasa alcalina a) células 

del cemento.b) fibroblastos gingivales humanos. Barra= 20 um. 

Fig. 3. Inmuno tinción de células del cemento (a) y fibroblas-

tos gingivales (b) con un anticuerpo contra sialoproteína 

ósea (BSPJ. Barra - 20 um 
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_-_':" 

Western blo.ts ·revelaron qúe el. medio. coádicionante com

pleto de céelul.ás del. <;;ern~nto;•;per~·~; ~1 ~~djode ~ibroblas
tos gingiv.a 1 es. of p~ri·od.bht~'i~Y. > cbn~;~nian'Ctive;;.~as'•baÍldas de 

110;;:120:·· ?a::.75. :•4·~,·y ~i1;: •líJ~ '~~~~c';56fi~~d~·c;~~ ;j '~;t1~cu~rp~ 
contra ·ESP. · L~.S . cfjiu'J~;§ •jue;i11·; iifi:uhaclás •t;¿¡iu,ién .· con 

';;.' 

a. 50 ug/ml durante 30 dfas tJ:.No!f etéÚ:,. ifB9. J{·YOfo~i'bu1ti
vos teflidos con alizarfn ;¿/Jg.OEn;\1~s§ll1~j,.;iJ¿~~Ji~~j~jde 
cemento se detectaron nóctulbfi :d~ ·?nin~i'JJii~<;Jóh

1

'.~o~;~~sulta-
,·~~~o-- • .·~·" •'·':-<? . . :;~·:,~> • ·;·' ;(;"· ~e 

dos negativos en los di:iltHJ¡/¡,/' i:ié fibrobüüifo'iJ giá[/ivales y 

periodontales (fig 4) 

q· 

Fig.4. Mineralización de células del cemento. fibroblastos 

gingivales y del ligamento periodontal. Las células se incu-

baron en discos de 35 mm como se describió previamente. 

a) Células del cemento. b)fibroblastos periodontales. 
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'"'~:~ :~: .·. \ '.~~.;( 
\>·--'>:o},·. . :,,.,,,-' .,, 

Los. cul tiJof,/de ~ lás 'célÚJ~';; ";del' cemento. fueron inmuno-

tetrido~·-·co~ r./n~ bater:fa '·¡¡~;;_a~;tJJ~~fpo; para determinar's:i · 
,~,;·. 

o~ro tipo de células se encoiitraba presente en los cultivos: 
'..<-.>:.' -

Los resultados obtenidos con.; e};,. ;anti cuerpo cont'ra el f~ctdr . 

VIII, el cual es epec:ffico ;pafá 'bél~la~ e!ldotelial~s (Ja~f~· 
et al., 1989 ) o anticuerpos ~/1~i·cf~;q~er,~ti~as 4 y 13 (Weiss 

et al., 1983 J fUeron n,egati,yo~'.f)j.ás;ci1uias_del cemento se 

:i:e:::c:~::::::e::~§:~L~~~iuq~j~~l~li~.::.~~:n:F:::0:s;e~ 
-- --;;::,~~ 

e:úicd pari &úu1a1'1"~~~~üfltFJ'd"6""tW'Cf:;&~;'-('r:J/Jkaéú et a1 .• 1987 ) . 
. _, ·-'".·.-;:,:;-;'. :::L~ '::.~_. _ ·:;:~~ . . -.-,_,,~.:;;~~ ~L-c-•. /:,:~-- · · 

' "~ ·,.;,;:,:· _:_;{i¡~.- ''~·t}~>::::s·.:. '.:·~~) .. :~- ... ,~~c. <;j,_ 

Producción· de 1~ f~~tf¡; ·.~~~r;s·c~:c:}~~i~ntb'' 'derivado de 1 ·cemento. 
·::. ~-;-~> -----"'-··:-..----.>.;:-.·_ -{':S~-;..--_.,..,._ 

'-_;: :~:: 

:": ::;:_>>./> 
Se examinó si ·1as célula;· del. cemento producen y secre-

tan el CGF. El medio condicionante de las células fue mitogé-

nico para fibroblastos gingivales humanos y su actividad fue 

parcialmente inhibida por el 2SN232, un anticuerpo monoclonal 

producido contra el CGF. Esto indicó la presencia del CGF en 

el medio condicionante. Pos ésto el medio fue su.ieto a croma-

tograf1a con afinidad por la heparina para separar el CGF y 

otros mitógenos (Nakae et al., 1991; Hauschka et al., 1986). 

Los resultados mostraron que el 29 ..! 3% de la actividad 

mitogénica estuvo presente en la fracción 0.5 M NaCl y el 21 

:±6% y 34 ± 14 % en las eluciones de 1. O M NaCl y 2. O M NaCl 

respectivamente (N-4 preparaciones J. La actividad remanente 

estuvo presente en la fracción no unida a la heparina ( 19 
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± 8:1;,· véase tabla. 1. J. 
;.e• .' -.- _-, 

Las /)~cciones de 1.0 y 2.0 M NaCl han sido mostradas 

pre~ia~¡nt~ que'•representan FGFs c!cido y básico respectiVa

mente. por Jo. cual. no fueron procesadas mc!s adelante. 

Debido á que el CGF y el PDGF son elufdos por 0.5 M NaCJ 

bajo las condiciones usadas (Nakae et al., 1991), esta frac-

ción fue examinada para detectar su presencia en el medio 

condicionante de las células del cemento por medio de ensayos 

de :inhibición de la actividad mitogénica usando anticuerpos 

contra estos factores. Los resultados mostraron que el anti-

cuerpo monoclonal 2SN232 y anticuerpo policlonal contra las 

cadenas A y B del PDGF removieron el 39 y 35 ~ de la activi-

dad mitogénica respectivamente. Esto indicó que ambos facto-

res de crecimiento , CGF y PDGF, estuvieron presentes en esa 

fracción (véase tabla 2). 

Para confirmar la presencia del CGF en la fracción O . .5 M 

NaCl, ésta se cargó en una membrana de nitrocelulosa PVDF 

tratada con el anticuerpo monoclonal 2SN232 y el anticuerpo 

secundario conejo anti ratón ( IgM+IgGJ, marcado rad:ioactiva-

mente con 125I. ·La fluorograffa reveló que solamente la 

fracción O . .5 M NaCl contenfa el CGF (fig 5). 

Produccion de protefna de adherencia. 

El medio condicionante de las células del cemento. tam-

bién fue examinado para verificar la presencia y producción 

de una protefna de adherencia para fibroblastos que previa-

mente ha sido aislada e identificada en el cemento radicular 
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(McAl l ister e.t al., 1990}, la CAP:- _es una molécula de 56 kDa, 

y un anticuei;po· monoclonal contra esta proteína inmunotifle 

cemento p~i-o<;,º 'c:>t)d5 · éb}id.~d/ se realizaron dos experimen

tos. ;en;e,*;;pé}~ft-.<>X~~c·i~e~~~Í~ci .Ja inmJnotinción por el anti

cuerpo'b~~~f~'.;i¡::~~;i~b-~~~\i\¡'f.~~,' '.f.élulas tumorales del cemento , 

librobi,~;·~.9i~gj.~'g1',9~1~'¡,;tf~~fj{;(Joritiiles. Las células del ce

niell;o -~e ;~~~~Ji6't]~·;:r:;~~-;¿·b~f'ii:;~"roerité,;' la -·-tinción. estuvo pre-

sente ;;iÍi¿;~i~di~n:i~~~6bre';~'~ -lsuier'f.idie ___ c:eJu1ár (fig 6 aJ. 
-···~ ,.:.,,;-:=;· ._.,_;,..· '.-··-,·,-~'_,,, -~'·~'.;:,-.·-~:,o;¡,, ,--., •. '%~': .~-·· 

ron negativos (fig 6 b). 

A 
1 2 3 4 

a 

b 
··-·-·-"-·--·-· ,, ';·;-·~-'-

-\'~,~··:,'·J.;;:,~~~-·,,_;;-. 

e ,:_; \->-~~< ?'(::~,·.:~-~" . 

Fig 5 Ensayo en dot-blot de las fracciones de heparina del 

medio condicionante de células tumorales del cemento para de-

tectar el CGF. Las proteínas sobre la nitrocelulosa fueron 
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incubadas, primero con eL anticuerpo 2SN232 ,y después con el 

anticuerpo secundariO 125I cónéjó anti ratón IgM+ÍgG y vi

sual i:?:ado'por 'in~d~?:, de f1uorográLra' • ,a;•1)\fr~~ci~n no unida 

2. :·::i ~~,*t~~r~~~f ~ff~f~*r~;~~f.i~r1:~· :t~.:::::: 
CGF. b, 1) 1~ 'ng '. b, 2) 30 ng • b~ 3J 4o 'n~ • - b;4J 50 ng. 

c, iJ PES : c, 2) 50 ul de suero fetal bovino al 10% , c. 3) 200 

ng de PDGF , c, 4) 200 ng de EGF. 

Fig 6 Inmunotinción de las células del cemento (a) y fibro-

blastos gingivales humanos (b) con el anticuerpo contra la 

proteína de adherencia derivada del cemento. Barra=20 um. 

En el segundo experimento, el medio condicionante obte-

nido de las células del cemento fue sujeto a cromatografía de 

inmunoafinidad usando el anticuerpo acoplado a la sefarosa 4B 

como se describe en los métodos. Las proteínas unidas a Ja 

heparina sefarosa permitieron la adherencia de los fibroblas-

tos de un modo dependiente de la dosis, o ensayo do-
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sis/respuesta (fig 7). 

o o 
T"' 

lt) 

'cfl. ...... 

ce o -u lt) 

! 
~ lt) 

C\I 

o 
128 64 32 16 8 4 2 

DILUCION X 10" 1 

Fig 7 Adherencia de fibroblastos usando medio condicionante 

e inmunopurificado de las células del cemento. Se usaron 100 

mi de medio para la purificación y la actividad de adherencia 

a diferentes diluciones es mostrada. 

Las electroforesis en geles de poliacrilamida revelaron que 

la fracción unida a la heparina sefarosa 4B acoplada al anti-

cuerpo contra la CAP contenfa muy poco material que se detec-

taba muy debilmente con coomassie azul (fig 8 a). Sin embargo 

los western blots revelaron que esta fracción contenfa bandas 
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' ' 

de 56 y 43 kDa como los principafos componentes(iig 8 b.U-:-
~. . ' -_:,·' .: ' ... :·::· . ·'..~ 

nea 1). también fueron visibles b~ndas ii.aid"ion:i1J"s l:tk 39 :Y 26 

kDa aunque como e;pecles ln~hor'eis··~:E]+.Sl.1~~6: HJii~i;'b:,d;~ini>J.'i/i'::.::,j·,/e 

~::;•:•:º 1 :::. :~J::;i:t~1i~r~.'f~u~0fe·r~(on~~i~:g'i·u~ait11m¡~e·n~~t:[ei~!pr~00•tc'.~e··sja.~d~:º· :·s: nante de ii~i~~j"~:.~W.1¿!i~1ff~}r~;i~~- . ' ... .·... ' ' ... ' 

:;.:7;~j~~~11~11il~~l::~;F&i!!r~;~~~.~r::::::. 
en el west'~r~ b:ot '(fi~·,Br'b.J:fn~~ 7/ i'el"ah ~laloprote:fna• ósea. 

se. usÓ '.~~t:~;~1-~{[~'~c/ó~".~'dJftF11~ti~~~t~iJ;~fü~!~t~~;;po contra ESP . 

. Los resu1 t.;idos:''rB~~~-·-~~~l'¡j~i,~~;?fl;g','iJ~:1f,"f¡f'f/e~~ 2/: · 
. ~~~::,, :-·:~ ' ,· 

Se llevaron a cabo experimentos para determinar si las 

bandas de prote:fna detectadas en los western blots estaban 

relacionadas entre s:t. Las células del cemento íueron pulsa-

das y marcadas con aminoácidos radioactivos. como se descri-

bió en los métodos. Las prote:fnas fueron separadas por medio 

de electroforesis en geles de poliacrilamida. La fluorograf:fa 

de los geles reveló que las células pulsadas y marcadas mos-

traban una banda de prote:fna cerca del origen del gel y otra 

de 43 kDa como componente principal. En adición a ésto bandas 

de 56 • 31 y 26 kDa también se evidenciaron. pero como compo-

nentes menores (fig 9 l:fnea a). Aún as:f. después de la caza 

fr:fa en presencia de ciclohexamida • la banda de 43 kDa estu-

vo ausente • y la especie de 56 kDa se evidenció como la ban-

da más prominente. La banda de 26 kDa se intensificó • y apa-

i-eció una nueva prote:tna de 39 kDa. La prote:fna en el origen 
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del gel~y la, de•· 31 ~:~J<Dªf~er:n~n~cie{o/;' sin ~iectafse., La banda 

cercá.' del or~·"frefí de.J }¡el /J~r~c~' haber sldO reÚmida de una 
' "' ' •' "- - " -.-:j-. ·,:;;1, -:.,,, 

m~n~rª~~~~;,~.;~'~iX~lc;; i1F:Jª·:~rf.~~nil:~Je~;~,?rí/ieneie1•.·~nti cuer-

G:"Z!i,~f$~~i~~if ~~f tjr~!~~í~!f ',f¡)!~1~}J1"~."::~ 
acciona·~~~ 5ué:fdcdce ;2;{fJ12 ~~;>i~~LnÍ~ad.o:· •. 

,,~>·- '~''i" -~ :¿'· 

fibr~~l~~t~~ gingivales y 

table 3. 

a 

células· tumorales deÍ cemento ' 

periodontales 

b 
1 2 

se sumarizan en la 

3 

Fig 8 Electroforesis en geles de poliacrilamida de la frac-

ción inmunopurificada del medio condicionante. a) Proteína 

de adherencia teflida con coomassie azul. b) Western blots, 
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línea 1J corí anticuerpo contra la CAP. línea 2J usando anti-

cuerpo .contra BSP, 1 ínea 3) suero humano contra . an.td cuerpo 
• • ~:.:. • - > 

anti-CAP ; Las flechas de superior a inferior indican Ja· mi-

gración de proteínas de 68 • 44 • 22 y 14.5 kDa. 

a -
43 KD 

b 

~ 

···~)!; .f 
56 KO 

39 KD 

26KD 

Fig 9 Fluorografía de proteínas marcadas metabólicamente ob-

tenidas de las células del cemento. aJ después de dos horas 

de pulso. Cultivos confluentes fueron marcados con 3H de leu-

cina • prolina y glicina como se describe en los métodos. 

b) después de la caza fría en presencia de ciclohexamida y 

aminodcidos sin marca radioactiva durante una hora. Células y 
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medio fueron sujetos a cromatograffa por inmunoafinidad y ge

l es de poliacrilamida. 
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DISCUSION 

El cemento está.asociado con dos tipos de células, los 

ce/1/ent,oblastos y i:ementocitos'; Sólo los cementoblastos son 

metabólicamente activos. ellos son los responsables de sinte

tizar la matriz cementoide. mientras que los cementocitos son 

relativamente inactivos.· Se cree que los cementoblastos se 

originan de células precursoras presentes en los espacios en

dosteales del hueso alveolar. estas células parecen migrar 

hacia la matriz dentinaria y diferenciarse en cementoblastos 

una vez que entran en contacto con este 11ltimo tejido ( Mel 

cher et al .• 1986: McCul loch et al .• 1987: Melcher. 1988: Cho 

y Garant. 1989). Aún cuando células de hueso han mostrado que 

forman tejido similar al cemento in vitro ( Melcher et al .• 

1986: Melcher. 1988 ). hasta ahora no ha sido posible culti

var y estudiar los cementoblastos in vitro. Nosotros hemos 

cultivado y propagado células obtenidas de un fibroma cemen

tificante de ser humano. Estas células no son endoteliales o 

epiteliales. basados en la inmunotinción con anticuerpos es

pecíficos para estos tipos celulares. Aunque las células del 

cemento se tifleron positivamente con HHF-35 un anticuerpo es

pecífico para células de músculo liso. éstas pueden no ser 

células de músculo liso ya que el anticuerpo tifle otras célu

las mesenquimatosas en cultivo incluyendo los fibroblastos 

(Christner et al.. 1977: Gown A.M .• comunicación personal). 

Las células exhibieron una morfología aplanada y estratifica

da con formación de estructuras similares a redes típicas de 

células óseas humanas (Auf'mkolk et al .• 1985 J. Las células 

produjeron colágenas de tipos I y V de forma similar a los 
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fibroblastos, sin embargo _sus. otras propiedades indi.can ql.Íe 
. . . . . - . 

no son fibrobla;,tos; Por ejemplo, -.•._a ;(JiÚrencia de ios.'fi1iro-_ 

:K~:~i~~::r~tM)~~f ~f~í~~f~tf~~i1¡~~1r:~~:~ 
mente sugestivo de 'l~'[~,~~t~~f~J~;~-;~~t~~bldsÚca o simÍJar a 

osteoblastos de las' célula:s(de-1•:/ceínento. Más aún, cultivos de 

fibroblastos del Ú~a~~~~'.ij/J,[~~~~:~bntal contienen células que 
- ·..-~. ·: .':"/'.:'.- .. _.;/.~/ - ,. "-.-,:~:."'"i..' -

son positivas a Ja ·fokfa'i:.~ii__a1: ·:aicaliáa (Nojima et al., 1990: 
-·.;-:. ·.:"~:~:::~_; ·~ 

Somerman et al., 1988:)_-;;~'.p-~';~'evidentemente, a diferencia de 

las células del fibroma '-•;cementificante aquel las son t:fpica-

mente fibroblastos por su morfolog:fa y otras propiedades. 

Mientras Jos datos que aqui se presentan sugerir:fan que las 

células del cemento manifiestan caracter:fsticas similares a 

Jos osteoblastos no las caracterizamos como tales. Esto obe-

dece a que nuestro objetivo principal fue determinar s:f éstas 

expresaban el fenotipo del cemento. Es de interés notar que 

durante las primeras transferencia en cultivo de estas célu-

Jas su morfolog:fa fue caracter:fstica de Jos fibroblastos. 

Ahora bien, s:f el cambio de morfolog:fa es debido a Ja trans-

formación del fenotipo celular durante las transferencias o 

es debida al crecimiento selectivo de células similares a os-

teoblastos, es algo que al momento no puede ser aclarado. Más 

importante, las células del cemento en cultivo producen dos 

prote:fnas derivadas del cemento el CGF y CAP. El CGF es una 

prote:fna de 23 kDa, Ja cual parece estar localizada únicamen-

te en el cemento y no es detectable en enc:fa, ligamento pe-
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riodonta1- ni en hueso alveolar:" ( .Mik:i et al. ' 1987: Nakae et --

al. 1991 :) . :,El• 'CGF .. prod.uc;ido poi; lás células que a qui se 

describen,-düe ca'rci(:i:'ehz'ado 'i:JoF';,u~ 'p;opi edades cromatográ-

fi"c~f! y ;~~~,~~ ~~.<1-·~.~í~n '.;f~n}f;l,,,:~·~·~·~per#ó~nti-CGF bovino. En 

adicíón.a~i:sff; ~~()~~~~t:·~jt;~~tf~_{;~~~~,:~·(0?e~ento __ también produ 

c,en:f'Dc;ii·,·~~ )'!·'!?f~~s Ycfro~abr~rnent:e~tr~s factores de creci-

mienl:OI 'síÍ~ ~b~~iid;(j~'l~·;~~i~~};·~)jjy~''2c~idicionante hacen pen-

sar más en ds j:/i-Opi'eCiacioj~ ~~JX%-fi~~d '~}J~olar que del cemento 

(Hauschk~-:t i~1) J~~~}S~.1)~f/!§~~~}J:. ~] PDGF no es detecta-

ble en el cemento rad1·ku1~~~:.;~-¿·Jt;;~f-¡;.efs sOn componentes meno

res.· En hueso el PDGFcyFGF~'f-sf>."n~J:"os·componentes más abundan-

tes. Sin embargo la 'produp~ión de cantidades significativas 

de CGF por las células ·de[ c"emento indican que éstas mani-

fiestan ambos fenotipos tanto de cemento como de hueso en 

cultivo. Varias explicaciones se desprenden de estos resulta-

dos. Por ejemplo. estas células fueron derivadas de un tumor. 

y las células tumorales como es conocido producen diversos 

factores de crecimiento. As:f mismo el cultivo puede contener 

una mezcla de células que representen al cemento as:f como 

otros fenotipos. Alternativamente estas células pueden mani-

festar características de células progenitoras del cemento, 

las cuales se presume residen en hueso alveolar. Notablemente 

la s:fntesis y secreción de CGF y CAP. prote:fnas que parecen 

estar localizadas exclusivamente en el cemento indican que 

hemos cultivado células putativas de este tejido capaces de 

sintetizar prote:tnas del cemento. 

Los western blots revelaron diversas bandas de prote:fna 

reaccionando con el anticuerpo contra la prote:tna de adheren-
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cia derivada del cemento. Los componentes de 56 y 43 kDa fue-

ron las especies más abundantes; mientras·que bandas de 39 y 

26 kDa también estuvieron .pres~;;t'eiuaunqJe debilmente visi

bles. Basados en la reacc1oh cI:fii~d.~l;~o"-t•á"n't2'cuerpos, previa-
~"'·" "''.:._ 0 •,,' .. ~,, ·' . < 

mente observamos que esta's ;;pr6t~Jfi}¡'¡/'./ic, :;-eaccion~n con anti-

cuerpo contra osteopo~tNt1 º d~; r~t~ ? ~cA§l iiter e.t a 1., 

1990J, o sialoprciteíría'.ósea~td1son et al.,'?1;~;;;·C¡~ proteína 

purificada por )nmuriO~findd~d y obtenida ~e ext;.ac~~s de ce

mento humano tá~i~h f~e ~egativa. en westerni.D;dt ~~ando an-
;:·.- ·'. ' :. 

ticuerpo poÚcl~na) c'óI'tra .osteopontina. porcin~, la cual tie-

ne reacción cruiada .con las especies humanas·· ( Sodek.J. co

municación personalJ.En estudios de pulso y caza se indica 

que estas proteínas son posiblemente derivadas de un precur-

sor común de 43 kDa, posiblemente por uno o más mecanismos 

post-translaciona les tales como, gl ucosi lación, sulfatación, 

fosfori lación o proteólisis. Aunque la osteopontina es sinte-

tizada en 44 y 55 kDa y posiblemente otros pesos moleculares 

(Nagata et al., 1991: Kasugai et al., 1991 ), Ja.proteína de 

43 kDa producida por las células tumorales del cemento no pa-

rece ser osteopontina, debido a que cuando es digerida con 

trombina no genera péptidos de 26 kDa, derivados de las pro

teínas de 43 a 56 kDa, y mientras la osteopontina esta pre-

sente en la mayor parte de las estructuras calcificadas, la 

proteína de adherencia derivada del cemento está restringida 

a este último tejido (Arzate et al., manuscrito sometido a 

revisión). Es de interes notar que mientras las bandas de 43 

y 56 kDa son las principales especies detectadas en western 
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blots, las bandas detectadas por:fluorograf:fa er:t1n .. las espe

cies menores debilmente vis/Jiú5_'.~La ,iªzóA d~ éstoies deseo-' 

nocida, sin embargo mí·en~;a;;.~j¡~o; d~tos il7CJ.Í'can que la CAP y 

1 a osteopontina\soh p;~t·~J¡j¡'.s ~;á~jeh,teJ, ~x¿te la posibi 1 i-

dad de que ia: dA? ~~ª·;~~·~ ,;~}.i~'hti ~1 ia· º;~eop~nt ina formada 

por apo~i'c:ión/de:'s~s'ARNm.·j/o dif~reh~i~~· ~n l~s procesamien-
'.:.-, . .,, .. 

tos post:_i:ra'Pi11~cionaJÚ;; c'omo glucosilación, fosforilación o 

de su origen y feno-

tip<>, c;reefr¡(>s'fi§e J~.S .~iHÜJas cultivada~ del fibroma cementi-

ficante de ser humano serán ótiles para al menos tres propó-

-· _' -···.:._. '--..,- : 
podr:fan ser utilizadas para obtener 

del 'c:efneñf.'¡, da'ntidades suficientes de sustancias biológica.-

mente activas •. Jo cual hasta ahora ha sido un procedimiento 

arduo y laborioso de disección en dientes huma.nos y 1 imita. 

las capacidades para. el estudio bioqu:fmico de este tejido. 2) 

estas células podr:fa.n ser utilizadas para. estudiar la bios:fn-

tesis y procesamiento de la CAP y otras prote:fnas presentes 

en este tejido. 3) la cementogénesis en sus estadios tempra-

nos involucra el depósito de matriz extracelular, producida 

por las células de Ja vaina radicular epitelial de Hertwig 

sobre la dentina, as:f mismo comprende Ja disrupción de esta 

vaina, migración y adherencia de célu.las ectomesenquimatosa.s 

del fol:fculo dental sobre la matriz, su diferenciación en ce-

mentoblastos y Ja secreción y depósito de cemento (Slavkin et 

al., 1988). Estudios recientes han mostrado que los productos 

del gene de las células de la vaina radicular epitelial de 

Hertwig pueden inducir la cementogénesis, y que estas células 
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sintetizan.protefnas. iF[ter:i1Ú~dásc!;,7?;;76:kD~ y' posiblemen

te oste9pontin~, lsl~"v1d'n ~(igJ.Jf98e/~s~fri~~rrian et 'aÍ:, Ú90). 
··'\·> '-i:~ . ' :~:··,~:>' ,:?:\::: .. <: :.~;.e: 

·/"·< ':=X: •e>\'~.:;•"<:(:; :?,~) ;:·<i? ' -~· ' 

En .el cernen;~~ ~~¡;ad:il'ib ·~~a~~~JZ;a:dii5n de cJ~ment~b)~;tos in-
;.¡·· :·;.~,li -~,,_:,,..... '"'"<:.c"0• 

volucra 1a··~1Y''ra~lóá'!<:t~}é't~'aWd~;céiuZas progenitor~s .. dei ce

mento, su acfhe~~Ó~ ~".; Í~ •maii1:z y posterios diferenciación ( 
,_ ... , .. -.. ,, 

Melcher, 1988; Cho. ·.Y 'Ga-P.ant.' 1989). Las células. descritas 

aquf pueden servir como modelo in vitro para estudiar estos 

procesos y dilucidar como es regulada Ja formación y diferen-

ciación del cemento. 
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TABLA 1 

' ·' : 

ACTIVIDAD MITOGENICA DE LAS FRACCIONES OBTENÍDAS A TRAVES,DE 
' ·,"-,. ,_::·-:..e: ,;.~,_·-. ;~ 

LA nEPARINA-sEFARosA usANDó i:L id::iiio · co/'li>IcioNft.NfE. i>'E iAs cE-

LVLAs TUMORALES DEL CEMENTq ; :; ··. ' ·r <} ;... ., 2·' •.•. 
<ACTivib}D't .;;;~?EWI~r< c. e . ·. FRACCION 

No unida 

0.5 M~abi 
1. O 'M frad1' 

•':·~~ ' • r' ., •> 

.• r'oT_ Af? • 

25;3• 

26.0 

(a)·. 3H incorporac[ón de:timid:Ína:x,~.ºjl.:jg~"{:.l~~fij.'-mfi.d:fo libre 

de suero usado como ecXñtro1~:7:V~'i;ó'n 3i3±1i'i,xi;J.O;;f3.t 

Los datos presentados ~;:O;: Jds -~~'5~Íta~b~Í;~~'fe~\~d~1 Ji, 4 
. -· ,. -~ .... '-· ___,; ~<--~~~ ·~ "r~. 

di fe:rentes preparac:i one~-- ~·~·Y-:-; ;'l:Jn::I1 i°Z~d){i:/\~~~-e'i/t"d"i:ii~t-~~·-c·~~f/n.t."e 
. ''!• --,-~·. • . .-,~· ·.'" . '. - ~-~·::~~ -~- - .. 

medio de desv]:ación estándar>·. 

por 
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TABLA 2 

ACCION DE ANTICUERPOS ANTI-PDGF Y ANTI-CGF SOBRE LA ACTIVIDAD 

MITOGENI<..."'A DE LA FRACCION O. 5 M NaCJ OBTENIDA DEL PROCESA

MIENTO EN LA COLUMNA DE HEPARINA-SEFAROSA PURIFICANDO MEDIO 

CONDICIONANTE DE LAS CELULAS TUMORALES DEL CEMENTO. 

MITOGENO 

NINGUNO 

0.5 M NaCl 

0.5 M NaCl 

0.5MNaC1 

10% SFB 

ANTICUERPO 

ANTI-PDGF 

ANTI-'-CGF(bJ_ 

CPM X 10-3 (AJ 

3.4±0.2 

33. 0±4. 4 

. 22.5J:zj, 
' . .. ,. 

2i:5:!4. 7_,-

·4g;·e±26. 5· 

(a) Desviación estándar de triplicados .. 

(b) 2SN232. 

PORCENTAJE 

100 

- .65 -

61 
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TABLA 3 

COMPARACION DE LAS PROPIEDADES DE CELULAS DE TUMOR 

DEL CEMENTO CON FIBROBLASTOS GINGIVALES Y PERIODONTALES 

PROPIEDAD CELULA DEL FIBROBLASTO FIBROBLASTO 

CEMENTO GINGIVAL PERIODONTAL 

MORFOLOGIA OSEAa. FIBROBLASTO FIBROBLASTO 

BSP + + 

COLAGENASb + + + 

CITOQUERATINAS -

FACTOR VIII NH 

SM-ACTINAc + NH 

CGF + NH NH 

CAP + 

a. Fibroblástica. durante Ja.s tráhsi~rencia.s prima.ria.s 

b Tipos I y V 

e Por inmunotinción con el _a.n'ticuerpo HHF-35 

NH No rea. J iza.do 



CONCLUSIONES . . 

. .... 

A la: fechii.-actual. no se han Jogrado aislar cementoblas-

tos para su ésl~dio en ~~1t}v~Lsin'.inw,argC! se ha cultivado y 

propagado. una ~;;n~~ cel uiar'. ~J~ 'ipa;r:ec~ expresar el fenotipo 
',;:..··· 

del cemento, esto basa.dos ,;principalmente en la inmunotinción 

y reconocimiento de proteínas aparentemente restringidas al 

cemento como el CGF y CAP. 

Es importante considerar que estas células también ex-

presan el fenotipo de los osteoblastos, lo que preliminarmen-

te apoya la tesis de que pudieran representar células mesen-

quimatosas indiferenciadas, las cuales a su vez se cree son 

las células progenitoras de los osteoblastos, cementoblastos 

y del ligamento periodontal.Sin embargo, los experimentos de 

pulso y caza para determinar la sintesis de la CAP, nos reve-

laron que estas células sintetizan y secretan la proteina de 

adherencia de 56 kDa que ha sido detectada en el cemento ra-

dicular. Estas células han mostrado que esta proteina es de-

rivada de un precursor de 43 kDa. Asimismo ellas mostraron 

que sintetizan el CGF y adicionalmente PDGF. Esta linea celu-

lar será en el futuro de gran ayuda para estudiar la cemento-

génesis, Ja síntesis de proteínas del cemento ( por procesos 

al momento desconocidos ), y como estas moléculas podrían ac-

tuar en la regeneración periodontal y en la formación de ce-

mento in vitro. 
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