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Expresion de la proteina de adherencia del
cemento(CAP) con medios condicionantes de
cementoblastos, osteoblastos y cdulas de ligamento
periodontal

W TRUJILLO NIEVA MR,* ARZATE H"

El propoésito de este estudio fue identificar subpoblaciones ce-
lulares en el ligamento periodontal. Cementoblastos y osteo-
blastos que expresen el fenotipo cementoblastico utilizando el
anticuerpo policlonal anti-CAP como marcador. Los grupos celu-
lares que se obtuvieron: los cementoblastos de un cemento-
blastoma humano. Los osteoblastos de fragmentos de hueso ob-
tenidos por un procedimiento quirdrgico de tercer molar y Las
células del ligamento periodontal raspando el ligamento de pre-
molares extraidos. Todos estos procedimientos se realizaron en
la Unidad de Posgrado de la Facultad de Odontologia de la UNAM.
Se realizaron los cultivos celulares respectivos y se obtuvieron
ademaés de cada grupo celular sus medios condicionantes (cemen-
toblastos, osteoblastos y células de ligamento periodontal). Fi-
nalmente, se inmunotifieron y se aplicé el anticuerpo anti-CAP,
los resultados se expresaron como Media + Error estandar y el
andlisis estadistico se realiz6 con el paquete Sigma Ptot, utili-
zando la prueba de t de Student con un nivel de significancia de
p<0,05. Con los resultados obtenidos se pudo demostrar que
hay una regulacién homeostatica de la proteina de adherencia
del cemento radicular en los tres grupos celulares estudiados.

Palabras clave: cemento, cementogénesis, proteina de adhe-
rencia (CAP), anticuerpo anti-CAP, osteoblastos, cementoblastos,
células del ligamento periodontal.

INTRODUCCION

1 cemento radicular es un tejido conectivo mineralizado
cuyas funciones son proveer e anclgje del diente en su
veolo, distribuir la fuerzas masticatorias, mantener €l
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The purpose of this study was to identify cellular subpopulation
of cells in the periodontal ligament. CementobLastic and osteo-
blastic lineages, that express cementun fenotype using the poli-
clonal antibodiy anti-CAP, The cellular lines were obtained as
described: the lineages cementoblastic from a human Cemen-
toblastorna, lineages osteoblastic from alveolar bone fragments
obtained by a surgical procedure of third molar and the periodo-
ntal ligament lineages from extracted premolars, all theses pro-
cedures were carried out at the Dental Surgen/ Department,
School of Dentistry, UNAM, México. Conditioning medio was col-
lected from each cell une. Cell culture how eacn celi type was
trated wiih conditioning medio and tested for the expression of
CAP. Resultsare expressedas mean+SD andthe statisticalanaly-
sis was performed out with the package Sigma Plot, using the
sutdent t test with a level of signifcance of p<0.05. Results
showed that there is a homeostatic regulation of CAP.

Key words: Cementum, cementogénesis, policlonal antibodiy
anti-CAP, adherence protein (CAP) cementoblast, osteoblast, pe-
riodontal iigament cells.

espacio dd ligamento periodontal, asi como de mantener una
constante relacion oclusal.* EI cemento radicular, ademas, po-
see caracteristicas Unicas, ya que no presenta aporte sanguineo
directo, inervacion, ni drenajelinféatico. A diferenciadel hueso,
no sufre procesos de remodelacion de un modo fisiol6gico.?

"* | aboratorio de Biologia Molecular y Celular de la Divisién de Es-
tudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de Odontologia
de la UNAM.
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Estetejido mineralizado tiene caracteristicas similares al hueso
alveolar en cuanto a su composicién organica e inorganica.
Asimismo, tanto |os cementobl astos como |os osteobl astos com-
parten marcadoresbiol 6gicoscomolafosfatasaalcalina(ALP),
osteopontina (OPN) y sialoproteina 6sea (BSP). Sin embargo, a
lafecha no ha sido posible determinar los eventos que regulan
el proceso de lacementogénesis. Esto, debido principal mentea
gue técnicamente ha sido imposible aislar lingjes celulares que
representen el fenotipo cementoblastico y a la baja actividad
metabdlica dd cemento radicular implica procedimientos la
boriosos para obtener suficiente cantidad de muestray asi po-
der estudiar sus propiedades biol 6gicas.*®

El conocer los factores que regulan el proceso de la cemen-
togénesis adquiere relevante importancia, ya que permitiria
establecer terapéuticas predecibles para restablecer anatémica
y funcionalmente el periodonto, que ha sido afectado por en-
fermedades periodontales y por secuelas de enfermedades
pul pares que af ectan el periodonto. Paralograr este objetivo es
preciso determinar lasmol écul as que regulan ladiferenciacion
de células progenituras de los cementobl astosy | os eventos aso-
ciados a la deposicion de este tejido mineralizado. Reciente-
mente, hemos aislado unalinea celular a partir de un cemento-
blastoma humano. La caracterizacién preliminar de esta linea
celular ha demostrado que éstas expresan €l fenotipo cemento-
bléstico in vitro y depositan tejido mineralizado con similitu-
des composicionales, morfoldgicasy ultraestructurales al ce-
mento celular humano.®"® Asi mismo, estas células producen
una proteina de 56 kDa (proteina de adherencia del cemento
radicular CAP), la cual ha mostrado promover la adhesion y
diferenciacion celular.*®" Estascélulaspermiten conocer el pro-
ceso de cementogénesis in vitro y producen la proteina de ad-
herencia (CAP), Unico marcador biol4gico disponible a la
fechay que no parece estar presente en ningun otro tejido mi-
neraizado.”*

De igual manera, se ha producido un anticuerpo policlo-
nal contraestamolécula (anti-CAP) que hademostrado ser ex-
presada Unicamente por cemento y que por medio de ensayos
de inmunotincién se demostré que dicho anticuerpo reconoce
cemento, cementoblastos, cementocitos y células progenituras
en los espacios endosteal es del hueso alveolar y células deloca
lizacién perivascular en el ligamento periodontal in vivo. De
esta forma, la homeostasis del periodonto estd dada por una
interregulacién de los diferentes linajes celulares presentes en
éste, por lo que es importante conocer los mecanismos mole-
culares que permiten el equilibrio delostejidos mineralizados
(cementoy hueso alveolar) y tejidos blandos (ligamento perio-
dontal) de esta unidad anatémicay funcional.

El propdsito de este estudio fue identificar la proporcion de
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subpoblaciones cel ulares presentes en los fibrobl astos del liga-
mento periodontal, cementoblastos y osteoblatos que expresen
el fenotipo cementaobl &stico, utilizando el anticuerpo policlonal
anti-CAPcomomarcador.

MATERIAL Y METODOS
Cultivocelular

Se formaron tres grupos celulares, el primero fue de cemento-
blastos, €l segundo defibroblastosy el tercero de osteobl astos.
L ascélulascementobl asticas seobtuvieron deun pacientemas-
culino de 38 afios con diagndstico previo de cementoblastoma,
en la Unidad de Posgrado de la Facultad de Odontologia de la
UNAM, €l cual fuecorroborado posteri ormentecomouncemen-
toblastoma por medio de andlisis histoldgicos en el |aboratorio
de Patologia de la misma institucion. El espécimen quirdrgi-
co fue transportado en medio de cultivo esencial Dullbecco
(DMEM), suplementado con suero fetal bovino (SFB) a 10%. El
tejido blando (del cementoblastoma) fue raspado y los frag-
mentos de tejido macerados con una hoja de bisturi descar-
tado. El tejido asi obtenido fue cortado en aproximadamente
un mm?, conteniendo tanto tejido blando como calcificado. Es-
te tejido fue colocado en cajas de cultivo de 25 cm? en medio
DMEM, suplementado con 10% de SFB, 4% de suero humanoy
solucién de antibidticos, compuesta por 100 U/ml de penici-
linay 100 ug/ml de estreptomicina. Las muestras fueron in-
cubadas en un ambiente a 100% de humedad a 37°C en una
atmosfera con 95% de airey 5% CO-. El medio de cultivo no
fue cambiado hasta que se observé crecimiento significativo

Para € cultivo de cada grupo
celular se utilizd un medio
condicionante (de cementoblastos,
osteoblastosy células de ligamento

periodontal).
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(dia 14-20} . Posteriormente, lascélulas fueron tripsinizadascon
0.025% de tripsina bovina-EDTA y subcultivadas.

a) Fibroblastos. Se obtuvieron de premolares que fueron ex-
traidos por razones ortoddncicas de un paciente mascu-
lino de veinte afios. Los dientes se enjuagaron con DMEM
y seraspo el tercio medio de laraiz paraobtener el tejido
pe- riodontal. Los explantes fueron sembrados y trata-
dos como se describié anteriormente.

b) Osteoblastos. Las células osteoblasticas humanas se ob-
tuvieron de fragmentos de hueso alveolar obtenidos de
un procedimiento quirdrgico de extraccion detercer mo-
lar. Estos fragmentos 6seos, de aproximadamente 1 mm?,
se mantuvieron en las condiciones anteriormente des-
critas.

Para el cultivo de cada grupo celular se utiliz6 un medio
condicionante (de cementoblastos, osteoblastos y células de
ligamento periodontal) éstos se obtuvieron de cultivos confluen-
tesdelastreslineas celulares (grupos de investigacion) y de un
modo independiente. Las monocapas fueron lavadas con
10 mi de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS) cuatro ve-
cesy posteriormenteincubadas con 10 mi de PBS paraeliminar
restosde SFB. Lascélulasfueron incubadas durante 48 horasen
medio libre de suero y a término se recolectd y dializ6 contra
PBS, posteriormente se liofilizéy reconstituyé en PBS. La con-
centracion de proteinas en cada uno de los medios se determi-
noé por el método de Bradford.

Inmunocitoquimica (CAP)

Se sembraron las células a una densidad de 1500 por pozo, en
cajaslab-tek de ocho pozos, se adiciond el medio condicionante
(25 ul- 5 ug de proteina) de células cementoblasticas a osteo-
blastos y fibroblastos del ligamento periodontal. EI medio
condicionante de fibroblastos de ligamento periodontal se adi-
ciond a cementoblastos y osteoblastos; el medio condicionante
de osteoblastos se adiciond a cementoblastos y fibroblastos del
ligamento periodontal durante un periodo detres, sietey cator-
ce dias. Al término, las células fueron fijadas con paraformal -
dehido al 3.7%, lavadas con PBS e incubadas durante una ho-
raa4°C con € primer anticuerpo policlona Anti-CAP, a una
dilucion de 1:300 en PBS + mg/ml de BSA. Posteriormente, las
células selavaron con PBS durante cinco minutosy fueronincu-
badas con el segundo anticuerpo (cabra anti-conejo) conju-
galo con isotiacianato de fluoresceina (FITC) durante unahora
a4°C. Posteriormente, las laminillas se lavaron y fueron mon-
tadas en DABCO para evitar la pérdida de la sefia fluorescente.

—

Como control negativo se inmunotifieron laminillas con sue-
ro preinmune de conejo. Se seleccionaron tres campos a azar y
se contd € nimero de células positivas con un microscopio a
un aumento de 20x.

Todos los resultadosfueron expresados como Media+ Erro-
res estandar. El andlisis estadistico fue realizado por medio del
paquete estadistico Sigma Plot (Jandel Scientific) para poder
determinar diferencias entre los grupos controlesy los grupos
experimentales, utilizando la prueba de t de Student con un
nivel de significanciade p<0.05.

En resumen los grupos quedaron de la siguiente forma:

Grupo Células Medio condicionante

a Cemenioblastos Célulasdei ligamento
periodontal
bl Células del ligamento Cementoblastos
periodontal
b2 Células del ligamento Osteoblastos
periodontal
el Osteoblastos Células del ligamento
periodontal
c2 Osieoblastos Cementobiastos

A cadagrupo selehizo un grupo control en el cual no seles
adicioné el medio condicionante.

RESULTADOS

Cementoblastos con ligamento periodontal (grupo a)
(gréfica 1)

La expresion de CAP en e proceso de inmunotincién, en ce-
mentobl astos con medio condicionante de células del ligamento
periodontal a los tres dias, en relacion con el grupo control,
mostré un incremento significativo del grupo experimental de
cementoblastos (64%).

A lossietedias, no hubo unadiferenciasignificativaentreel
grupo control y el grupo experimental (26%).

En los resultados obtenidos a los catorce dias de cultivo se
observé un incremento en el grupo experimental de cemento-
blastos (79.16%) con relacion a grupo control.

Fibroblastos con cementoblastos (grupo bl)
(gréfica 2)

En estalinea celular, alos tres dias, no se observaron diferen-
cias significativas entre el grupo control y las células tratadas
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GRAFICA 1
Expresion de CAP en cementoblastos con medio
condicionante de células de ligamento periodontal
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La expresion de la proteina de adherencia no mostré ninguna dife-
rencia estadisticamente significativa en los tres grupos experimenta-
les (p<0.05).

GRAFICA 2
Expresién de CAP células de ligamento periodontal
con medio condicionante de cementoblastos
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* Laexpresion de CAP mostré un aumento del grupo control con res-
pecto a experimenta] (36%) p<0.05.

con el medio condicionante de cementoblastos del grupo ex-
perimental defibroblastos, con un decremento de 84.43%. Para
el dia siete, también se observé un decremento en e grupo ex-
perimental, de células del ligamento periodontal (36%) en re-
lacion con el grupo control. Finalmente, en el dia catorce no
hubo diferencias significativas entre el grupo control y el gru-
po experimental de células del ligamento periodontal (81%).

Fibroblastos con medio condicionante de osteoblastos
(grupob?2) (gréfica3)

En € dia tres, la expresién de la proteina de adherencia del
cemento radicular manifestd un incremento en el grupo ex-
perimental de fibribiastos (87.6%) en relacion con el grupo
control.

Al igua que en los dias siete y catorce se observaron incre-
mentos en comparacion al grupo control.

En el dia siete se observé un incremento parael grupo con-
trol defibroblastos del 134%. Mientras que en € dia catorce se
observd un incremento para los fibroblastos (97%).

GRAFICA 3
Expresion de CAP células de ligamento periodontal
con medio condicionante de osteoblastos
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En este grupo celular no se manifestaron diferencias estadisticas sij:-
nificativas alostres, siete, y catorce dias, respectivamente.

Las células obtenidas de un cementoblastoma humano per miten

conocer € procesodecementogénesisinvitro.
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Osteoblastos con medio condicionante de fibroblastos
(grupo el) (gréfica4)

En € tercer diade cultivo hubo un decremento en la expresion
de CAP del grupo de Osteoblastos (43%), en relacion con el gru-
po control. Para €l dia siete, la expresion de CAP alainmuno-
tincién, presentd un incremento para el grupo experimental
de Osteoblastos del 52%, con respecto a grupo control.

Para el dia catorce, también hubo diferencias significativas
entre et grupo control y el grupo experimental, presentando
un incremento en Osteoblastos de 41%.

GRAFICA 4
Expresion de CAP en Osteoblastos con medio
condicionante de células del ligamento periodontal
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* Laexpresion de CAP, solo muestra diferencias estadisticas significa-
tivas el dia siete, con respecto a grupo control.

Osteoblastos con medio condicionante de
cementoblastos (grupo c2) (graficab)

En el diatres hubo diferencias, un decremento en ei grupo ex-
perimental de Osteoblastos del 65.5% en relacion al grupo con-
trol, en cuanto ala expresién de CAP en Osteoblastos tratados
con medio condicionante de cementoblastos.

En el dia siete, también hubo un decremento en el gru-
po experimental de osteobiastos del 52%, en relacién al grupo
control.

En cuanto al dia catorce, se observaron un incremento del
88% del grupo experimental osteobiastos en relacién a grupo
control.

DISCUSION

Laimportancia de laformacion de nuevo cemento radicular y
la regeneracién del hueso alveolar resultan fundamentales en
el restablecimiento éptimo del periodonto, después de la en-
fermedad periodontal.*"*” En este proceso de regeneracion se
realizan procesos bioldgicos tales como proliferacion, migra-
cion, adherencia, selecciényy diferenciacion de células progeni-
toras.’®'? Taes procesos deben hacerse de manera reguladay
coordinada paracadauno delostejidos que conforman el perio-
donto. Los resultados de este trabajo demostraron que exis-
te una regulacién homeostéatica en la expresion de la proteina
de adherencia del cemento radicular, ya que se puede inferir
que los cementoblastos son potentes reguladores, especifica
mente la proteina de adherencia del cemento radicular da la
diferenciacion celular en subpoblaciones progenituras presen-
tesen €l ligamento periodontal . Asimismo, |as células osteobl as-
ticas parecen gjercer un control en laexpresion de la CAP. Esto
se correlaciona con hallazgos previos que demostraron que un
bajo porcentaje de células osteoblasticas pudieran expresar €l
fenotipo cementoblastico o ser progenituras de este lingje ce-
lular.

Deestamanera, las células obteni das de un cementoblastoma
humano permiten conocer el proceso de cementogénesis in
vitro, ademas de su proteinade adherenciadel cemento radicul ar
(CAP). Finalmente, estos dos elementos més el anticuerpo de
dicha proteina dan |a pauta para poder determinar cudl es el

GRAFICA 5
Expresion de CAP en Osteoblastos con medio
condicionante de cementoblastos
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* Diferencia estadistica del grupo experimental del dia siete de un
65.5% con respecto a grupo control (p<0.05).
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papel regulador de los cementoblastos que ejercen sobre la di-
ferenciacion celulary el deposito de matriz mineralizadaen las
células dd ligamento periodontal y cdulas ogteoblédticas.

CONCLUSION

* Los medios condicionantes de los tres linajes celulares regu-
lan laexpresion de laproteina de adherenciadel cemento en
formadiferente, a adicionarles el anticuerpo policlonal an-
ticap.

 Los cementoblastos del ligamento periodontal tienen ma-
yor expresion delaproteinaCAP quelascélulasdel ligamen-
to periodontal y los osteoblastos.

* Los osteoblastos presentan un menor porcentaje en la ex-
presion de la proteina de adherencia.
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