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RESUMEN

Se cultivaron-células:: provenientes un: fibroma cemen

tificante de’ s £ ron mul ti

1ncidn’ y western

evelaron que produ

es. y. los:.mitdgenos

ueron. . separados::po medioide-afinidad a la hepa-

va)'/”c;s'dcliié tjhh.ib.iicz'kdrlz de la a f.f:\/.'l.ddrd mitogénica con
n’t’iguegrprbé, ”Iars fracciones. obtenidas mostraron gque contenian
eI ;acfor de crecimiento derivado del cemento (CGF), factor
i':lkevcrecjm.iento derivado de las plagquetas (PDGF) y factores
de crecimiento de fibroblastos (FGFs).

Las células del tumor del cemento se Inmunotifieron con
uﬁ anticuerpo monoclonal hecho contra la proteina de adhg
rencia derivada del cemento (CAP), sin embargo los fibro
blastos gingivales usados como control no mostraron reaccion
positiva. La protefna de adherencia derivada del cemento fue
separada por medio de Inmunoafinidad cromatogrdfica y los
western blots revelaron que Ila preparacién contenia protef
nas de 56 y 43 kDa. Las células pulsadas y marcadas con ami
nodcidos radiactivos contenian una protefna de 43 kDa como
bincipal componente, sin embargo esta protefna estuvo ausente
en la caza fria en presencia de ciclohexamida asi mismo las

especies de 56, 39 y 26 kDa se hicieron prominentes. Estos



datos indican que la protefna de 565kDa'Ja cua]ues la prznc1—

pal especie en el cementp es derJ ada - de’ un pfecursor de 43
kDa. Los datos presentadb§~ mu s que 2&5 cé]ulas cultiva-
das de un fibroma cementzf:cant 'de ser humano representan
células capaces de SJntetzzar y ’eéretar protefnas del cemen-

to en condiciones adecuadas de cu1t1vo



' ABREVIATURAS USADAS

NaDod$04 sd

FPBS: ”Amorty_z'gl,_z d

FITC: _Isotiocianato

e:fluoresceina. =

CPM: Cuentas radicactivas por minuto.-

ug/ml: ~Microgramos sobre mililitro.

uci/ml: ~Microcuries sobre mililitro.




- INTRODUCCION

Laienfermedad ’pe'riodb'nié] : de las. causas mds fre-

érd:da de Ios drganos dentarzos en seres huma-—

nos _;Esto const.z tuye uno de los problemas mayores de salud en

‘todo v.el hzundo Aproxzmadamente eI B 95 % de la poblacicdn mayor.
‘-de 65 aﬁos sufre algun grado de la enfermedad tan scSJo env
Estados Unidos se gastan .Z 5 bJJ]ones de ddélares al- aﬂo en
terrapéutzcar per:odoqta]. L,a -,enfemedad es causada prznczpa]
mente por colonizaciodn : ,baé:t' 5. ging
extension apical a Io Jargo d
bacterias Y sus productos =y
mos de respuesta del huéspéd;p’ 7
coagulacion y del comp]ementd. fl?f ‘,e:L'z'cd‘cjbt‘os pé--
limorfonucleares, monocitos, "ckélruy:]a 1in ozdfs_‘-y't"'actbres in—
munes humorales. 7 I

Estos procesos causan la convefsi&b del ‘epitelio de
union en epitelio de la bolsa y destruccién de tejidos conec—
tivos del periodonte. La inflamacidn y dafioc a los tejidos co-—
nectivos periodontales produce pérdida de la insercidn fibro-
sa de la superficie radicular, resorcioén 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 restauracion de la Insercicn de tejido conective que ha
sido perdida debido a la periodontitis. Sin embargo, la mayor

parte de los procedimientos clinicos actualmente disponibles

llevan a cabo procesos de reparacion y no de regeneracion (




las de 1s enfermedad
Nyﬁén et al., 1982;~1§8§ 1988 theSJo et .
al., 1988; Lynch et a).;iJQQQ o mbargo los resul-

tados a largo plazo de estéé 5}0 edi, tos sonrfrecuentemen—
te Iimpredecibles ( Nyman ét~§ et al 1986;

Marks y Metha, 1986 7).

Los mecanismos 'ce]&]af‘ ulares aé la
reinsefcién b regeneraciéniﬂy ,ehtieﬁden,cdn,v
blaridéd’en ia actﬁakjdy mayor vacfo en
nuestro Eonocfﬁjehfé & e: a dzluczdaczon de. es—
"~ tos procesos nos conduczrﬁ : désétfollo,de una- terapéutica
7raczonal predeczb]e y ut111zable en la prdctica cliInica ru-

tinaria.

CEMENTO Y REINSERCION PERIODONTAL

El cemento radicular forma la interrfase entre la dentina
radicular y los tejidos conectivos blandos que lo rodean. FEl
cemento es una estructura calcificada que sin embargo difiere
del hueso en que no tiene un aporte sanguineo directo, drena-—
Jje linfdtico ni inervacidn, ademds de que su remodelacidn a
través de la vida es escasa en comparacién con hueso ( Schlu-
ger et al., 1990 ).

La matriz orgdnica del cemento estd constituida princi-

palmente por coldgena de tipos I ( 90 % ) y III ( 5 % ), pro-



levarse .a

cabo. La nueva: Jnserczdn no ocurre s han esta-

’ € "ibroblastos no
se adhiereh o ckeceh sobre eliéé k) Page, 1983;
Wirthlin y Hancock. 1980: PJtaru 993 ): Esto se
debe a gue’ el'cemento expuesto aaiéontiene sus—

tancias t6xjcas'deposztadas por 1as4bacter1as, y las células

epiteliales se adhieren y crecenrmds répzdamente sobre estas
superficies ( Aleo et al.. 1975 Cogen et a] 1984; Olson et
al., 1985; Terranova y Martjn,‘ 1982 ). El raspado y alisado
radicular cuyo objetivo primordial es la remocidn de sustan-—
cias tdxicas parecen no promover la nueva insercion ( Bloem-
loffe et al., 1987 ): por esto se han realizado intentos para
crear condiciones que favorezcan la nueva Iinsercién, éstos
incluyen: desmineralizacidn de las superficies radiculares,
aplicacion de fibronectina, factores de crecimiento suplemen-—
tarios y matrices desmineralizadas de hueso (Bogle et al.,
1983, Caffesse et al 1988; Crigger et al.. 1983: Lynch et
al., 1989, 1991 ). La colocacién de una membrana entre la en—
clfa y la superficie radicular parece resultar en la formacidén
de hueso nuevo, cemento y fibras del ligamento periodontal.
La eficacia de este procedimiento llamado regeneracidn tisu-
lar guiada, se cree es debido a la capacidad de la membrana

para excluir las células gingivales epiteliales y permitir la



cables de ]a: regeneraczdn pe—

dn presentes en los teji—

dos que rodean el-. cemento Kawai:y U.szt 1989; McAllister

‘Miki et al., 1987: Somer-

‘et all, 1990 sthm‘r

man et al. 1987 ) observarc,zones indican que los com~
ponentes del cemento pueden part:czpar en la regeneracion pe—

rzodonta] selecczonando y promovzendo el crecimiento de las

pob]aczones celulares necesarias; si este es el caso, el blo-—
queo de las moléculas bioldgicamente activas del cemento por
las endotoxinas., o la eliminacién por procedimientos terapéu-—
ticos, podrian ser factores por los cuales la nueva insercidén
no se forma en superficies expuestas a la periodontitis. Ob—
servaciones recientes ( Lynch et al., 1989, 1991 ), demues—
tran que factores de crecimiento como IGF y PDGF inducen la
formacion de nuevo hueso, cemento y fibras coldgenas. Esto
apoya las potencialidades de las moléculas presentes en el
cemento radicular. Muy poco se conoce acerca de las moléculas
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( McAllister et al.,1990)

Las electroforesis en geles de poliacrilamida revelaron gque



Tco,c!uyéique e] cemento contlene Py’ a] menos otras tres pr,f

”otejnas con actJvzdad de- adheren Ja, y—que la protefna de756»fl:

ikDa es Ia espeCJe mds abundante en el cemento s Olson et “all
f1991 ). Las proterfnas de _adherenCJa de] cemento promueven al;'
é]as células del misculo Ilso, endotellales 3% fzbroblastos pa-—
ra adherirse in vitro, no obstgnte las células epiteliales no
feéponden a este rfactor. Lésrfjbroblastos se adhieren con mds
eficiencia que los otros tipos celulares, asi como la reorga-
nizacién de sus filamentos de actina es mds rdpida. Estos da-
tos indican que las protefnas de adherencia del cemento no
promueven la adherencia de células epiteliales del epitelio
de unidn, y que las endotoxinas bacterianas inhiben la adhe-
rencia de los fibroblastos de una manera no especifica, blo-
queando los sitios de unidén de las protefnas de adherencia
del cemento ( Olson et al., 1991 ).

El cemento contiene PDGF y un mitdgeno adicional que no
ha sido completamente caracterizado ( Nakae et al., 1991 ).
Este mitégeno parece ser una npueva proterina de 23 kDa cuya
distribucién puede ser uUnica 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-



dos deerentes’y pefﬁanecen secuestradas dentro de] cemento’

c e 1kos que rodean
'é]u};é de) cemen—
‘estdn bresentes
péf&ué y como pueden
sjéﬁe'podrfan ser re-—
‘identificacion del CGF

‘interrogantes anterio-

dos d&rahtéfié

1a.. Jnteracczdn de Jos tejjdos -calcificados:con los tejidos$~

'conectzvos blandos

FACTORES DE CRECIMIENTO POLIPEPTIDOS

Estos son un amplio grupo de moléculas, las cuales Iin-
cluyen el PDGF, a y bFGFs, TGF-B, EGF, IL-1, gama interferdn
y TNF~a ( Sporn y Roberts, 1990 ). Estas sustancias tienen un
amplio espectro de actividades que arfectan el movimiento,
proliferacion y sintesis proterfca de células del tejido co-
nectivo. En estado de salud estas células permanecen latentes
¥ su crecimiento y sIintesis se encuentran en estado pasivo.
Inmediatamente después de una lesicon estas cdlulas entran en
contacto con sustancias derivadas de la sangre. células in-
flamatorias y tejido dafiado que las activa para dividirse y

sintetizar componentes de la matriz intercelular ( Clark y




Henson,

ia de sustan—-

‘es m;togéﬁjco'para fi-

o d ':"' - ff péfo no para células
'eédééeliales,‘ejjfﬂF%Bfinhibéy”éi'c}ééfmiéhto celular en pre-—
senc;a de'EGf; miehtraé que Vtiene un efecto opuesto en pre-—
sencia del PDGF. El PDGF activa la sintesis de coldgena tipo
II en células en estado de desarrollo temprano del linaje
condrobldstico, pero para condroblastos en estado final de
desarrollo el PDGF inhibe la siIntesis de coldgena tipo II (
Nathan y Sporn., 1991 ). Los factores de crecimiento se unen a
receptores celulares especificos localizados sobre las mem—
branas de las células blanco e Iinician diversas reacciones
que culminan con la sintesis de ADN y la divisidn celular. (
Rozengurt, 1986 ).

La matriz extracelular desempefia una funcidén clave en el
modo en que las células responden a los factores de creci-—
miento ( Ingber y Folkman, 1989: Martin y Sank, 1990 ). La

matriz extracelular puede por sf misma ser mitogénica para
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*Ja:ﬂegra&aCthkproteolfﬁfc

>sufacci0n'a»1argb plazo . ( Flaumenha

al.. 1969 ).

“CELULAS DEL CEMENTO
’ Evidentemente lo mds imporfahte‘dé uﬁ téjido son las cé-—
lulas que la dan origen, a este respecto poco se sabe de las
células progenitoras del cemento y de la funcidn que éstas
desempefian en la homeostasis de los tejlidos periodontales y
particularmente durante la regeneracioén 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 dreas
paravasculares del ligamento periodontal ( Melcher et al.,

1986; McCulloch et al., 1987: Melcher, 1988 ), y producen la
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' matriz»éel[ta@enfo Los  cementocitos, son cementoblastos que

emento .por ila matriz

sible investigar I

cemento nilos pr

ciacion de las cél

r?specféiéfesfgmﬁjadbilo : sfgerzoé?pérdiénteh;
v'ﬁ?olﬂcrados enula'fbima;f h“qéWQSEé’feji:
doiy;la‘funqkdv:qué ‘éste desempefia en la féét;ﬁraéfdﬁ'dé la
'jnsé}éjbhtbériodbntal gue ha sido perdida debido ayla enfer-
medéd bericdontal.

7 Esta investigacion describe el aislamiento de una linea
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 protefnas
del cemento, el CGF y una protelfna de adherencia de 56 kDa

dnica del cemento.
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MATERIALES "Y' METODOS

-~ Scientific, Seat a.d y equipo

de electroforesis se. obtu'_yo io=Rad Rikchmojnfd' CA. i La Heba—

_rina sefarosa se obtuvo ,‘yvaéf;‘ Pﬁar@aéié “LKB:{“Bifo#echnology AB,

' Uppsala SW.:
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CELULAS

Se obtuvieiron muéstra L qu lrurgzcas de la'mandfbula de

una paciente humanO'de sex de 53 affios de. edad, con

antecedentes de osteogéne‘ perfecta ~relacJonada con un

fibroma cementzf:cante leJdldO en partes de

aproximadamente 1 mmﬂ y coJo ado 17me io DV, que contenfta
10 % de suero fetal':; _antibidticos ( penicili-
na/estrptomicinal. - ‘n_y:aminoacidos no

esenciales ( Narayanan y. Page, i ésto es, después que

se observaron células Jrradzan [oF s..explantes fueron man-—

tenidas hasta gque a]canzaron : 1£ eﬁEia{ _depués de lo
cual fueron despegadas con triﬁéida : W,és %‘yrtransferidas
a cajas de cultivo de 75 bm‘flé#yééﬁuléstésf obtenidas

referidas aquf como células-  del ‘cemenfo o células tumorales
por simplicidad ., fueron mantenidés 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 c¢délulas entre la cinco y diez
transferencia fueron utilizadas para los experimentos descri-—
tos aqul. EFn este -restadio las células manifestaron caracte-—
risticas de osteoblastos ( véase despuds fig. 1 b-d ). Los
fibroblastos derivados de encla humana sana también se obtu-
vieron de muestras quirirgicas. Los fibroblastos que se deri-
varon del ligamento periodontal se obtuvieron de dientes ex-

traidos por razones ortoddnticas. 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 compartimjentés. Después de 72 h de
incubacidén a una temperatura. de 37°C y bajo una atmdsfera
compuesta de 95 % de Oxigeno y 5 % de COx, éstas fueron fi-
Jadas con paraformaldehido al 3.5'%’, pH 7.5 durante cinco mi-
nutos a temperatura amb.ienté.'Después dq ésto las células fue-
ron permeabilizadas con acetona:/ hielo seco a - 20 =C du-
rante 2 minutos y se dejéron secar a temperatura ambiente -
(Narayanan y Page, 1985). Las‘ laminillas preparadas con las
células y listas para la inmunotincién fueron incubadas con
los anticuerpos primarios diluidos 1:1000 en amortiguador de
fosrfatos/solucidn salina (PBS). que contenia 1 mg/ml de albu-
mina de suero bovino, durante una hora a 4<C. Despuéds de
esto las células fueron incubadas con FITC conjugado con los
anticuerpos secundarios ( 3 mg/ml de oveja antiraton IgG,
oveja anticonejo IgG, conejo antirata IgG para protefna de
adherencia derivada del cemento, BSP y anticuerpos para cold-
gena tipos I y V respectivamente ), diluidos 1:100 en PBS e
Incubados durante una hora a 4<C. La inmunotinciodn fue vi-
sualizada por inmunofluorescencia indirecta ( Narayanan et

al., 1985).

DETECCION DE FOSFATASA ALCALINA
Se sembraron células en una densidad de

500-1000/compartimiento en laminillas Lab-tek de cuatro cdma-
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‘como’ se descrzb:é prev:amente Las“

cuer o con .Ias Jnstrucczones que ‘el productor espe—:k
cszcd‘ Esto es, que ' las céJuIas - fueron . fijadas durante 30 :
segundos y permeabz]zzadas " como g;ysei desci-i.b.id prevjaménte;
: teimdas durante 15 minutos con;, V‘Sb‘lukciéb alcalina ( evitandc;
’ la luz ), lavadas con agua corr'i'eﬁte y tefiidas nuevamente - con’
solucion de rojo neutro durante dos minutos, después fueron:
lavadas y secadas a temperatura amb:lente ¥ evaluadas cuaI.zta—ﬂ

tivamente por medio de mzcroscopza de luz.

AISLAMIENTO Y SEPARACION DE FACTORES MITOGENOS

Se. obtuvo ﬁzedio condirc’jonante de cultivos confluentes en
cajas de 75 cm®, Las células fueron lavadas tres veces con
PBS y luego incubadas en este mismo amortiguador durante 10
minufos a 375C. El amortiguador fue desechado y las células
incubadas en un medio libre de suero fresco. El medio condi-
cionante se colectd después de 48 horas de incubacidn con las
‘células. Esta medio fue dializado contra un amortiguador de
S50mM Tris—-HCl pH 7.5 que contenfa 1 mM de fenilmetanosulfo~
nilfluoruro y N-etilmaleidamida, 25 mM de EDTA y 1 ug/ml de
pepstatina y leupeptina. FEl 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 voltumenes del amor-—
tiguador para remover las protefnas que no se adhirieron con
la heparina. Las protefnas que permanecieron unidas fueron

elufdas de manera escalonada con 0.5, 1.0 y 2.0 M de NaCl (



7

1Prev1amente a yylos ensayos de mJ togenJ—

a as Jen" membranas Cbntrz—

1 bre1 de suero a 4QC

valés" “humanos eéntre la cua-

;'se sem.braron 20600

Aproxzmadamen te

Yy se Jnr:ubaron las células durante‘ 48.. or‘as' para inactivar su

sintesis de ADN. Pasado es_te t.zempo se cambzo nuevamente el-
medio adicionando medio 1ibri‘e de suero fresco que contenfa
los mitégenos obtenidos de las eluciones que se indicaron an-
tes y las células fuéron Incubadas durante 22 horas., poste-
riormente se afiladio medio libre de suero fresco conteniendo
5.0 uci/ml de 3H timidina y las células fueron Iincubadas por
seis horas, al final de lo cual se lavaron con PBS 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 INMUNO-—
AFINIDAD

El medio condicionante fue obtenido como se describié
antes, pero esta vez fue dializado contra PBS. El medio fue
cargado en una columna de haparina sefarosa74B con CnBr acti-

vado y acoplada con un anticuerpo (H166), producido contra la
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1B.. El: mate—
PH2.5. La elucion
H, en un pH de

“membranas Centripep

ENSA YO DE ADHERENCIA DE‘ FIBROBLASTOS

Se marcaron cu]tJv 'tes de fzbrob]astos gingi—
vales humanos con~10 .l;Cl/m 35.5' met:onzna en RPMI medio
libre de metionina dﬁf;‘anfe» tod,a::~ la ;’noche.b Las células fueron

tripsinizadas y" Ia adherencla elUfér medida de acuerdo con

Mc Allister et a]. 1990 Esto‘ éS, Vprlacas de pldstico bacte—
rioldgicas que no fueron trétada.;' ..para cultivo de tejidos,
fueron incubadas en diferentes diluciones de CAP ( obtenida
como se describid antes ), en PBS durante 16 horas a 4-C.

Posteriormente, las placas fueron lavadas Yy tratadas con 2
mg/ml de albumina de suero bovino en medio libre de suero y
durante 1 hora con el objeto de blogquear los sitios de unidn
no especificos. En seguida las placas fueron incubadas con
1.5 x10° de fibroblastos marcados. durante una hora. Las

células que no se adhirieron durante este tiempo fueron remo-—
vidas por aspiracién y los pozos lavados con PBS. Las células
adheridas se solubilizaron en 1 % de NaDodSO0* y la radiac—-

tividad medida en un contador de centelléo lfquido Packard
1500. Placas tratadas con 5 ug/ml de coldgena tipo I sirvie—

ron como control positivo, mientras que para el control nega-—
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tivo se usaron placis: hﬁaj;adg:sz-' zon medio Iylibre‘ de suero  (0Ol-

son et all; 1991) )

ELECTROFORESIS EN GELES DE-POLTACRILAMIDA -
Las elactrofores s rilamida~NaDoD5O,

se llevaron a cabo en 2.5 %, usando un apa-

rato Hoeffer SE 250 pa akae et al.,1991.

WESTERN BLOT

Después de Iyars_'__‘v electroforesis. protefnas fuéron
electrotransferidas a  una :'membra}ia “de v, nitrocelulosa PVDF,
usando una celda transpbftadéra Bio-Rad. kL.'srs p'rovtirefhas fueron
visual izadas con tincidn de Ponceau. Las membranas fueron la-
vadas, bloqueadas con blotto al 5 % dura}lte 1 hora y entonces
se lncubaron a temperatura ambiente con los anticuerpos pri-
marios diluidos 1:1000 en blotto. durante 1 hora ( anti-CAP y
anti BSP). Las membranas fueron lavadas durante 30 minutos
con blotto y entonces Iincubadas con el anticuerpo secundario
(suero de caballo conjugado con peroxidasa). oveja antiratdn
u oveja anticonejo IgG respectivamente, diluidos 1:1000 en
blotto., durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas

fueron lavadas con PBS, 2 x 15 minutos y finalmente las pro-

tefnas 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 ademds no con-

tenfa leucina, glicina y prolina, durante una hora, las célu-
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las fueron entonces marcadas. iy - pulsadas durante una hora en

medio nuevo ' qu fa 5 uci/ml de L-4,5-3H-leucina,
2-3H-glicina'y 5%3H-brok1jna. Después del marcaje y

pulso las cé]u],y‘ iémadés en 0.5 M NH3, adicionadas al

medio y suJjetas: nmynoa'fjnidad cromatogrdfica. Para la caza

fria el medio 'rvav fue reemplazado por medio libre de

suero fresco qut__cont'e'n‘.z‘ 25 ug/ml de cicloexamida Y 10mM de

prolina, leucina .y.g ina.no.radiactivos.

PROTEINA .

Las concentraciones ‘de'_ f'protefna fu‘eron determinadas con
un juego para ensayo de protefna Bio-Rad. por medio del méto-
do de Bradford, 1976; usande albumina de suero bovino como

estdndar.
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RESULTADOS

v Se¢-establecieron cultiyos . de: -células }pbtenidas}déiex¥

plahtés de un tumor de cemento hu enuudimédid'defculfi4

vo conteniendo 10 % de suero fetal bovino. Estas células ini-

clalmente manifestaron morfbjogfa fibfbbjéstica ( fig 1 af.
Sin embargo después de 4 hév5%tr§n5feréncias ( transferencia
1:2 )., asumieron una  m;fo1bgfé diferente, especialmente
cuando alcanzaron conflﬁgnéiaézrf;g 1 b ). Después de seis a
ocho semanas en cultjvéfﬁlas células aparecieron estratifica—
das ( fig 1 ¢ ), y ée eQidenciaron estructuras como redes. En
esta etapa su ritmo de crecimiento disminuyd drdsticamente
por lo cual las cédlulas 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 nitrdégeno lfquido.

Debido a que las células se obtuvieron de un tumor ce-—
mentificante se examiné la posibilidad de que manifestaran
caracteristicas de osteoblastos. Se realizaron tres experi-
mentos y se utilizaron fibroblastos gingivales y del ligamén—
to periodontal como controles. En el primer experimento los
cultivos fueron examinados histoquimicamente para la produc-—
cion de fosfatasa alcalina. La tincidn estuvo presente alre-
dedor de la membrana celular y nucleo ( fig 2 a ). En con-
traste los rfibroblastos gingivales no se tifieron con esta en-—
zima ( fig 2 b ). Las células del ligamento periodontal tam—
bién fueron positivas, pero la tincién no fue tan intensa co-

mo en .las células tumorales ( dato no mostrado ).



22

Fig 1. Morfologfa de las células tumorales del cemento en

cultzvo En. las transferenczas primarias las células exhibie—

.’ro‘n; una ,morfologf "f.zbroblashcaw‘ (a). Se aprec.zan muIthoIa‘




ete la: sobrela superficie-celulal

golos f z'b;jébl'asjf os gingivales 7 ueron' nec

Fig 2.Tincién histoquimica para fosfatasa alcalina a) cé]uléé

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

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

tos gingivales (b) con un anticuerpo contra sialoproteilna

ésea (BSP). Barra = 20 um




B—g}zcerofosfato 10mM d $%
‘a. 50 ug/m] durarite 30 dfas;
vos tefiidos con alzzazjfn

cemento se detectaron

dos negativos en los

periodontales (fig 4) =

Fig.4. Mineralizacién de c¢élulas del cemento, fibroblastos
gingivales y del ligamento periodontal. Las cé&lulas se incu-—
baron en discos de 35 mm como se describid previamente.

a)Células del cemento, b) fibroblastos periodontales,
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‘c)fibroblastos ging

:;VIII el cua] es

epecIfJ

oqueratina 4y13 ‘(Wéj’$s '

ul s?,,d'eii c’ekkmer‘zto se

“coldgenas tipos I y

't~1‘c‘i17‘érj:>:o‘ HHF-35 espe-—

ada et al., 1987 ).

rivado del ‘cemento.

N cemento producen y secre-—
tan el C'GF El medJo condlczénante de Jas 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 1indicd la presencia del CGF en
el medio condicionante. Pos ésto el medio fue sujeto a croma-
tograria con arfinidad por la heparina para separar el CGF y
otros mitdgenos (Nakae et al., 1991; Hauschka et al., 1986).

Los resultados mostraron que el 291‘ 3% de la actividad
mitogénica estuvo presente en la fraccion 0.5 M NaCl y el 21
6% y 34 * 14 % en las eluciones de 1.0 M NaCl y 2.0 M NacCl
respectivamente (N=4 preparaciones ). La actividad remanente

estuvo presente en la fraccién no unida a la heparina ( 19
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+8$ véase tabla 1 )

que representanf FGFs dcido y basz co’ respecl:.z’ a,—’_ i

ajo 1991), esta frac—
k chn fue exam.mada ; para detectar su presencia en el medio
cond:c:onante de 1&5 células del cemento por medio de ensayos
;'devin'hjbjcz'dn de . la actividad mitogénica usando anticuerpos
‘contra estos factores. lLos resultados mostraron que el anti—
cuerpo monoclonal 28N232 y anticuerpo policlonal contra las
cadenas A y B del PDGF removieron -'€l-39 -y 35 % de la activi-
dad mitogénica respectivamente. Esto 'ind;icé qué ambos facto-—
res de crecimiento , CGF y PDGF, estuvieron presentes en esa
fraccidn (véase tabla 2).

Para confirmar la presencia del CGF en la fraccion 0.5 M
NaCl, ésta se cargé en una membrana de nitrocelulosa PVDF
tratada con el anticuerpo monoclonal 2SN232 y el anticuerpo
secundario conejo anti ratén (IgM+IgG). marcado radioactiva-—

mente con 125I. ‘La rluorograffa reveld que solamente la

fraccion 0.5 M NaCl contenfa el CGF (fig 5).

Produccion de proterna de adherencia.

El medio condiclonante de las células del cemento, tam-
bién fue examinado para verificar la presencia y produccion
de una proterfna de adherencia para fibroblastos qué previa—

mente ha sido aislada e identificada en el cemento radicular
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IA,CZP Les:una molécula de 56 kDa.

'esta proterna Jnmunotzﬁe

odontales fue—

roh*negéijbé'(fjg 5 b)‘ .

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 protefnas sobre la nitrocelulosa fueron
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7'1ncubadas perer coh‘ el.. !3_’“"-‘; ¢{Jérbo 25‘N232 y después con eI 8

anti cuerpo secundarz 1251 coney

"c', i’) RBS c 2) 50 uI de suero fetal bovzno a] 10% , €.3) 200

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

Fig 6 Inmunotincidn de las células del cemento (a) y fibro-—
blastos gingivales humanos (b) con el anticuerpo contra la

proterna 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 cromatografia de
Inmunoarfinidad usando el anticuerpo acoplado a la sefarosa 48
como se describe en los métodos. Las protefnas unidas a la
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).

Q
O -
-

, %
U

ADHERENCIA

128 64 32 16 8 4 2
DILUCION x 10°1

Fig 7 Adherencia de fibroblastos usando medio condicionante
e inmunopurirficado de las células del cemento. Se usaron 100
ml de medio para la purificacisén y la actividad de adherencia

a diferentes diluciones es mostrada.

Las electroforesis en geles de poliacrilamida revelaron que
da fraccion 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 embargeo

los western blots revelaron que esta fraccidén contenifa bandas
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de 56 y 43 kDa como’ "
nea 1), también fueron:visible
kDa auhque:cho.k' &

procesado” por.

(fig 8 b‘rlffné‘;’afj

riante dgV

Se‘lfévafoﬁ‘a cabo’ éxpérimehtoé’ ééré defe}mjnar s1i las
bandéé de protefna defectadas en los western blots estaban
relacionadas entre si1. Las células del cemento fueron pulsa-
das y marcadas con aminodcidos radiocactivos, como se descri-
bio en los métodos. Las protefnas fueron separadas por medio
de electroforesis en geles de poliacrilamida. La fluorografifa
de los geles revelé que las células pulsadas y marcadas mos-—
traban una banda de protefna cerca del origen del gel y otra
de 43 kDa como componente principal. En adicidn a ésto bandas
de 56 , 31 y 26 kDa también se evidenciaron, pero como compo-—
nentes menores (fig 9 lfnea a). Aun asi, despuds de la caza
rrfa en presencia de ciclohexamida ., Ia.banda de 43 kDa estu-
vo ausente , y la especie de 56 kDa se evidencid como la ban-—
da mds prominente. La banda de 26 kDa se intensificé ., y apa—

recié una nueva protefna de 39 kDa. La proterna en el origen



tumorales del ‘cemento ;

k:fibro{bl‘a tds"gjng‘ija‘jes y periodontales se sumarizan ,enyr_la"'

table 3.

¢
T T

-

Fig 8 FElectroforesis en geles de poliacrilamida de la frac-

cion Inmunopurificada del medio condicionante. a) Protelna

de adherencia tefiida con coomassie azul. b) Western blots .
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Ifnea"1) con.anticuerpo contra la CAP. IInea 2) usando anti

lfnea .3) . suero.humano -contraianti

" cuerpo’contra:

‘ant‘i—'C'AP Las :flechas ‘de superior a inferior. ;J'Vndﬁ'cav(yz la'mi

de proternas de 68 ., 44 , 22 y 14.5 kDa.

56 KD

43 KD

39 KD

: 26KD

Fig 9 Fluorograrfa de protefnas marcadas metabdlicamente ob-
tenidas de las cdlulas del cemento. a) 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) despuds de la caza Irfrifa en presencia de ciclohexamida y

aminodcidos sin marca radioactiva durante una hora. Células y
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medio fueron sujetos. a cromatograrifa -por z'nmunoafzfn.idad'y‘ge—:'

les de poliacrilamida.
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: DI SC'USI ON

E‘f :cemento esté asoczado coh dos thos de cé]ulas,l lps :

cementocz tos

'metabdhcaménte actlvos,, e]los son los responsab]es de: sznte-
j‘tzzar la: matr_zz cementolide. mientras. que los cementocitos son
reléti\)aménte inactives. Se . cree que los cementob]astés se
originan de c€lulas precursoras presentes en los espacios en-—
dosteales del hueso aJveoIar estas células parecen migrar
hacia la matriz dent:nar.za ¥ diferenciarse en cementoblastos
una vez que’ entran en: contacto -'éoh este . ultimo tejido ( Mel
cher et._.al., 1986 McCulIoch et ail. »1987;- Melcher, 1988; Cho
y Garant,b,1989)'. Atn 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 c¢élulas no son endoteliales o
epiteliales, basados en la Inmunotincidén con anticuerpos es—
pecificos para estos tipos celulares. Aunque las células del
cemento se tifieron positivamente con HHF-35 un anticuerpo es-—
pecrfico para células de musculo liso, €Estas pueden no ser
células de musculo liso ya que el anticuerpo tifie otras célu-
las mesenquimatosas en cultivo incluyendo los fibroblastos
(Christner et al., 1977: Gown A.M., comunicacidén personal).
Las células exhibieron una morrfologfa aplanada y estratifica-
da con formacion de estructuras similares a redes tipicas de
células Sseas humanas (Auf'mkolk et al., 1985 ). Las células

produjeron coldgenas de tipos I y V de forma similar a los

‘.;'Sé]o 1los cementoblastos son:
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~menté’sugestiyb,

osteoblastos de las ento.. Mds atn, cultivos de

fibroblastos delfl ontal ‘contiéenen células que

son positivas.a la

las células del . fii;am emgnfjfjcante aquellas son tipica-

mente fjbrob]aétosrrpér,'su‘fmoffologja y otras propiedades.
Mientras los datos gque iaqui' se presentan sugerirfan que las
células del cemento manifiestan caracteristicas similares a
los osteoblastos no las caracterizamos como tales. Esto obe-
dece a gue nuestro objetivo principal fue determinar sI éstas
expresaban el fenotipo del cemento. Es de interés notar gque
durante las primeras transferencia en cultivo de estas célu~
las su morfologfa fue caracteristica de los fibroblastos.
Ahora bien, s1 el cambio de morfologia es debido a la trans—
formacion 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. Mds
importante, las células del cemento en culkjvo producen dos

protefnas derivadas del cemento el CGF y CAP. El CGF es una

protefna de 23 kDa., la cual parece estar localizada unicamen—

te en el cemento y no es detectable en encfa, ligamento pe-
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riodontal ni en hueso alveolar (. Miki et al.. 1987; Nakae et

las células que aquz se

kvffcq oF el anticuerpo ntJ—CGF -bovino. En

e ento tambzén produ
S, factores de creci-

»onante hacen pen-

oIar que del cemento
PDGF‘no es detecta-

on componentes meno—

tes Sin embargo .de cantidades significativas

de CGF -por-las célu}ag mento indican que éstas mani-
fﬁestan ambos fenofjboé igab£a7: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. AsI mismo el cultivo puede contener
una mezcla de cdélulas que representen al cemento asi como
otros fenotipos. Alternativamente estas células pueden mani-
festar caracteristicas de c¢élulas progenitoras del cemento,
las cuales se presume residen en hueso alveolar. Notablemente
la sfintesis y secrecidn de CGF y CAP, protefnas gque parecen
estar localizadas exclusivamente en el cemento indican que
hemos cultivado células putativas de este tejido capaces de
sintetizar proternas del cemento.

Los western blots revelaron diversas bandas de protelna

reaccionando con el anticuerpo contra la proterfna de adheren-—

p1e ades cromatagra— :
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cia derivada del cemento. Los componentes de 56 y 43 kDa- fue—

26 kDa también estuvzerqq pr

1990). o sialoprotel

las especzes humanas ¢ Sodek J. co-—

munzcaczén persona]) Eh estudzos de  pulso y caza se Indica
que estas prqternas son posiblemente derivadas de un precur-
sor comun de 43 kDa, posiblemente por uno o mds mecanismos
post-translacionales tales como, glucosilacidn, sulfatacion,
Lfosforilacidn o protedlisis. Aunque la osteopontina es sinte-
tizada en 44 y 55 kDa y posiblemente otros pesos moleculares
(Nagata et al., 1991; Kasugai et al., 1991 ). la.protefna 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-
tefnas de 43 a 56 kDa, y mientras la osteopontina esta pre-
sente en la mayor parte de las estructuras calcificadas, la
protefna de adherencia derivada del cemento estd restringida
a este ultimo tejido (Arzate et al., manuscrito sometido a
revision). Es de interes notar que mientras las bandas de 43

Y 56 kDa son las principales especies detectadas en western



blots,  las bandas detect‘édq

cies menores debJ 1me

noczda,’ sin embarg mientr

fosforl lacidn o

'dél" ‘emento cantzdades suficientes de sustancias bioldgica-

- ment; act:lvas, Io cual hasta ahora ha sido un procedimiento
~arduo’ y'laborioso de diseccién en dientes humanos y limita
7 las cépacidades para el estudio biogquimico de este tejido. 2)
estas células podrian ser utilizadas para estu&iar la biosin-
tesis y procesamiento de la CAP y otras protefnas presentes
en este tejido. 3) la cementogénesis en sus estadios tempra-
nos involucra el depdsito de matriz extracelular, producida
por las células de 1la vaina radicular epitelial de Hertwig
sobre la dentina, asi mismo comprende la disrupcidn de esta
vaina, migracién y adherencia de células ectomesenquimatosas
del folfculo dental sobre la matriz, su diferenciacién en ce-
mentoblastos y la secrecidn y depdsito de cemento (Slavkin et
al., 1988). Estudios recientes han mostrado que los productos
del gene de las cdlulas de la vaina radicular epitelial de

Hertwig pueden inducir la cementogénesis, y que estas células
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sintetizan proterl

te‘oéte;bont

' mento, su adheSJO y posterzas dzferenc:aczén (

Melcher, 1988 Ch’ 1989). Las ;é]ulas.descrztas

agus pueden serv:r ‘como mode]o in vitro para estudiar estos
procesos ¥y dJIuCJdar como es regulada la formacion y diferen-—

ciacion del cemento. f
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TABLA" 1

ALTZVIDAD MYTDGENICA DE LAS . FRACCIONE: OETENIDASQ
La HEPARINA—SEFAROSA UqANDO EL MED VANT.
 LUZAS TUMORALES DEL: EMEN

LFWACCION

medio de desvgaCJOnaesta
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TABLA 2 ,

ACCION DE ANTICUERPOS ANTI-PDGF Y ANTI-CGF SOBRE LA ACTIVIDAD
MITOGENICA DE LA FRACCION 0.5 M NaCl OBTENIDA DEL PROCESA-
MIENTO EN LA COLUMNA DE HEPARINA~SEFAROSA PURIFICANDO MEDIO
CONDICIONANTE DE LAS CELULAS TUMORALES DEL CEMENTO.

MITOGENO ANTICUERPO CPM X 10-3 (A)  PORCENTAJE
NINGUNO - - s.ato.z oo

0.5 M Nacl = 33.0%4.4 )

0.5 M Nacl ANTI-PDGF

0.5 M Nacl ANTI=CGE(b)

10% SFB B

ta) Desviacion estdndar de :tzfipl‘rz‘;ca&os.x:

(b) 25N232.



’ TABLA 3
COMPARACION DE LAS PROPIEDADES DE CELULAS DE TUMOR
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DEL, CEMENTO CON FIBROBLASTOS GINGIVALES Y PERIODONTALES

PROPIEDAD  CELULA DEL FIBROBLASTO FIBROBLASTO
CEMENTO GINGIVAL PERIODONTAL
MORFOLOGIA  OSEAa FIBROBLASTO FIBROBLASTO
BSP + - +
COLAGENASH + + +
CITOQUERATINAS - - -
FACTOR VIII - - NH
SM-ACTINAc + ToLE ow
CGF * N SO NH

cap *+ L= -

a Fibrobldstica durante las FéﬁSférencias primarias

b Tipos I y V

¢ Por inmunotincidn‘covncerlf anticuerpo HHF-35

NH No realizado



B

\aislar -cementoblas=

mburgg,sé'ha‘éultjvado y

del cemento,  esto 'basados rincipalmente en la inmunotincidén

y fécoﬁocimiento dgn;érbﬁé!ha ; é qféntémente restringidas al
cemento como'el‘CGF yjcﬁé. :

Es importante considefar‘~qué éstas células también ex-—
presan el fenotipo de los osteobléstos, Io gue preliminarmen-—
te apoya la tesis de gque pudieran representar células mesen-
quimatosas indiferenciadas, las cuales a su vez se cree son
las células progenitoras de los osteoblastos, cementoblastos
Yy 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. FEstas células han mostrado que esta protefna es de-—
rivada de un precursor de 43 kDa. Asf mismo ellas mostraron
que sintetizan el CGF y adicionalmente PDGF. Esta lInea celu-
lar serd en el futuro de gran ayuda para estudiar la cemento-
génesis, la sintesis de protefnas del cemento ( por procesos
al momento desconocidos ), y como estas moléculas podrfan ac-—
tuar en la regeneracidén periodontal y en la formacidn de ce-—

mento 1in vitro,
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