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RESUMEN

El cemento radicular Humano. Es un tejido conectivo mineralizado que
cubre la superficie radicular del diente, y forma la interfase entre esta superficie y
el tejido conectivo del ligamento periodontal. El cemento radicular humano se
encuentra cubriendo la dentina radicular y es el sitio de insercion de las fibras de
Sharpey que provienen del lejido conectivo blando y las fibras colagenas que
provienen del hueso alveolar.

El objetivo del presente trabajo fue contribuir a la caracterizacion molecular
de la proteina de adherencia del cemento radicular humano (PAC), asi como la
obtencién y secuenciacion del cDNA que codifica para la proteina PAC. La
estrategia utilizada fue purificar a la proteina PAC a partir de los productos de
secrecion que (os cementoblastos producen en el medio condicionante (MC). Este
medio condicionante fue pasado a través de una columna de DEAE-celulosa y la
fraccion obtenida fue sometida a electroetucion para purificar una banda de 55
kDa, previamente identificada con un anticuerpo monocional anti-PAC. La fraccién
obtenida de ia electroelucion en SDS-PAGE presenté 2 bandas una de 55 y otra
de 50 kDa, respectivamente. Esta fraccidén tiene la propiedad de promover la
adherencia de fibroblastos del ligamento periodontal.

La banda proteica de 55 kDa de la fraccion electroeluida fue aislada y se
utilizé para producir un anticuerpo policional en conejo denominado anti-PAC. La
caracterizacion inmunotégica parcial de este anticuerpo en ensayos de
Inmunoelectrotransferencia mostré que e! anticuerpo policlonal anti-PAC reconoce
una banda a 55 kDa en el medio de cultivo de cementoblastos y dos bandas una
de 55 y otra de 50 kDa en la fraccion purificada por electroelucion (PACE).

Estudios de inmunoflucrescencia indirecta utilizando este anticuerpo
poficional anti-PAC sobre corles del organo dentario de humano, mostraron una
gran especificidad por el tejido det cemento radicular, y no a tejidos del ligamento
periodontal, dentina, encia y hueso alveolar.

El anticuerpo policlonal anti-PAC fue utilizado como sonda para aislar un
c¢DNA a partir de una biblioteca preparada a partir de una linea celular derivada de
un cementoblastoma humano que expresa el fenotipo de los cementoblastos.

De los tamizajes realizados con el anticuerpo anti-PAC se obtuvieron 3
clonas la 241, 242 y 243. Las secuencias de bases y aminoacidos de las clonas
242 y 243 son idénticas. Ademas, la secuencia de aminoacidos presentd una
homologia del 10% a una fosfoproteina y a un precursor de una proteina de saliva,
ambas de humano y ricas en prolina. El analisis de su secuencia de aminoacidos
mostré que contiene el tripéptido RGD motivo relacionado a la propiedad de Ja
adherencia y la presencia de 2 secuencias {CAP-1 VGEPNPTGIAG y CAP-2
ARGEPNPAGX), recientemente obtenidas de un analisis de amincacidos de
varios péptidos obtenidos a partir de la PAC de bovino. Los datos antes
mencionados indican que se ha logrado obtener un fragmento del gene que
codifica para la PAC humana.



I. INTRODUCCION

Ei diente se encuentra ubicado en el 6rgano del pericdonto (Esquema I). Ei
pericdonto (del griego, peri en torno; y odontos diente) estd formado por cuatro
tejidos: la encia, el ligamento periodontal (PDL), el cemento radicular y el hueso
alveolar. El periodonto tiene las siguientes funciones: Adherencia del diente al
hueso mediante las fibras periodontales, es un amortiguador de los esfuerzos
generados por la masticacion, el habla, la deglucion y mantiene la integridad y
funcionalidad de la superficie facial. Realiza el ajuste a cambios estructurales
asociados con el incremento de la edad. Ademas de ser una defensa ante las
influencias nocivas externas ambientales presentes en la cavidad oral (1).

El CEMENTO RADICULAR.

Es un tejido conectivo mineralizado que cubre la raiz de dentina del diente,
y forma la interfase entre esta superficie y el tejido conectivo del figamento
pericdontal.

1.- COMPOSICION INORGANICA Y ORGANICA.

a) Composicion inorganica.

El cemento contiene 46% de sales inorganicas del total de su peso seco,
estas, se encuentran en forma de cristales de hidroxiapatita, con pequefias
cantidades de fosfatos de calcio amorfos, los cuales, participan en los procesos de
mineralizacién. El contenido de magnesio es de 0.5 a 0.9 %, con igual numero que
los iones calcio en la matriz de cristales. Esta concentracion corresponde a cerca
de la mitad de la que se halla en la dentina, mieniras que es muy similar a la
observada en hueso. Este tejido contiene una alta concentracion de fluoruro
respecto a la que presentan otros tejidos mineralizados, equivalente al 0.9% deil
peso seco, fa cual presenta un incremento general con la edad y varia con el
suministro nutricional. También contiene de 0.1 2 0.3 % de azufre como un
constituyente de la matriz organica, mismo que presenta una mayor distribucién
que otros compaonentes inorganicos (2).

b} Composicidn organica

La matriz organica esta formada predominantemente por fibras de colagena
densamente empacadas y rodeadas por una matriz granular relativamente
esparcida, glucoproteinas no colagenas y proteoglucanos, cuya funcidén es
proporcionar un andamio para la deposicion de los cristales de hidroxiapatita {3).

El tipo de colagena predominante es el tipo | que constituye
aproximadamente el 95% de la matriz organica. La colagena tipo Hl| junto con otras
proteinas constituyen el 5 % restante. La baja concentracién de este dltimo tipo de
colégena, es debida a las fibras de Sharpey que residen en el ligamento
periodontal, que han sido embebidas en este tejido calcificado {1).
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¢} Proteinas no colagenas

£l cemento presenta glucoconjugados ya sea glucoproteinas o
proteoglucanos y una variedad de otras proteinas, de forma similar al hueso.
Aunque predominan proteinas no coldgenas como: sialoproteina osea y
osteopontina {ambas glucoproteinas fosforiladas y sufatadas fosforiladas). Estas
glucoproteinas se unen ligeramente a las matrices de colagena y fuertemente a
las integrinas a lravés del tripéptido Arg-Gly-Asp (RGD) (3).

La osteonectina, es una proteina glucosilada encontrada en la matriz
extracelular de tejidos mineralizados. En hueso, se presenta una estrecha relacion
entre osteonectina y colagenas, por lo que parece indicar que tiene un efecto en
los procesos de mingralizacion (4 y 5).

Las glucoproteinas fibronectina y tenascina, son proteinas de alto peso
molecular y muitifuncionales de matriz extracelular. Durante el desarrolio del
diente, estas proteinas estan presentes en la vaina radicular de Hertwig en el
momento de la diferenciacion de los odontcblastos; mientras que en el desarrollo
tardio son encontradas en el sitic de adherencia del ligamento pericdontal, junto a
la superficie del cemento pero no en la pared del cemento propiamente dicha (2).

El cemento presenta ademas condroitin sulfato, dermatan sulfato y acido
hialurénico como los glucosaminoglucanos constituyentes de los proteogtucanos,
fos cuales inhiben la calcificacion de la colagena por hallarse en localizaciones
estratégicas en los cristales de hidroxiapatita {6). Por otra parte, fa osteocalcing,
es una proteina encontrada en abundancia en hueso, dentina y cemento, parece
estar participando en los procesos de mineralizacién {7).

A pesar de la identificacidén de las proteinas antes mencionadas en el
cemento radicular, se desconoce el papel que cada una de ellas realiza en este
tejido.



2. - CELULAS DEL CEMENTO RADICULAR.

Eslte tejido de halla constituido por dos tipos celulares: cementoblastos vy
cementocitos. Los cementoblastos son formadores de la matriz extracefular
ligeramente densa, amorfa y finamente granular que se encuentra en el espacio
interfibrilar del cemento acelular (B). Mientras que los cementocitos son
cementoblastos que han quedado atrapados en ia matriz extracelular, y estan
separados del cemento calcificado que los rodea por un espacio perilagunar, que
puede contener material globular (1).

Se considera que los cementocitos son relativamente inactivos, degeneran,
y se nutren mediante un sistema de interconexién de canaliculos. Asimismo,
tienen capacidad litica para la transformacion de los componentes de la matriz que
lo estan rodeando (9). Los cementocitos que estdn mas cercanos a la superficie,
parecen cementoblastos, sin embargo la cantidad de citoplasma es mas reducida,
contiene menos reticulo endoplasmico y pocas mitocondrias. Ambos tipos
celulares expresan un fenotipo mas parecido al de los osteoblastos, (2).

3.- FACTORES DE CRECIMIENTO DEL. CEMENTO RADICULAR

Los factores de crecimiento celular derivados de plaquetas (PDGF-AA, -AB,
-BB) han sido ampliamente descritos en el periodonto in vitro e in vivo. Estos son
quimoatrayentes e influyen en la actividad proliferativa de los fibroblastos del
ligamento periodontal (FLP), participan en la sintesis de colagena y de proteinas
en general (10 y 11). Ademas, participan también, junto con fibroblastos de la
encia en la sintesis de hialuronato que es necesario para la formacion de
agregados de proteoglucanos, los cuales proporcionan el enregjado para la
deposicion de matriz extracelular {12 y 13).

El factor de crecimientc bdsico de fibroblastos {bFGF), funciona como
quimiotactico para las células del figamento pericdontal y promueve {a migracion y
proliferacion de células endoteliales humanas e incrementa su unidn si existe
colagena lipo | sobre la superficie de dentina {14 y 15).

El factor de Crecimiento Epidermal (EGF} y sus receptores parecen
participar en la diferenciacion de los FLP {(16}. La regulacién de este, se encuentra
refacionada con el mantenimiento de las células en un estado indiferenciado (con
disminucidn de la actividad de ia fosfatasa alcalina), mientras que una disminucion
" en la concentracién del mismo influye en la diferenciacién de los cementoblastos y
osteoblastos {17).

El factor de crecimiento derivado del cemento (CGF), tiene actividad
mitogénica sobre los FLP vy fibroblastos de la encia, su accidn es potenciada por el
factor de crecimiento epidermal (EGF) {18 19). El CGF promueve la migracion y



crecimiento de celulas progenitoras de los cementoblastos presentes en sitios
adyacentes a la matriz de dentina, y participa en la diferenciacion de los mismos.
También promueve la sintesis de colagena y podria jugar un papel importante en
la formacion de tejido conectivo y restauracion de la adherencia de este a la
superficie radicular del diente previamente expuesta por enfermedad o
traumatismo (12 y 19).

Las proteinas morfogenéticas de huesc (BMPs), producen multiples
efectas, actuando como mitégeno sobre células mesenquimaticas indiferenciadas
y precursores de osteoblastos, induciendo la expresion de osteoblastos (ejem.
incrementando la actividad de la fosfatasa alcalina en células de hueso). También
actuan como quimioatrayentes para ¢élulas mesenguimaticas, monocitos, y unen
la colagena tipo IV a la matriz extracelular {15).

Los factores de crecimiento implicitos en la reparacion y regeneracion del
cemento radicular, regulan diversos procesos celulares claves, tales como:
profiferacion celular, quimiotaxis (migracién dirigida), diferenciacion y sintesis de la
matriz, via unién a receptores especificos de la superficie celular. Estas moléculas
naturales han demostrado tener un efecto pleiotropico sobre ia reparacion de
heridas en e periodonto (20).

4.- CLASIFICACION DEL CEMENTO RADICULAR.

La clasificacion del cemento mas aceptada hasta la actualidad se
fundamenta en el analisis de la estructura del tejido y fue propuesta por Owens, y
modificada por Schroeder y Page. En ella se distinguen cinco clases (1).

El cemento Afibritar Acelular: Es una forma de cemento de origen
desconocido que carece de fibras de coladgena o células atrapadas. Se encuentra
frecuentemente en la regién cervical de la superficie de esmalte del diente y puede
ser depositado en regiones donde el epitelio reducido del érgano de esmalte esta
en degeneracion y el lejido conectivo ha llegado a estar en contacto con el
esmalte.

El cemento Fibrilar Acelular: Esta formado exclusivamente de un sistemna de
fibras colagénicas y fibras de Sharpey. Se localiza en la region media y apical de
laraiz.

El cemento celular contiene ambos sistemas de fibras extrinsecas e
intrinsecas: Frecuentemente conliene fibras intrinsecas de colagena, y también
presenta fibras de Sharpey. El cemento celular con fibras intrinsecas es una forma
de cemento de reparacidén que no contiene fibras de Sharpey, las fibras intrinsecas
forman la mayor parte de la matriz.



La mezcla estratificada de cemento celular, presenta a los tipos de cemento
acelular con fibras extrinsecas y cemento celular con fibras intrinsecas en una
matriz de cemento acelular con fibras intrinsecas, el cual contiene fibras y fibrillas
de colagena, entre las cuales se encuentran las fibras de Sharpey y los
cementocitos.

El cemento con fibras extrinsecas y haces de fibras de colagena, no es
mineralizado, mientras que en el cemento con mezcla de fibras, es decir las fibras
intrinsecas y las fibras de Sharpey, presentan un alto grado de mineralizacién. Las
fibras de Sharpey son fibras originadas de! ligamento periodontal, las cuales no
son calcificadas en su origen y podrian ser calcificadas cuando quedan embebidas
en el cemento, es entonces, cuando se empiezan a acumular iones inorganicos y
otros componentes requeridos para la calcificacion.

5.- FUNCION DEL CEMENTO RADICULAR

El cemento radicular es el tejido donde se insértan las fibras periodontales a
la supericie del diente, participa en el mantenimiento y control del espacic del
ligamento. Ademas, es un medio a través del cual los dafios en la superficie de la
raiz son reparados y constituye la matriz, por medio de la cual las fibras de
colagena del tejido periodontal quedan embebidas, sirviendo como sitio de
adherencia a prolongaciones de fibras de tejido conectivo y fibras de Sharpey (1).

6.- DIFERENCIAS ENTRE EL CEMENTO RADICULAR Y EL HUESO
E! cemento es un tejido conectivo mineralizado, el cual se asemeja
estructuralmente al hueso, aunque varia en diversos e importantes aspectos

funcionales (ver TABLA 1)

TABLA |. DIFERENCIAS CEMENTO RADICULAR VS HUESO

Cemento Hueso
- Avascular -Vascularizado
-Carece de inervacion -Presenta inervacion
-Esta sometido a minima remoldeacion -Esta sometido a remoldeacion
-Es muy baja la cantidad depositada -La cantidad depositada es alta
-Sirve de insercidn de fibras del ligamen- -Insercién de musculos para

to periodontal y gingivales para fijaciéon todo el cuerpo.

del diente.
-Las sales inorganicas forman el 46% -Las sales inorganicas forman el
del total del peso seco. 70% del tota! del peso seco.




7.- CEMENTOGENESIS Y DESAROLLO DE LA RAIZ.

La cementogénesis y la formacion de la raiz de dentina son procesos
estrechamente relacionados.

a) Desarrollo de la raiz

El desarrollo de la raiz del diente se lleva a cabo en ia vaina epitelial
radicular de Hertwig. La cual se forma a partir del crecimiento excesivo del epitelio
reducido del esmaite. La vaina radicular de Hertwig, esta constituida por una doble
pared celular de epitelic odontogénico. La parte mas apical denominada
diafragma, la cual es un centro de proliferacidn, que induce la diferenciacion de
células de la papila dental a odontoblastos (21). Otra parte de la vaina es la corona
ia cual sufre una fragmentacion. Esta pérdida de continuidad permite a las células
del interior del revestimiento del foliculo dental ponerse en contacto con la raiz (2).
Finalmente, la vaina radicular de Hertwig, rodea a la pulpa pero sin entrar en
contacto con ella y continda rodeando la pared externa de predentina en torno al
anillo apical de fa raiz, durante la elongacion de esta.

Los vestigios de la vaina epitelial de Hertwig forman restos del epitelio de
Malassez, y se integran al ligamento periodontal {22 y 23).

b) Cementogénesis

ta cementogénesis es un proceso que implica la diferenciacidén de células
progenitoras de los cementoblastos, mediante complejas interacciones inductivas
entre células epiteliales y células del mesénquima folicular, con el fin de producir
el cemento radicular (2), La cementogénesis produce dos tipos de cemento: el
acelular y celular

1) Cemento acelular.
Es donde los fibroblastos del tejido conectivo se aproximan a la superficie del
primordio de la raiz y forman una pared de fibrillas de colagena que estan en
contacto con ia superficie no cafcificada de la dentina, pareciendo una franja de
fibrillas de colagena orientada en angulo recto respecto a la superficie del diente.
Estas fibrilas llegan a compactarse y se rodean de procesos celulares de
fibroblastos. Los haces de fibras liegan a ser densamente empacados y los
fibroblastos migran hacia el tejido conectivo, se postula que son las células que
secretan las futuras fibras de Sharpey, en esta etapa.

Cuando ocurre la erupcién del dienle, esta pared cementoide se mineraliza
a lo largo del diente, alrededor de la dentina. Durante el proceso de mineratizacién
se depositan nuevas paredes del cementoide conteniendo extensiones de los
haces de fibras originales que pueden formarse y posteriormente calcificarse. Ei
namero y medida de las fibras de Sharpey varia con el estado funcional del diente
y su incremento y densidad después de haber emergido el mismo (1).



11} Cemento celular

La cementogénesis del cemento celular, se desarrolla preferencialmente
sobre la superficie de la raiz del diente del lado de la furca en dientes
multiradiculares y en la region apical en dientes con una sola raiz. Después de la
separacion de las células del epitelic de Hertwig, las células de tejido conectivo se
ponen en contacto con la superficie de la raiz, se diferencian en cementoblastos y
producen cementoide en ef cual algunas células llegan a ser incorporadas dando
lugar a los cementocitos (1}

8.- El cemento y la cicatrizacion de heridas

El proceso de reparacion de heridas, implica la formacién de cemento con
la insercion del sistema de fibras periodontales y fibras de Sharpey. Durante la
cicatrizacion de heridas las células cementogénicas provenientes del ligamento
periodontal o del espacio del hueso alveolar migran y se adhieren a la superficie
expuesta de la raiz del diente, repoblando las areas de reabsorcion. Estas células
se. diferencian a cementobiastos y se unen a la matriz extracelular inicial de
reparacién secretada por ellos a la pared descalcificada y a fibrillas de colagena
residuales y expuestas.

Los cementoblastos durante el desarrollo embrionario son originados de la
papila dental, mientras que durante los procesos de reparacién son originados de
células mesenquimaticas indiferenciadas localizadas en el espacio del endostele
del hueso alveolar y areas paravasculares del ligamento periodontal (24, 25, 26,
27 y 28).

En los procesos de mineralizacion del cemento, participa la enzima
fosfatasa alcalina (Beertsen 1967), la cual se puede encontrar unida a la
membrana plasmatica, o bien a la matriz extracelular (29). Una saturaciéon de
iones fosfato, liberados de ésteres organicos, podria resultar en la precipitacion de
sales de fosfato de calcio. (30, 31 y 32). La aclividad de |a fosfatasa alcalina
adyacente a fibras intrinsecas de cemento celular es mas alta que en las fibras
extrinsecas de cemento acelular.

La deposicion del cemento no cesa cuando termina la formacion de la raiz,
ni cuando el diente erupciona, ésta contintia durante la vida (Zandar 1958), ya que
es esencial para la migracion mesial y la erupcién compensateria del diente, lo
cual permite el rearreglo de las fibras del ligamento periodontal y el mantenimiento
de la adherencia de las fibras durante el movimiento del diente (1).



9.- PAPEL DEL CEMENTO EN LA REGENERACION PERIODONTAL

La regeneracion periodontal es definida como la restauracion de los
diferentes componentes del periodonto, tales como, el hueso alveolar, ligamento
periodontal, cemenlo radicular y la encia para impedir la pérdida del diente a
causa de enfermedades (38). Durante et proceso de regeneracion periodontal se
presenta una marcada homologia a la génesis de la formacion de los dos tipos de
cemento celular con fibras exirinsecas y con fibras intrinsecas, sobre el
crecimiento de los dientes humanos.

En analogia a la formacion de la unién dentina-cemento en el desarrollo
embrioldgico. Durante el proceso de regeneracion se presenta la interdigitacion de
las fibrilas de colagena nuevamente formadas con los residuos de fibrillas
colagénicas de la matriz dentinal, las cuales ocurren antes del inicic de la
depositacion de matriz extracelular por fos cementoblastos.

Durante {a reabsorcién del diente por el dafio causado, el nuevo sitio de
adherencia llega a ser obscurecido por ia presencia de material electrodenso.
Asimismo, se observa la acumulacion globutar que es indicativa de los procesos
de mineralizacion. Eventualmente, la unién fibrilar revela lineas basofilicas y
electrodensas en la cual posteriormente se deposita la matriz de reparacion. Esta
se asemeja al cemento celular con fibras intrinsecas formado sobre la raiz no
reabsorbida.

Los procesos de reparacion de la reabsorcion del diente recapitulan los
eventos que ocurren durante el desarrollo embrioldgico del diente (2, 37 y 38).



ll. ANTECEDENTES

Eil cemento radicular humano se encuentra cubriendo ia dentina radicular y
es el sitio de insercion de las fibras de Sharpey que provienen del tejido conectivo
blando y las fibras colagenas que provienen del hueso alveolar,

La formacion del cemento sobre la raiz del diente contintia a través de Ia
vida y puede ser interrumpida por condiciones patologicas periapicales o
periodontales. Cambios en ia posicion del diente pueden ejercer variaciones
espaciales y temporales en la deposicion del cemento en respuesta a la presion o
tension sobre la raiz y la superficie del hueso (2).

Sustancias derivadas del raspado del cemento de diente humano presentan
actividad quimiotactica para fibroblastos gingivales (33). Asimismo, el extracto de
cemento de bovino parece ser un potente mediador de ta adherencia de
fibroblastos, pero se cree que esta propiedad puede deberse a moléculas
diferentes tales como fibronectina, laminina y colédgena, e incluso una proteina de
55 kDa, denominada proteina de adherencia del cemento radicular humano (PAC)
(34). La PAC promueve la adherencia de fibroblastos del ligamento periodontal y
se encuentra localizada unicamente en el cemento radicutar. Asimismo promueve
la expresidn de la fosfatasa alcalina, la actividad de adherencia de condrocitos. la
profiferacién y diferenciacion de células mesenquimaticas, ademas de la sintesis
de proteoglucanos ricos en condroitin sulfato (36).

La existencia de proteinas de adherencia como la PAC en el cemento,
sugieren una participacion en conjunto con otras moléculas para el buen
funcionamiento del periodonto. Asimismo, el conocer los diferentes componentes
de este tejido permitira realizar estudios de diferenciacion, quimiotaxis y migracién
celular, ademas de funcionar como marcadores de este tejido cemento. Esto abre
la posibilidad que en el futuro estas proteinas sean una herramienta aplicable en la
terapia para la regeneracion periodontal {33y 35).

En {a actualidad no se conoce con exactitud cuales son los factores que
influyen en la adherencia del cemento, se ha reportado que el extracto de cemento
ejerce efectos quimiotacticos sobre células indiferenciadas del hueso alveolar (36),
no se ha determinado con exactitud los factores que influyen en la adherencia del
cemento durante el desarrolio embriolégico y en etapa adulta durante procesos de
cicatrizacion, es importante reiterar que las investigaciones en este campo estan
en sus inicios, ya que no se conocen los procesos molecufares de la
cementogénesis,
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lll. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Clonar y secuenciar el gene que codifica para la proteina de adhesion del
cemento radicular humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Purificar |a proteina de adherencia del cemento radicular (PAC) a partir de un
cementoblastoma humano

- Caracterizar la actividad biologica de adherencia.
- Producir un anticuerpo poticlonal especifico anti-PAC.
- Determinar la expresion espacial de la PAC en tejidos periodontales.

- Clonar a partir de una biblioteca de cDNA de cemento radicular humano el cDNA
que codifica para la PAC.

- Secuenciar las clonas aisladas

- Analisis de las secuencias obtenidas

"



V. METODOLOGIA

1.- Cultivo de cementoblastos.

Se cultivo una linea celular de cementoblastos de un tumor de cemento
humano {cementoblastoma ) en cajas de cuitivo conteniendo medio Dulbecco-Vogt
{Medio DV), 10% de suero fetal de bovinc {39). Se crecieron hasta flegar a
confluencia. Las células fueron despegadas de fas cajas de cultive utiizando
tripsina porcina-EDTA al 0.025% en PBS (anexo). El cultivo celular se centrifugd
en tubos de 15 ml (Falcon) a 1500 rpm, para obtener la paslilla de células.
Finalmente, 1as células se resuspendieron en PBS y fueron contadas, transferidas
a otras cajas de cultivo y congeladas en nitrégenc liquido.

2.- Produccién de medio condicionante (MC).

Los cementoblastos en etapa de semiconfluencia, fueron lavados con PBS
4-6 veces y posteriormente incubados en medio libre de suero (Medio
condicionante MC), durante 48 hrs. Se obtuvieron aproximadamente 4 litros de MC
el cual fue dializado contra PBS 0.1X, liofilizado y resuspendido en PBS. Se
purificd la PAC secretada al medio condicionante {(MC), por medio de una columna
de intercambio idnico (DEAE-Celulosa) de 10 cm de longitud y 1 cm de diametro y
fue equilibrada con este mismo amortiguador, el medio de cultive fue cargado en
la columna. Posteriormente esta fue lavada con 10 volumenes de PBS y la PAC
eluida con 0.5 M de NaCl. Esta fraccion fue dializada contra PBS v liofilizada. Las
proteinas unidas a la columna entre ellas la PAC {55 kDa), fueron eluidas con una
solucion de PBS adicionado de 0.5 M NaCl. Esta fraccion fue dializada, liofilizada,
resuspendida en PBS pH 7.4 y congelada a -20°C hasta su uso.

3.- Preparacion de Extracto Crudo de Cementoblastos (ECC).

Aproximadamente 1x10° células resuspendidas en 200 A de PBS (anexo),
fueron sonicadas en un polytron (Brinkman Instruments) durante 30 seg a 4°C,
para romper la membrana celular y asi liberar el maximo de i{as proteinas que
contienen las células.

4.- Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS).

Se prepard un PAGE-SDS reductor al 10% (ver anexo) (Laemmli, 1970). Se
mezclaron 100 A de MC con 100 A amortiguador de proteinas 2x (anexo} a una
dilucidn 1:1. Las muestras y los estandares de pesos moleculares (Gibco BRL) se
calentaron a 100°C durante 1 min. La electroforesis se corrid a 100 mA utilizando
una fuente de poder (EC 3000-90, E-C APARATUS Co.}), hasta que e! frente de
corrida llegd al borde del gel.

12



5.- Electroetucion.

La banda de 55 kDa que corresponden a la proteina PAC (36) fue
identificada y recortada de los geles PAGE-SDS tomando como referencia los
marcadores de peso molecular de bajo rango (GIBCO BRL). Para la electroglucién
se empled una camara Electro-Eluter (Modelo 422, BIO RAD) y un amortiguador
de electroelucion (ver anexo). La electroelucion se realizo aplicando una corriente
eléctrica constante de 20 mA durante una hora. La proteina eluida fue visualizada
en gel de poliacrilamida con SDS, tefido con azul de Coomassie o con nitrato de
plata {Wray 1981) y por medio de inmunoelectrotransferencia utilizando el
anticuerpo monocional anti-PAC (36), (el hibridoma de este anticuerpo ya no
existe y se dispuso de poca cantidad de anticuerpo monoclonal anti-PAC, sélo el
suficiente para los ensayos fundamentales para ef inicio de los experimentos
propuestos). A esta fraccién purificada se le denomind fraccién de proteina PAC
eluida (PACE).

6.- Determinacién de Ia actividad de adhesion.

Las células (fibroblastos) del ligamento periodontal humano (FLPH)
utilizadas en este ensayo fueron obtenidas de una linea celular establecida {34).
Se utilizaron cultivos celulares en el segundo pasaje. Placas de cultivo de 24
pozos (Costar) no tratadas para cultivo celular, fueron incubadas con la proteina
PAC electroeluida a concentraciones de 1, 5 y 10 pyg/m! en PBS, se utilizo
colagena tipo | (5 pg/ml), como control positivo mientras que, el control negativo
consistié de medio libre de suero. Las placas fueron incubadas durante 24 hra
4°C, posteriormente fueron lavadas con PBS. Los sitics no especificos fueron
bloqueados con 2 mg/ml de BSA en medio libre de suero duranfe una hora

Las células FLPH fueron tripzinizadas y lavadas profusamente en medio
fibre de suero durante cuatro veces retirando restos de suero fetal bovino.

Las células se sembraron a una densidad de 2X10* y se incubaron durante
una hora a 37°C, las células no adheridas se desecharon y las placas fueron
lavadas con PBS 3 veces y las células adheridas a los pozos se evaluaron con el
método de Hayman y cols, con algunas modificaciones. Las células se fijaron con
paraformaldehido al 3.5 % durante 15 min y tefidas con toluidina al 0.1 % durante
3 h, el exceso de colorante fue lavado con PBS y ta actividad de adherencia fue
determinada extrayendo el colorante de las células con SDS al 1%, y la
absorbancia del colorante fue leida a 600 nm. Este ensayo se realizd por triplicado
y al menos 3 veces. '

7.- Produccion de un anticuerpo policlonal contra la PAC.

El sobrenadante que contiene a la PAC del cultive de células de la linea
celular de cementoblastos, pasado por la columna de DEAE-celulosa, se liofilizé y
se sometio a electroforesis en PAGE-SDS a una concentracién del 10%. Se
identifico y corté la regién donde se encuentra la proteina PAC. La proteina PAC
contenida en el gel de poliacritamida se electroeluyé del gel {ver anexo). La
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proteina eluida se mezclo volumen a volumen con adyuvante completo de Freund
para la primera inmunizacion y con adyuvante incompleto para las subsecuentes
inmunizaciones. Los conejos Nueva zelanda hembras fueron inmunizados con
aproximadamente 100 ng de la proteina eluida. Las inmunizaciones fueron por via
subcutanea cada 15 dias. La aparicidon de anticuerpos en contra de ia PAC en los
sueros de los conejos, fueron  monitcreados por medio de
Inmunoelectrotransferencia wtilizando membranas conteniendo el MC y la PAC
purificada. Los titulos de anticuerpos fueron determinados por medio de ELISA.
Cuando los conegjos presentaron buenos titulos y calidad de anticuerpos anti-PAC,
fos conejos fueron sangrados a blanco y el suere fue separado. La fraccion de
inmuneglobulinas anti-PAC fue purificada de la siguiente manera. El suero de los
conejos fue mezclado con amortiguador a una proporcion 1:1 VIV. Entonces esta
mezcla fue pasada a través de una columna de afinidad de proteina A-sefarosa
(BIORAD). La fraccion de IgG's (anticuerpo policlonal anti-PAC} obtenidas se
liofilizd, se determind su concentracion por medio del método de Bradford (1976) y
se probo su actividad por medio de inmunoelectrotransferencia {Towbin 1979),
respectivamente.

8.- Inmunoelectrotransferencia.

Algunos PAGE-SDS fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa
{NC) (GIBCO BRL), siguiendo el procedimiento reportado por Towbin (1979). La
transferencia se llevd a cabo a 150 mAmp durante una hora en una Camara
humeda de transferencia (Mini trans-blot, BIORAD). La membrana de NC fue
recortada en tiras, se incubé en una solucion bloqueadora (anexo). Cada
membrana se incubG con el primer anticuerpo durante 1 h, después se lavo con
PBS-tween (anexc) por 3 veces y se incubd durante 45 min con el segundo
anticuerpo anti-conejo (SIGMA) que liene acoplada ia enzima peroxidasa. Las
membranas fueron lavadas como antes se menciond y los anticuerpos unidos a
estas se revelaron con una solucién conteniendo 20 mg de diaminobencidina, 5 A
de perdxido de hidrégeno {3%) disueltos en 100 mi de PBS pH 7.4

9.- Inmunofiuorescencia indirecta.

Se utilizaron cortes del drgano dentario completo (diente y periodonto), de
humano. Brevemente, el tejido dentario fue fijado en formaldehido al 10 % durante
24 h y lavado profusamente con agua corriente. Posteriormente fue
desmineralizado en una solucion de EDTA al 10% durante 7 semanas. El drgano
dentario fue deshidratado con concentraciones ascendentes de alcohpl etilico,
aclarado en xilol y embebido en parafina. Se realizaron cortes de 5 um de grosor
para la inmunofluorescencia indirecta. Los cortes fueron desparafinizados en xilol
y rehidratados secuencialmente con Jas siguientes soluciones etanol al 96%, 70%,
50% y en PBS pH. 7.4. Los cortes fueron incubados con el anticuerpo policlonal
anti-PAC diluido 1:100 en PBS y como control se utilizo el suero normal de conejo
a una dilucién de 1:100. Los cortes fueron incubados durante una h en una
camara humeda a 4°C. Los cortes se lavaron con PBS por tres veces de 3 min
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cada vez. Entonces se adicionan 100 i de un segundo anticuerpo anti-igG de
conejo acopiado a flucresceina (SIGMA) diluido 1:50 en PBS pH7.4 y se incubo
durante 60 min a 4°C. Finatmente, los cortes fueron lavados como se menciona
para el primer anticuerpo, y los, cubreobjetos montados sobre el corte con una
solucidn de glicerol PBS en refacion 1:9: con 2 mg/ml de DABCO (1.2.Diazo
bicyclo 2.2 octane), observados y fotografiados en un microscopio de
epiftuorescencia {Carl Zeiss, modelo Axiophot).

10.- Titulacion de la biblioteca de cDNA de Cementoblastos.

Una colonia de la bacteria huésped XL1-Blue fue crecida a 37°C hasta
alcanzar una D.Qgee= 0.5 en medio SOBM (Anexo), las bacterias fueron
centrifugadas a 3,000 r.p.m., durante 10 min. y resuspendidas en 1/10 de sulfato
de magnesio 10 mM. Se utilizaron 200 A de las bacterias para ser infectadas con
10 4 de las siguientes diluciones de fagos (110, y 1x 10®) de Ia biblioteca de
cDNA de cemento radicular clonada en el vector A ZAPXR (Arzate y cols. 1992), a
37°C durante 20 min. La mezcla se adiciond a 3 ml de medio top-agar SOBM,
previamente fundido para ser sembradas en una caja petri con medio SOBM y se
incubaron a 37°C toda la noche (Huynh y cols 1985, Sambrook y cols 1989).

La eficiencia y el titulo de I3 biblioteca se determind contando e! nimero de
placas liticas y refiriéndolos como fagos/ml de solucion.

11.- Tamizaje.

Se infectaron bacterias Escherichia coli XL 1-Blue con 10,000 fagos y se
sembraron como ya se menciond anteriormente. Cuando ya existieron placas
liticas (aproximadamente 5 h), las cajas se cubrieron con fitros de NC
previamente impregnados con una solucion de IPTG 10 mM y se incubaron por 4
h mas. Terminado ese tiempo los filtros en las cajas se marcaron asimétricamente
y se removieron de las cajas. Los filtros fueron transferidos a una sotucién TBS-T1
{anexo) durante 45 min (15 miffiltro) y a una solucion de TBS-T2 durante 1.5 hrs,
Terminado ese tiempo se transfirieron a una solucion TBS-T3 en la cual se
adiciond el primer anticuerpo policlonal {anti-PAC) adsorbido en contra de E. cof,
diluido 1:100 en la misma solucidn. Los filtros de NC con el anticuerpo se
incubaron en agitacion durante toda la noche a temperatura ambiente. Los filtros
fueron lavados por dos veces en una solucion de TBS-T3 y una vez con TBS
{anexo). .

Se adiciono el segundo anticuerpo anti-lgG de conejo acoplado a la enzima
fosfatasa alcalina (SIGMA) a una dilucidon 1:2000 en TBS-T1 y se incubo durante
2h. Finalmente los fillros se lavaron como ya se menciond para el primer
anticuerpo y los anticuerpos unidos a la membrana se revelaron con solucion de
un estuche de sustrato conjugado (Paranitrofenil fosfato (PNPP), Bromoclore
indolyl fosfato (BCIP) para fosfatasa alcalina (BIORAD).
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Las clonas que fueron positivas al tamizaje primario fueron aisladas y
utiizadas un tamizaje secundario y terciario, con el fin de aislar las clonas. Las
clonas obtenidas fueron transferidas a medio SM y guardadas a 4°C, hasta su uso.

12.- Preparacion de DNA de Fago:

Para la preparacion del DNA del fago se utilizaron 300 ) del fago para
infectar bacterias £ coli XL1-Blue que fueron plaqueadas en una caja de cultivo
con medio sdlido a 37°C durante toda la noche. Se recolecto el lizado con 5 ml de
medio SM y se les adicioné 200 A de cloroformo. La mezcla anterior se centrifugé
a 3,000 rpm y el sobrenadante se transfind a un tubo nuevo y se denominé “fago
stock”.

Para la preparacion de DNA se utilizaron 700 A del sobrenadante anterior y se le
adicionaron 700 A de la solucion de polietilenglicol (PEG) 20% con NaCl 2.5 M y
se incubd en hielo durante 1 hr. La suspension se centrifugd a 14,000 r.p.m. por
15 min a temperatura ambiente y se descarté el sobrenadante. Ei precipitado fue
resuspendido en 200 ). de medio SM e incubado a 37°C con 2 A de RNAsa
(1mg/ml) y 2 & de DNAsa (10 mg/mi) durante 30 min. Entonces, se adiciond 2 i de
SDS al 10% y 2 A de EDTA 0.5 M pH 8.0 y se incubd a 68°C durante 15 min.
Teminado este tiempo, se realizd una extraccion fendlica, de donde la fase
acuosa se transfirid a un tubo nuevo y fue precipitada con isopropanol a -70°C
duranie 20 min. y centrifugada a 14,000 rp.m. durante 15 min a 4°C. El
precipitado obtenido se secd y resuspendid en 30 A de TE (anexo).

13.- Reaccion en Cadena de la DNA Polimerasa.

£! templado de DNA fue amplificado por medio de Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR). Para el caso del DNA fagico y el de fagemido pBluescript se
utilizaron oligonucledtidos que se encuentra flanqueando al sitio multiple de
clonacién de estos vectores (oligonucledtidos T3 y T7) (ver anexo). Las
condiciones del PCR para estos vectores fue la siguiente: 1X (95 °C- 3 min, 50°C-
1min, 72°C-2 min), 30X (95 °C-1 min, 50 °C-1min, 72 °C-2 min), 1X (53 C - 1 min,
72 C -5 min)

14.- Electroforesis en geles de agarosa.

Todas las muestras de DNA fueron mezcladas (1:1 viv) con amortiguador
de cargado 2X (ver anexo) y corridas en geles de agarosa al 1% con el
amortiguador de electroforesis TAE (Tris-acetato) (Ver anexo). Después de cargar
tas muestras en el gel, se aplicd corriente eléctrica constante de 100 Volts. Como
marcador se utilizé el DNA del fago Lambda digerido con la enzima Hind Il y pBR
322 digerido con la enzima Mspl.

16



15.- Digestion con endonucleasas de restriccion.

Las digestiones se realizaron con las siguientes enzimas Bam HI, Xho |
Eco Rl y Sal t (New England Biolabs y Gibco BRL). Las digestiones fueron
realizadas de acuerdo a las recomendaciones de las casas comerciales (Anexo).
Las digestiones fueron visualizadas en geles de agarosa en amortiguador TAE al
1% y tedidos con bromuro de etidio (SIGMA).

46.- Transformacién de fago a piasmido.

Se crecid por toda la noche a 37°C una colonia de las bacterias £. coli
SOLR y E. coli XL1-Blue MRF' que previamente fueron seleccionadas con los
antibidticos kanamicina y tetraciclina, respectivamente (ver anexo). El cuitivo se
centrifugd a 3000 rpm y se resuspendié en 1/10 de sulfato de Magnesio 10 mM.
Cada clona positiva de fago obtenida del tamizaje con el anticuerpo policlonal anti-
PAC (inciso 11) se utilizd para infectar £ coli XL1i-blue MRF'. Las células
infectadas fueron sembradas e incubadas a 37°C, hasta la aparicion de placas
liticas. Una placa litica {1 X 10 8 fagos) y 10 A del fago ExAssist se incubaron con
bacterias £. coli XL1-blue MRF' durante 5 min a 37°C. A la mezcla anterior se le
adicioné medio 2XYT {anexo) y se continud la incubacién durante 3 hr'a 37°C.
Posteriormente, la mezcla se incubd a 70°C durante 20 min, se centrifugd a 3,000
rpm y el sobrenadante obtenido se guardé a 4°C. Entre 5-10 A del sobrenadante
anterior conteniendo los fagemidos seleccionados se utilizo para infectar 200 A de
células E. coli SOLR que se incubaron a 37°C durante 15 min. Finalmente, se
sembraron en cajas con medio de cultivo LB adicionadas con antibidtico ampicilina
e incubaron a 37°C durante toda la noche para obtener colonias de bacterias.

Esta transformacion de fago a ptasmido tiene el siguiente fundamento los
fagos como el Lambda ZAP y el fago ExAssist se pueden replicar en la cepa de
E. coli XL1-blue MRF' y pueden formar fagos hibridos entre ambos. Cuando estos
fagos (ZAP, EXAssist, hibridos) son utilizados para infectar a una cepa de E. coli
SOLR por la genética de la cepa solamente se replicar el fago hibrido, que en su
proceso de replicacion libera al plasmido contenido en lambda ZAP.

17.- Preparacion alcalina pequefia de ptasmido.

Una de las colonias anteriormente transformadas, se inoculd en medio de
cultivo SOBM-ampicilina, y se crecieron a 37°C durante toda la noche. Se
centrifugd a 3,000 rpm 1.5 m! del cultivo bacteriano para obtener la pastilla de
bacterias. Se adiciond a la pastilla 200 A de la solucién | (ver anexo}, y se incubd
durante 5 min a temperatura ambiente. A continuacion se adicionaron 400 A de
solucion Il fresca (ver anexo) y se agitd e incubé en hielo durante S min. Se
adicionaron 300 A de solucién lll {ver anexo), se agitd e incubd en hielo durante 5
min. La mezcla anterior se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 min. a 4°C y el
sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo, Este sobrenadante se le adicionaron
600 A de isopropanol frio, se incubd en hielo durante 5 min y se centrifugd a
10.000 r.p.m. durante 5 min a 4 °C para obtener una pastilla de plasmido. Esta
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pastilia se lavo con 100 A de etanol al 70% frio. La pastilla asi obtenida se seco y
resuspendié en 30 A de TE.

18.- Preparacion alcalina grande de DNA de plasmido.

Este procedimiento es similar a la preparacion alcalina pequefia de DNA de
ptasmido, solo que se parte de 50 ml de cultivo bacteriano. Ademas, el DNA se
sometio a digestiones con 2 . de la enzima RNAasa (10 mg/ml) para digerir el
RNA que se encuentra contaminando la preparacidon de DNA. Se realizé una
extraccion con Fenol-cloroformo. El sobrenadante obtenido de esta extraccidn fue
pasado a través de una columna de sefarosa CL4B equilibrada con amoertiguador
TE. Las fracciones obtenidas de la columna fueron observadas por medio de
electroforesis en gei de agarosa al 1% en amortiguador de TAE. Las fracciones
conteniendo el plasmido puro, se precipitaron con acetato de sodio 3SMpH 52 y
Etanol absoluto a 70°C durante 20 min, y se centrifugaron a 14,000 rpm para
obtener la pastilla de plasmido. Esta pastilla se secé y se resuspendit en 40 A de
amortiguador de TE. Finalmente, este DNA fue cuantificado en un flucrometro (D y
NA Quant 200 FLUOROMETER, Hoefer)

19.- Secuenciacion de DNA.

E! DNA de plasmido purificado se secuencid utilizando e! estuche de
Rhodamine Terminator Ampli TAQ DNA (PERKIN ELMER). Se utilizaron entre 500
ng de DNA para realizar las reacciones de secuencia. Se ulilizaron
oligonucledtidos universales de M13 hacia adelante, M13 Reverso vy
oligonucledtidos disefiados a partir de la secuencia de los fragmentos en cuestion
{ver anexo), a una concentracion de 10 pmol y el premix ready reaction. La
reaccién fue aforada a 20 A con H20Q didestilada desionizada. La PCR se llevd a
cabo en un termociclador (PERKIN ELMER 2400), con e! siguiente programa: Un
ciclo de desnaturalizacién inicial de 96°C 1 min y 25 ciclos de: 96°C-10 seq; 50°C-
5 seg; y 60°C-4 min. Una vez finalizado el PCR las muestras se purificaron en
columnas (CENTRI-SEP) previamente hidratadas. Las columnas se centrifugaron
a 3,000 r.p.m. durante 2 min. La muestra eluida de la columna fue secada en una
bomba de vacio, sin aplicar calor, La muestra se resuspendieron en 24 i de
Terminator Ready Reaction que viene en el estuche de secuenciacién.
Finalmente, se pusieron a electroforesis en un secuenciador automatico
ABI PRISM 310 (PERKIN ELMER).
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V. RESULTADOS

Purificacion de la proteina PAC.
. Ei medio condicionante de cementobiastos en cultivo fue dializado contra
PBS 0.1X, liofilizado y resuspendido en PBS. EI MC fue parcialmente purificado en
una columna de 10 cm de longitud y 1 ¢cm de diametro de DEAE-celulosa. La
columna fue equilibrada con este mismo amortiguador con 10 volimenes de ia
columna y el MC fue cargado en la columna. Posteriormente esta fue lavada con
10 volimenes de PBS y la PAC eluida con PBS adicionado con 0.5 M de NaCl.
Esta fraccion fue diatizada contra PBS vy liofilizada. Para determinar su actividad
de adherencia, esta fue resuspendida en PBS y su concentracion determinada por
el método de Bradford. Esta fraccion fue sometida a electroforesis preparativa en
un gel de poliacrilamida at 10 % con SDS y tenido con nitrato de plata (Wray 1981)
(Fig. 1). Esta figura en ef carril 1, muestra extracto crudo de cementoblastos y en
el carril 2, los productos de secrecion de los cementoblastos obtenidos del medio
de cultivo (crudo). En el carril 3, se observa la fraccion eluida de la columna de
DEAE-celulosa la cual presenta un enriquecimiento de la proteina PAC,. En el
carril 4 se muestra la fraccion PACE. Cabe mencionar que 1a proteina PAC de 55
kDa fue identificada en la fraccidn eluida de la columna por medio de la técnica de
inmunoelectrotransferencia utilizando el anticuerpo monoclonal anti-PAC (36). La
fraccion eluida con 0.5 M NaCl del MC fue sometida a electroforesis preparativa y
la region donde la proteina PAC migra (55 kDa) fue cortada y purificada por medio
de la técnica de electroelucion. En la misma figura 1, carril 4 se muestra la
composicion de la fraccidn PACE, la cual presenta dos bandas con pesos
moleculares de 50 y 55 kDa. Previo a la inmunizacion del conejo, la proteina
eluida fue sometida a electroforesis en gel PAGE con SDS probada con un
anticuerpo monoclonal anti-PAC y anti-albumina, para determinar que nuestra
proteina no contenia albumina, ya que la albumina es abundante en esta fraccion,
se corto la banda que migrd a 55kDa y fue inoculada a conejos.

Por otro 1ado, la Fraccidn PACE fue probada en ensayos de adherencia
para determinar su actividad como promotor de esta. Estos ensayos se llevaron a
cabo utilizando diversas diluciones de la fraccion PACE, colagena tipo | (controf
positivo) y medio de cultivo libre de suero (control negativo) (Fig. 2). La fraccion
PACE mostré un 70% de adhesidn de las células a una concentracion de 10 pg/m!
en comparacion con la colagena tipo |, la cual presentd el 100%. No se observd
adhesion celular significativa en ef control negativo (medio libre de suero).

19



KDa

-—29

-— 18

Fig. 1 Purificacion de la proteina PAC a pantir de las proteinas secretadas al medio de
cultivo por cementoblastos derivados de un cementoblastoma humano. PAGE-SDS
tefiido con nitrate de plata: Carril |.- Extracto crudo de cementoblastos (ECC); Carril
2.- Medio de cultivo de cementoblasto (MC); Carril 3.- Fraccion eluida de la columna
DEAE-celulosa y Carril 4.- Fraccion electroeluida de proteina PAC (PACE).
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Anticuerpo policional.
El hibridoma del anticuerpo monoclonal anti-PAC {36) ya no existe y se

dispuso de poca cantidad de este anticuerpo, entonces fue necesario obtener un
anticuerpo anti-PAC. La banda identificada por el anticuerpo manocional anti-PAC
fue utilizada para inmunizar conejos nueva Zelanda y producir un antucuerpo
policlonal anti-PAC. Cuando los conejos produjeron altos titulos (1X10% de
anticuerpos  anti-PAC, se procedid a la purificacion de la fraccion de
gamaglobulinas (anticuerpo policlonal anti-PAC) por medio de una columna de
Proteina A-sefarosa. Este anticuerpo policlonal anti-PAC fue ensayado por
inmunoelectrotransferencia para determinar su especificidad.

Promocion de {a adherencia en FLP por la PAC

80 -

80

70 4

60 4

50 -

ag

% de Adherencia

30 1

20 A

a 1 5 10
PAC {pg /ml)

Fig. 2. Promocién de la adherencia de fibroblastos de ligamento
periodontal por la proteina PAC electroeluida. Los resultados mostrados
son los porcentajes de tres diferentes ensayos.
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La figura 3, muestra los resultados de la inmunoelectrotransferencia en la que se
utilizd como antigeno unido a la NC el medio condicionante de los cementoblastos
(carriles 1 a 3), en contra del anticuerpo policlonal anti-PAC, (carril 1) el cual
reconoce t banda de 55 kDa; (carri2)} el anticuerpo monoclonal anti-PAC que
reconoce una sola banda de 55 kDa; {carril 3) el anticuerpo anti-albumina que
reconoce una sola banda. Asimismo, en la fraccion PACE (carriles 5-8); (carril 5)
El anticuerpo policlonal anti-PAC reconoce dos bandas, de 55 kDa y 50 kDa; {carril
6) el anticuerpo monoclonal anti-PAC reconoce las mismas bandas que el
anticterpo poticlonal anti-PAC, {carril 7) el anticuerpo paliclonal anti-albumina no
reconoce ninguna banda en la fraccion PACE y (carril 4) las yNC no reconocen
ninguna banda en ei MC.

Localizacién de la PAC en tejidos del érgano dentario.

E! anticuerpo policlonal anti-PAC fue utilizado en ensayos de
inmunofluorescencia indirecta para realizar estudios de localizacién en cortes del
organo dentario y estructuras pericdontales adyacentes. Este anticuerpo policlonal
anti-PAC reconocié claramente estructuras en el tejido del cemento radicular, En
este tejido reconocid intensamente a los cementoblastos, cementocitos y ala
matriz cementoide. Algunas poblaciones celulares en el ligamento periodontal
fueron reconocidas por este anticuerpo. Este anticuerpo no reconocié ninguna
estructura en la dentina radicular, la encia y ef hueso alveolar (Fig. 4).

Aislamiento y caracterizacion parcial de un cDNA que codifica para la PAC,

Ef anticuerpo policlonat anti-PAC fue utilizado para tamizar una biblioteca de
cONA de expresion de cementoblastos de un fibroma cementificante construida
en el vector AZAPXR. Después de realizado el tamizaje, se obtuvieron tres clonas
positivas las cuales fueron denominadas de la siguiente manera: 7241, 3242,
4243. Estas clonas de fago fueron transformadas a plasmido y sometidas a PCR
utilizando los iniciadores T3 y T7 incluidos en el vector y como templado el DNA
de cada clona. La figura 5, muestra el tamafio de los insertos encontrados para la
clona 241= ~1.3; 242= ~1.2 y 243= ~1.2 Kb respectivamente. Este tamafo de
inserto fue liberado de! vector por medio de digestiones con las enzimas Xho | vy
Bam HI, excepto el inserto de la clona 241. Cabe mencionar que el inserto de la
clona 243 también fue liberado con las enzimas Eco Ri y Xho |,

Los plasmidos (241, 242 y 243) fueron secuenciados en un aparato
automatico utilizando los iniciadores de M13 hacia adelante, M13 reverso e
iniciadores internos disefiados a partir de las secuencias generadas por los
primeros {ver anexo, tabla 2). El analisis de las secuencias fue realizado en el
programa computacional Pcgene, asi como [a consulta en el Bance de Genes
{Gene bank).
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Fig. 3 Andlisis de los anticuerpos policlonales anti-PAC por medio de la técnica de
inmunoelectrotransferencia. L.os carriles | a 4 son medio de cultive (MC) y carriles 5 a
7 son fraccion electroeluida de la proteina PAC (PACE). Camil 1.- Anticuerpo
polictonal anti-PAC; Carril 2.- Anticuerpo monoclonal anti-PAC; Carril 3.- Anticuerpo
policlonal anti-albumina; Carril 4.- Gammaglobulina normal de conejo (yNC); Carril 5.-
Anticuerpo policlonal anti-PAC: Carril 6.- Anticuerpo monoclonal anti-PAC y Carmil 7.-
Anticuerpo policlonal anti-albimina

23



Fig. 4  [nmunofluorescencia utilizando el anticuerpo policlonal anti-PAC en el
periodonto humano. A). Expresion de fa PAC a fo largo de la superficie radicular
(aumento 10X). B) Intensa reaccidon del tejido cementoide en el cemento celular,
también algunos cementocitos inmersos en la matriz del cemento tifien positivamente
(aumento 20X), C} microfotogratia mostrando cementocitos (aumento 40X), D} Control
utilizando suero no inmune de congjo. Barra = 5 pum.

24



Fig. 5 Electroforesis en gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de
etidio, mostrando la amplificacion por PCR del inserto de las clonas
positivas obtenidas con el anlicuerpo policlonal anti-PAC. Carril 1.-
Marcador de pesos moleculares del fago A digerido con la enzima Hind
y pBR 322 con fa enzima .Msp!; Carril 2.- clona 241; Carril 3.- clona 242 y
Carril 4 clona 243
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La clona 241 presentd un tamario de 1,120 nucledtidos, asi como repetidas
interrupciones o codones de término dentro de su secuencia (razdn por 1a cual no
se profundizo mas en su caracterizacién). Sin embargo, esta clona no presento
regiones caracteristicas para la adherencia, pero si algunas de sus regiones
presentaron homologia con ia cadena ulV de colagena, y la cadena {IV del
precursor de la integrina.

Las clonas 242 y 243 resultaron idénticas y en la figura 6 se presenta la
secuencia de amincacidos de la clona 243. Ambas clonas presentaron un tamano
de inserto de 1020 bases. El analisis de la secuencia de nucledtidos mostro un
solo marco de lectura abierto de 325 aminoacidos gue codifica para un peptido de
35,106 kDa. Otros andlisis computacionales mostraron fa presencia del tripéptido
RGD (del nucledtido 536 al 544) y la presencia de 2 secuencias (CAP-1
VGEPNPTGIAG y CAP-2 ARGEPNPAGX entre los nucledtidos 688 a 730 y 694 a
724 respectivamente), recientemente obtenidas de un andlisis de aminoacidos
realizado con un fragmento peptidico obtenido por digestiones con tripsina.
Ademas, la secuencia de aminoacidos presento homologia a una fosfoproteina, a
un precursor de una proteina de saliva, ambas de humano y ricas en prolina y a la
cadena aV de laminina.

1 MSCDLPSVAA APSMCPDGCS E‘VSLMCRKEQ WHCPPWGVIS

41 PLPAQALGVR EEPCAASTRS QGRKRHVPPC PRSWPHQAFPP

81 PDSQGSWGSP PSAHSPQGLQ LRGGTAVLKG HRDGSVCLGQ

121 TDIAPHIRDA ADEWTIEQRN KEPTDHSLLV GPQIPHVLVC
kK

161 RANARGDLVE CWESCPLPKV PFTIPRGSQP WAALTVHYMP

201 WPPSRGPGLM EQEGSGRGRG EANPPGIASG HFPSFWPGLA

241 QGPGS3SRSCSG HAAFRNKLEP AACFQIFIDE CLCEFPSELDK
281 GLLWVTDCTR PVLTHFLKAV HGRTVARWAT EGVGRARGCR

321 GPLPL

Fig. 6 . Secuencia de aminoacidos traducida de la secuencia
nucledtidica de las bases 44 a 1018 de la clona 243 positiva al anticuerpo
policlonal anti-PAC. £l motivo de adherencia RGD se muestra en letras
obscuras con asteriscos. La secuencia con homologia a las secuencias de
aminoacidos obtenidas de la CAP de bovino (CAP 1: VGEPNPTGIAG y
CAP 2: ARGEPNPAGLPG), se muestran subrayadas y con letras oscuras.
El aminoacido profina (P) se muestran con letra obscura.
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VI. DISCUSION

El tejido def cemento radicular humano se produce en muy bajas cantidades
sobre la superficie radicular. Por lo que purificar la proteina PAC a partir de este
tejido, resulta un proceso laborioso y costoso del cual se obtiene muy bajas
cantidades de la proteina de nuestro interés. Por tal motivo en este trabajo se
utilizd una linea celular de un cementoblastoma humano que expresa y secreta
esta proteina.

Como ya se menciond la concentracién de proteina PAC presente en el
ECC y MC es muy baja, por lo que al ser secretada al medio de cullivo se
aprovecho para purificarla del medio condicionante, Sin embarge, aungue no se
producen grandes cantidades, se recolectaron varios litros de cultivo
aprovechando que se tiene una iinea celular que expresa el fenotipo del cemento
radicutar. Sin embargo, el medio de cultivo se encuentra compuesto por un
sinnumero de proteinas en el que predomina la albGmina y en donde la PAC se
encuentra en muy bajas cantidades.

Para su purificacién se utilizé una columna de intercambio idnico (DEAE-
celulosa) para enriquecer a la proteina PAC contenida en el medio de cultivo de
los cementoblastos, sin embargo también se enriquecen otras proteinas entre
ellas la albumina. Por tal motivo, se empled 1a técnica de electroelucién para
purificar a la proteina PAC, lo que resultd en la obtencidn de una fraccién
denominada PACE, compuesta por 2 proteinas puras una de 55 kDa y una de 50
kDa. Esta fraccién PACE promovié la adhesion de fibroblastos del figamento
periodontal a concentraciones mayores a 5 ng/ml, y registrande un 70% de
adherencia de las células que se unen a las placas. Lo que indica que la
purificacién de la proteina por este método no pierde la propiedad de la adhesién y
que se enriquece la fraccidn.

Los ensayos de inmunoelectrotransferencia mostraron que, el anticuerpo
monocional y el anticuerpo policional anti-PAC de conejo reconocen a una banda
de 50 kDa en el MC de los cementoblastos y a dos bandas de 55 y de 50 kDa en
la fraccion PACE, respectivamente. La banda de 50 kDa en el MC es la misma
que la banda de 55 kDa reconocida en fa fraccion PACE por ambos anticuerpos.
Asimismo, la banda de 50 kDa en esta misma fraccion es probablemente el
resultado de la degradacion de la PAC, debido al los procesos de purificacién. Por
otro lado, el anticuerpo anti-albimina reconoce una banda de alrededor de 55 kDa
en el MC, en lugar de una banda de 68 kDa que normalmente presenta la
albamina en este tipo de ensayos. Ademas, el anticuerpo anti-albimina no
reconocié ninguna banda proteica en la fraccion PACE, lo cual sugiere que esta
fraccion no esta contaminada con alblimina y que la proteina de 55 kDa purificada
por electroelucion es la proteina PAC, asi como que la proteina de 50 kDa es un
fragmento de la misma. Cabe mencionar, que los efectos de la migracion relativa
alterada en los geles de poliacrilamida e inmunoelectrotransferencia de la PAC en
el medio de cultivo, puede ser el resultado de la gran cantidad de albumina que lo
constituye.
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Por olro lado, este anticuerpo policlonal anti-PAC en ensayos de
inmunoflucrescencia indirecta reconocio especificamente a estructuras presentes
en el tejido del cemento radicular, tales como a los cementoblastos, cementocitos,
a la matriz cementoide y algunas poblaciones celulares del ligamento periodontal y
no a otros tejidos adyacentes a este.

Los resultados antes mencionados mostraron que el anticuerpo policlonal
anti-PAC obtenido es especifico en contra de la PAC. Por lo que fue utilizado para
tamizar la biblioteca de expresion de cementoblastos construida en AZAPXR. El
tamizaje resulto en la obtencién de 3 clonas positivas que presentaron tamafios de
inserto de 1.2 a 1.3 kb, que son insertos del tamafio esperado que podrian estar
codificando para la PAC que presenta un peso molecular de 55,000 Da.

Los andlisis de la secuencia de aminoacidos de la clona 241 presentd
varios codones de termino en su secuencia nucleotidica, sin embargo presento
varias regiones pequenas con homologia estructural a proteinas de tipo colagena.

Para el caso, caso de las clonas 242 y 243 los resultados de sus andlisis
computacionales de la secuencia de bases, mostraron que era clonas idénticas.
Estas clonas codifican para una péptido de .325 aminodcidos con un peso
molecular de 35.106 kDa. Asimismo, estas secuencias presentaron una baja
homologia airededor del 10% con 2 proteinas de tipo colagena, a la fosfoproteina,
al precursor de una proteina salival, ambas de humano, ricas en prolina y la
cadena aV de laminina. Lo que sugiere que esla proteina pertenece a un grupo de
proteinas fibrilares del tipo colagena. Ademas, fa secuencia parcial obtenida
presenta el motivo del tripéptido RGD, el cual esta reportado como un dominio de
adherencia en proteinas. Este hallazgo y la propiedad de adhesion de la PAC
purificada presentada en esta tesis, esta de acuerdo con lo reportado por otros
autores que al depletar al extracto de cemento de proteinas que contienen este
dominio (RGD), pierde !a capacidad de promover la adherencia (9, 50 y 51). £s
muy importante mencionar que la secuencia de aminoacidos de la clona 242 y 243
presentan una identidad del 100% con 2 secuencias, recientemente obtenidas de
un analisis de aminoacidos realizado con un fragmento peptidico obtenido de la
PAC (CAP-1 VGEPNPTGIAG y CAP-2 ARGEPNPAGX). Ademas, la secuencia
obtenida fue empleada en la blisqueda de proteinas similares o idénticas en el
banco de genes mundial (Gen-Bank). Los resultados de esta busgqueda mostraron
porcentajes de similitud e identidad muy bajos con otras proteinas incluyendo las
de tipo colagena, lo que sugiere que esta proteina no ha sido reportada por otros
grupos.

Finalmente no se togrd obtener el cDNA completo que codifica para la PAC,
ya que ninguna de las clonas presentaron {a secuencia de poliadenilacién ni la
cola de poli A caracteristica de los RNA mensajeros. Sin embargo, esla lesis
presenta los primeros avances en el aislamiento de un gene que codifica para una
proteina del cemento radicular humano y la obtenciéon de herramientas
moleculares como el anticuerpo anti-PAC y una secuencia parcial del gene que
codifica para la PAC. El disponer de estas 2 herramientas permitiran profundizar
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en la investigacion de aspectos moleculares del cemento. Por ejemplo, utiizar el
cDNA que codifica para la PAC como sondas para estudiar expresion en el tejido
del érgano dentario y para aislar el gene completo con la idea de producir una
PAC recombinante, lo que permitiria estudiar el papel que la PAC esta efectuando
en la biologia de! periodonto. Asimismo, se podrian iniciar estudios in vitro de
como se lleva a caho el proceso de la cementogénesis, asi como la identificacion
de las células progenitoras del cemento radicular y de un medo muy importante el
determinar el papel regulader en esle proceso y en la regeneracion del periodonto
que juega ia PAC.
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VIl. ANEXO

1.- Amortiguador salino de fosfato (PBS)

Stock 10 X

NaCi 137 mM 80.0 gr.
KCI 2.7 mM 20qgr.
Na2HP0O4.7H20 4.3 mM 11.5gr.
KH2PO4 1.4mM 20qr.

pH 7.4 Aforado a un litro.
4.- Gel SDS-PAGE

Acrilamida 30% BIS 0.8%

Tris-HCI1.SMpH 8.8

Tris-HCI1.5MpH 6.8

SDS 10% .

TEMED N.N.N'. N'-tetrametilen diamino (BIORAD)
Persuifato de amonio

Ameortiguador para proteinas.

H20 desionizada 3.8ml
Tris-HCI 0.5M, pH 6.8 1.0 ml.
SDS 10% PV 1.6 mi,
2-Mercaptoetanol 0.4 ml

Azul de bromofenol 1% 0.4 mi.

Amortiguador para electroforesis de proteinas.

5X

Tris base 9.0gr.
Glicina 43.2 gr.
SDS 3.0qgr

Se afora a 600 ml de H20 desionizada.

5.- Amortiguador de electroelucion de proteinas.

Tris base 25 mM. Joqgr.
Glicina 192 mM. 14.4 gr.
SDS 0.1% 1.0 gr.

Aforado a un litro con H20.
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8.- Inmunoelectrotransferencia
Amortiguador de transferencia

Metanol 20%
Tris 25 mM.
Glicina 192 mM.

Aforado a un litro con H20 desionizada.

Amortiguador de Bloqueo

PBSpH 7.4 850.0 m!.

Tween 20, 0.3% 0.150 mil.

{Tween 20, Polioxietileno Sarbitan monolaurato SIGMA).
Leche 5% 25¢gr

(Leche descremada en polvo Sveity Nestle)

Solucién de lavado (PBS-Tween 20, 0.3%)

PBSpH 7.4 49.850 ml.
Tween 20 0.150 ml.
Solucidn de revelado
3.3 Diaminobenzidina {SIGMA) 20 magr.
peroxido de Hidrogeno (MERCK) SA
Aforarcon PBSpH 74 pdb 100 mi.
10.- Medio de cultivo SOBM
Bacto-triptona 20.0 gr.
Extracto de levadura 50qgr.
NaCli 0.5¢gr.
MgS04 7H20 a concentracién final de 10 mM.
Ket 2.5mM.
Medio de cultivo SM
NaCl 58qr.
MgS04 7TH20 20gr.
Tris-HClI iM pH 7.5 50.0 ml.
Getatina al 2% 5.0 ml

Medio de cultivo Luria Bertani

Bacto-triptona 10.0 gr.
Extracto de levadura 5.04gr.
NaCl 10.0 gr.
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Los componentes se disuelven y se afora a un litro. £l pH de todos los medios se
ajusta a 7.0 y se esterilizan en autoclave durante 20 min. a 15 Lb de presion en
ciclo liquido. el Mg++ y K+ se esterilizan por filtracion a través de membranas con
poros de 0.22 micrometros de diametro.

Para medios sélidos se les adiciona bacto agar o agarosa a una concentracion
final de 1.5% y para Top agar a una concentracion final de 0.75%

Para el fago lambda, a los medios se les adiciona 0.02% de maltosa, el cuat es un
inductor def gen lambB que codifica para el receptor del fago.

11.- Solucion TBS

Tris-HClpH 7.5 50 mM.

NaCl 150 mM.
Solucion TBS-T1

Tris-HCIpH 7.5 50 mM.

Tween 20 0.3%
Solucion TBS-T2

Tris-HCIpH 7.5 50 mM.

Tween 20 0.3%

Leche 5.0%
Solucion TBS-T

Tris-HCIpH 7.5 50 mM.

Tween 20 0.05%

12.- Amortiguador TE

Tris-HCI pH 8.0 10.0 mM.

EDTA pH 8.0 1.0 mM.

13.- Reaccion de PCR
Estuche de PCR (BIOTECSA)

DNA 1A
MgCl2 20X 5.
Amortiguador 10X 10 A
Deoxinucleotidos 10X 10 A
dATP, dCTP

dGTP, dTTP 2 mM C/U
QOligonucleotidos de M13

T3y T7 10 pmal. C/U
H20 c.b.p. 100 A
Amplificasa 5U.
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14.- Amortiguador TAE

Stock 50X

Tris-base 242.0gr.

Acido acético glacial 57.1m.

EDTAO0.5MpH 8.0 100.0 mt.
Gel de agarosa a1%

Agarosa 0.5 gr.

Amortiguador TAE 50 ml.

Bromuro de etidio 4.

Amaortiguador para muestras de DNA

Glicerol 50.0 % VIV
EDTA 100 mM.

SDs 1.0 % PV
Azul de bromofenol 0.1% PNV

15.- Digestion con enzimas endonucleasas
Se utilizaron las siguientes enzimas, Xho |, Bam HI, Eco RI, Sal |,

DNA de fago 1A
Amortiguador 10X 2%
H20 17 A,
Enzima 50U

Doble digestiéon de DNA de plasmido.

DNA de plasmide 3
Amortiguador 10 X 10 A
Enzima 1 5U.
Enzima 2 5U.
H20c¢bp.. 100 A.

En el caso que la enzima (Bam HI, Sal t y Xho 1 de la cas comercial NE Biolabs)
reaccione en presencia de BSA se adiciona 0.5 L a una concentracion de 10
mgiml

17.- Solucién |

Glucosa 50 mM.
EDTA 10 mM.
Tris pH 8.0 25 mM.
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Solucién li

NaQH 0.2 M.
SDS 1.0 %
Disuelto en H20
Solucion It
Acetato de amonio 7.5M.
19.- TABLA 2 Disefio de oligonucleotidos
Clona | Oligonucledtido | Sentido | Secuencia nucleotidica
241 C 241-1 Adelante | ACTCCGGATACGTCCTCTG
C 241-2 Reverso | TGCCTTCCAGTGGCCTG
242 C 242 73-1 Reverso |CTCATTCGTCAGCTTAATG
243 C 243-1 Adelante { AACAAGATCTGGAGCCGG
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