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RESUMEN

El punto critico para lograr la regeneracién periodontal es la restauracion de la
insercidn de las fibras de tejido conectivo (fibras de Sharpey) del ligamento periodontal a las
superficies radiculares y de hueso alveolar, previamente expuestas por la enfermedad
periodontal. Los nuevos avances en la terapia génica como la liberacion de proteinas
recombinantes a tejidos por periodos de tiempo extensos, constituye una estrategia
prometedora para la regeneracion de las estructuras periodontales. En el laboratorio de
biologia periodontal y tejidos mineralizados se ha estudiado la proteina del cemento 1
(CEMP1) que participa en el proceso de mineralizacién de cementoblastos putativos in vitro y
mas importante aun, se sugiere que induce la diferenciacion de fibroblastos gingivales,
células que habitualmente no mineralizan in vivo o in vitro, hacia un fenotipo
cementoblastico/osteoblastico. La proteina CEMP1 posee una alta afinidad por la
hidroxiapatita y asimismo promueve la nucleacion de cristales de fosfato octacalcico, cristal
precursor de la hidroxiapatita. Adicionalmente, CEMP1 presenta 48% de homologia en su
estructura primaria con colagena tipo X, la cual participa en el proceso de mineralizacion en
el cartilago hipertrdfico.

En este trabajo se propusé emplear células del ligamento periodontal humano (HPLC),
el cual esta formado por una poblacién heterogénea de células, predominantemente,
fibroblastos, ademas de presentar células madre mesénquimales.

Los resultados del ensayo de proliferacion celular demostraron que CEMP1 en el dia 3
de cultivo, a una concentracion 0.5 ug/ml promueve una mayor proliferacién, con lo cual
podemos inferir que esta proteina actia como un factor de crecimiento.

Por medio del ensayo de la actividad especifica de la fosfatasa alcalina, se comprobd
que las células del ligamento periodontal humano (HPLC) se diferenciaron hacia un fenotipo
mineralizante, observando su expresion mas siginificativa en el dia 14 de cultivo, estos
resultados se corroboraron mediante la tincion de alizarina roja al 2%, observando la mayor
concentracion de nédulos de calcio en los grupos tratados con la proteina CEMP1.

En los ensayos realizados por medio de inmunoelectrotransferencia, se determino la
expresion de proteinas especificas como la proteina de adhesion del cemento (CAP),
CEMP1, el factor de transcripcion SOX9, Agrecano, Colagena tipo Il y X, y sialoproteina 6sea
(BSP), los cuales son marcadores implicados en los fenotipos; cementoblastico,

osteoblastico y/o condroblastico.
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Finalmente por medio de la tinciéon de azul de alciano al 3%, se demostré que CEMP1
induce la diferenciacion hacia un fenotipo condroblastico, ya que la tinciéon de las
glicoproteinas fue significativa.

Se concluyé que CEMP1 induce la proliferacién celular de las células del ligamento
periodontal (HPLC) en tiempos tempranos, asi como la diferenciacion de estas hacia un
fenotipo cementoblastico, osteoblastico y condroblastico.

En base a estos resultados se sugiere que CEMP1 puede ser una proteina potencial

involucrada en la oscificacion endocondral.
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ABSTRACT

The critical goal to achieve periodontal regeneration is the restoration of inserting
connective tissue fibers (Sharpey fibers) of the periodontal ligament to the root surfaces and
alveolar bone previously exposed to periodontal disease. New advances in gene therapy as
the release of recombinant proteins to tissues by extended periods of time, is a promising
strategy for the regeneration of periodontal structures.

Our laboratory has studied the protein cement (CEMP1) participates in the
mineralization process of putative cementoblasts in vitro and more importantly, suggest that
induces the differentiation of gingival fibroblasts, cells that normally do not mineralize in vivo
or in vitro, to phenotype cementoblasts / osteoblastic.

CEMP1 protein has a high affinity for hydroxyapatite and also promotes the nucleation
of octacalcium phosphate crystals, precursor of hydroxyapatite crystal. Additionally, CEMP1
features 48% homology in their primary structure with collagen type X, which is involved in the
process of mineralization in the hypertrophic cartilage.

This paper proposed to use human periodontal ligament cells (HPLC), which consists
of a heterogeneous population of cells, predominantly fibroblasts, besides presenting
mesenchymal stem cells.

The results showed that CEMP1 cell proliferation on day 3 of culture, at concentrations
of 0.5 mg / ml promotes increased proliferation, which we can infer that this protein acts as a
growth factor.

Through of the specific activity of alkaline phosphatase assays, it was found that
human periodontal ligament cells (HPLC) were differentiated into a mineralizing phenotype,
noting its most siginificative on day 14 of culture, these results were corroborated by alizarin
red staining of 2%, with the greatest concentration of calcium nodules in the groups treated
with the protein CEMP1.

In studies by Western blot, we investigated the expression of specific proteins such as
cement adhesion protein (CAP), CEMP1, the transcription factor SOX9, aggrecan, collagen
type Il and X, and bone sialoprotein (BSP) markers which are involved in phenotypes,
cementoblasts, osteoblastic and / or chondroblasts.

Finally by the alcian blue staining at 3%, showed that CEMP1 induces differentiation



UNIVESIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

toward a phenotype chondroblastic as the staining of glycoproteins was significant.

CEMP1 was concluded that induces cell proliferation of periodontal ligament cells
(HPLC) in early times, as well as differentiation into a phenotype of these cementoblasts,
osteoblastic and chondroblasts.

Based on these results suggests that CEMP1 potential may be a protein involved in

endochondral oscificacion.
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ANTECEDENTES

El periodonto puede ser considerado como un sistema organico compuesto de dos
tejidos duros (cemento radicular y hueso alveolar) y dos tejidos blandos (ligamento
periodontal y encia), que en su conjunto mantienen el funcionamiento adecuado del diente,
representa una unidad funcional, derivado del foliculo dental durante el desarrollo del
ectodermo del primer arco branquial y el ectomesénquima de la cresta neural. Cada uno de
los componentes del periodonto tiene un composicion bioquimica y arquitectura del tejido
conectivo distinta, sin embargo, funcionan como una unidad integrada. (Ten Cate, 1997;
Bartold y Narayanan, 1998; Bartold y Narayanan, 2006). La principal funcién del periodonto
es anclar al diente y protegerlo de las fuerzas masticatorias debido a que sufre una constante
presion mecanica, asi como también estrés bacteriano. El periodonto es un poderoso
sistema que examina la homeostasis y la integridad fisiolégica en intimo contacto con tejidos
blandos y tejidos mineralizados, bajo la constante influencia de microorganismos y cambios
fisicos (McCulloch, 2006). El buen funcionamiento del periodonto sélo se logra a través de la

integridad estructural y la interaccién entre sus componentes. (Nanci y Bosshardt, 2006)

= Esmalle

- Dantna
Fulpa
Encia

Cemenlo

8l Lisamento
Perncdantal

Figura 1. Esquema de los tejidos periodontales.
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1.1 Encia

La encia esta compuesta de epitelio gingival y tejido conectivo, la superficie del epitelio
de origen ectodérmico y un tejido adyacente de origen mesodérmico, forma parte de la
mucosa oral recubriendo los procesos alveolares de la mandibula y la maxila rodeando los
cuellos de los dientes, su constituciéon consta predominantemente de fibras de colagena,
proteoglicanos, fibronectina, osteonectina, tenasina y elastina, la contribucién variable de
estas moléculas a la arquitectura gingival depende en gran medida de la ubicacion.

El tejido gingival se clasifica de acuerdo su localizacion anatéomica en encia libre
marginal, interdental y adherida. La encia libre es color rosa coral y su consistencia es firme,
después de la completa erupcion del diente, la encia libre marginal es localizada sobre la
superficie del esmalte coronal aproximadamente 1.5 — 2 mm de la unién amelo-cementaria.
La encia interdental es determinada por las relaciones de contacto entre los dientes, es decir,
la anchura proximal de la superficie de los dientes y el trayecto de la union cemento-esmalte.
La encia adherida se extiende en direccion apical a la unidén mucogingival, donde se continua
con la mucosa alveolar, su textura es firme de color rosa coral y frecuentemente muestra
pequefias depresiones en la superficie, esta delimitada en direccién coronal, por el surco
gingival, cuando el surco esta ausente, se limita por un plano horizontal situado a nivel de

unién amelo-cementaria. (Lindhe, 2003).

1.2 Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es tejido conectivo especializado, vascularizado el cual le
brinda sostén, nutricion al 6érgano dentario, es considerado como sistema de amortiguacion
pues resiste y distribuye las fuerzas de masticacion, ademas que contribuye a la reparacion
de dafio tisular proporcionando homeostasis, esta ultima es una de las caracteristicas mas
interesantes, mide entre 0.15 a 0.38 mm aproximadamente de ancho. Desde la formacién del
ligamento periodontal, derivado de la capa interna del foliculo dental, el tejido conectivo
desorganizado es remodelado y su matriz extracelular temporal es convertida en un sistema

de fibras organizadas. El tejido reorganizado ahora puede establecer una continuidad en todo
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el espacio del ligamento y de este modo asegurar la unién del diente al hueso (Lekic, et al.
1996; Nanci y Bosshardt 2006).

En direccién coronal, el ligamento periodontal se continua con la lamina propia de la encia.
Esta delimitado por las fibras que conectan la cresta del hueso alveolar con el cemento
radicular denominandolas fibras de Sharpey, compuestas de colagena tipo | y Ill co-
distribuidas con colagenas tipo V, Xll y VI.

Las fibras de colagena han sido divididas por su localizacién y estructura en grupos de ahi el
origen de su nombre; fibras de la cresta alveolar, fibras horizontales, fibras oblicuas vy fibras
apicales. La organizacion fibrilar y suprafibrilar del ligamento periodontal es regulada por
proteoglicanos como decorin, versican, biglycan (principales proteinas de matriz extracelular)
fibronectina, fibromodulina, lumican. (Lindhe 2003; Bartold et al. 2006; Komatsu, 2010). El
ligamento periodontal tiene caracteristicas muy similares al tendon con respecto a la
estructura de sus densas fibras de colagena y su capacidad de absorber el estrés mecanico
durante la actividad fisiolégica normal, sin embargo, actualmente se ha demostrado la
presencia de marcadores tendo-especificos, como Scleraxis y Tem (tenomodulina) el cual se
cree que desempena un papel regulador durante el desarrollo y la regeneracion del
ligamento periodontal. (Seo, et al., 2004; Itaya et al., 2009).

El ligamento periodontal contiene poblaciones celulares heterogéneas, que incluyen
fibroblastos, osteoblastos, cementoblastos, células de los restos epiteliales de Malassez, y
células endoteliales. Las células mas abundantes del ligamento periodontal son los
fibroblastos responsables del metabolismo de los componentes de la matriz extracelular, las
células del ligamento periodontal tienen la capacidad de diferenciarse en osteoblastos y
cementoblastos, es mas, los analisis de perfiles de expresién indican que los osteoblastos
del hueso alveolar estan estrechamente relacionados con las células del ligamento
periodontal por lo que, un simple cambio en las condiciones de mineralizacion podria
transformar el fenotipo (Dangaria et al., 2011), expresando proteinas de biomineralizacién
como fosfatasa alcalina (ALP) y sialoproteina ésea (BSP). La interaccion epitelio-
mesénquima modula la expresion de estos marcadores en células putativas de los restos
epiteliales de Malassez y los fibroblastos del ligamento periodontal interaccionando en el
mantenimiento del ligamento periodontal. También son responsables de la produccién de las

fibras extrinsecas acelulares del cemento en el ligamento periodontal maduro a través de las
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células formadoras de colagena, en estudios recientes se ha demostrado su capacidad de
diferenciarse en adipocitos. Recientes hallazgos, demostraron que dentro del ligamento
periodontal existe un reservorio de células troncales mesenquimales que podrian derivar
desde un nicho perivascular, por lo que esto sugiere la capacidad de desarrollar y diferenciar
hacia distintos linajes celulares, asi como también la propiedad regenerativa para restaurar
tejido conectivo y tejido mineralizado (Cho et al., 2000; Lekic et al. 2001; Seo, et al., 2004;
Shimonishi et al., 2008; Wu et al.,2009; Choi et al., 2011).

1.3 Hueso Alveolar

Los organos dentarios estan localizados dentro del proceso alveolar del maxilar y la
mandibula, en el humano pueden subdividirse en dos categorias: a) el proceso alveolar que
envuelve a las raices de los dientes erupcionados y b) el cuerpo basal el cual esta constituido
por tejido 6seo de los maxilares y la mandibula. El proceso alveolar consiste propiamente en
una delgada capa de hueso alveolar que forma la pared de la cavidad del 6rgano dentario en
donde se insertan las fibras de Sharpey. Estos procesos se desarrollan y sufren
remodelacion de acuerdo a la formacién y erupcién de los dientes. La forma, localizacion y
funcién de los érganos dentarios determina la morfologia dsea. Durante el desarrollo de las
raices, comienzan los principales cambios como la altura del proceso alveolar, por lo que
esto se encuentra intimamente relacionado con la formacién del ligamento periodontal y el
cemento radicular. Las funciones generales del proceso alveolar son anclar a las raices
dentales, absorber y distribuir el constante stress de las fuerzas de los contactos oclusales.

El principal componente de la matriz del hueso alveolar es la colagena tipo | y co-
distribuida con colagena tipo lll, que constituyen la mayor parte de las fibras de Sharpey. La
colagena tipo | es expresada predominantemente en los osteoblastos, y por los osteocitos en
areas de remodelacion. Otros componentes del hueso alveolar son las proteinas no
colagenas especificas del hueso; osteocalcina, sialoproteina 6sea, y componentes no
especificos como la proteina osteopontina y osteonectina. (Bartold y Narayanan, 1998; Cho
y Garant; 2000).
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1.4 Cemento

El cemento es un tejido conectivo heterogéneo mineralizado que recubre la superficie
de la raiz del diente, es de los componentes mas importantes del aparato de insercidn
porque es el sitio donde se insertan las fibras de Sharpey. Histolégicamente, el cemento es
muy similar al hueso y al diente; sin embargo, analisis quimicos y fisicos indican que el
cemento es menos calcificado que la dentina. Dentro de las caracteristicas que lo
difierencian con el hueso estan: ausencia de vasos sanguineos, vasos linfaticos, no tiene
inervaciéon, no sufre reabsorcion fisiolégica o remodelacion, pero es caracterizado por su
continua deposicién durante toda la vida. Las funciones mas importantes de este particular
tejido son: revestir y anclar las fibras principales del ligamento periodontal, la participacion en
el mantenimiento de la relacién oclusal (adaptacion), la reparacién de los defectos de las

raices después de la resorcion o fractura, y la proteccion de la pulpa. (Bosshardt, 2005)

1.4.1 Cementogénesis

Durante el desarrollo del diente, después de finalizar formacion de la corona y matriz
extracelular del esmalte, el mesénquima apical continta proliferando y migrando para formar
el periodonto en desarrollo, y la vaina epitelial de Hertwig (HERS), formada por la unién del
epitelio interno y externo del esmalte.

En el desarrollo del cemento se han encontrado diferencias dependiendo de las especies
donde ha sido estudiado (roedores, conejos, cerdos, perros, bovino, humano). En los
humanos existe una fina capa de matriz epitelial (capa hialina) depositada sobre la superficie
de la dentina recién formada por células epiteliales que la cubren, que parece estar
involucrada en los tejidos de soporte del diente porque contiene proteinas epiteliales y
derivadas del esmalte, lo cual se cree que puede ser parte de la matriz del cemento acelular
(Ten Cate, 1997; Bartold y Narayanan, 1998).

La formacion del cemento inicia cuando las células de la vaina epitelial de Hertwig y las
células mesenquimales del foliculo dental se encuentran en proximidad con el desarrollo de

la superficie de la raiz, la contribucion de cada uno de los tejidos aun no es clara, por lo que
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existen diferentes hipotesis para la explicacion biolégica de la cementogénesis.

La teoria clasica donde se sugiere que la células mesénquimales del foliculo dental se
diferencian hacia cementoblastos y secretan cemento una vez que atraviesan la vaina
epitelial de Hertwig, proponiendo que las células del foliculo dental entran en contacto con la
dentina radicular después de fragmentar a las células de la HERS, sin embargo se puede
entender como un proceso mas activo y es descrito como migracion celular. (Thomas, 1995;
Bartold y Narayanan, 1998; Diekwisch, 2001).

La segunda teoria propone a la cementogénesis como un proceso que es originado de las
células epiteliales, basada en estudios de la transformacion epitelio-mesénquima de las
células de la vaina epitelial de Herwig, donde también se produce una membrana basal que
contiene proteinas quimiotacticas, las cuales sirven para dirigir a las células pre-
cementoblasticas e inducen su diferenciacion. Recientemente, se ha sugerido que proteinas
del esmalte pueden estar involucradas en el desarrollo de la superficie de la raiz actuando
directamente en la diferenciacion de las células de HERS hacia cementoblastos. En la ultima
parte de la cementogénesis, que inicia cuando el diente entra en oclusion y el cemento
celular es formado, la proliferacion de las células HERS es considerablemente reducida, y
algunas células son atrapadas en la matriz mineralizada (Zeichner-David et al., 2003;
Zeichner-David, 2006; Nufez et al., 2010).

Actualmente estas dos teorias son validas puesto que las dos en su conjunto postulan la
existencia de diferentes tipos de cementoblastos: los originados de las células de la vaina
epitelial de Herwig por medio de la transformacion epitelio-mesénquima (formando el
cemento acelular) y los que derivan de las células del foliculo dental (formando el cemento
celular).

La biologia del cemento, los aspectos moleculares y celulares de la cementogénesis han
propuesto diferentes tipos de cemento clasificados de acuerdo a su origen y sus fibras.

1.  Cemento acelular de fibras extrinsecas (AIFC), es encontrado en la parte media y
coronal de la raiz y contiene principalmente fibras de Sharpey. Este tipo de
cemento es parte importante el aparato de unidn y conecta al 6érgano dentario con
el hueso alveolar, las que producen este tipo de cemento tienen una matriz
parecida a pequefios paquetes de fibras de colagena que incrementan en longitud

y densidad en direccion apico-coronal.
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2. Cemento celular de fibras intrinsecas (CIFC), contiene cementocitos embebidos
en la matriz de fibras de colagena, estas se encuentran orientadas principalmente
paralelas a la superficie de la raiz, ubicadas principalmente en la reabsorcion y
contiene fibras intrinsecas y cementocitos.

3. Cemento acelular afibrilar (AAC), generalmente depositado en las superficies del
esmalte maduro, es decir durante la formacion y erupcion del 6rgano dental,
localizado por arriba del esmalte cervical y la unidon amelo-cementaria, el
principal componente son los glicosamoniglucanos.

4. Cemento celular, mixto estratificado (CMFC), esta presente en el tercio apical de
las raices dentales y en las furcas, se sabe que le proporciona un sistema de
remodelacion la superficie de la raiz compensando el desplazamiento de los
organos dentales en sus cavidades alveolares, contiene fibras intrinsecas, y

extrinsecas asi como también cementocitos.

El cemento esta constituido aproximadamente de 50% de hidroxiapatita y 50% de proteinas

colagenas y no colagenas (Saygin et al., 2000).

11



UNIVESIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

1.4.2 Proteinas colagenas

La composicion organica de la matriz extracelular del cemento es principalmente de
colagenas, de tipo | predominantemente, la cual juega un papel estructural asi como
morfogénico, ademas de proveer el andamiaje para los cristales de hidroxiapatita (HA), y
brinda resistencia a la traccion. La colagena tipo lll, la cual cubre a las fibras de colagena tipo
I, se encuentra en altas concentraciones durante el desarrollo, reparacion y regeneracion de
los tejidos mineralizados. En pequefias cantidades se han localizado otros tipos de
colagenas, como la tipo V, VI y tipo XIV, en extractos de cemento maduro. Sin embargo,
estos pueden ser contaminantes provenientes del ligamento periodontal asociados con las
fibras insertadas dentro del cemento. (Nanci y Bosshardt, 2006; Grzesik et al., 2002; Saygin
et al., 2000)

1.4.3 Proteinas no colagenas

Las proteinas de matriz no colagenas que a la fecha han sido identificadas, son la
sialoproteina osea (BSP), la proteina de la matriz de la dentina 1 (DMP-1), sialoproteina
dentinaria (DSP) , fibronectina (FN), osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN), osteonectina,
tenascina, proteoglicanos, proteolipidos, y varios factores de crecimiento incluyendo el factor
de crecimiento tipo insulina (IGF) (ver Tabla 1). Estas proteinas se comporten con la matriz
extracelular del hueso, con la diferencia de que existen proteinas exclusivas del cemento
como son; la proteina de adhesion del cemento (CAP), la proteina del cemento 1 (CEMP1).
En hallazgos recientes se demostro la presencia de proteinas propias del esmalte, que se
sabia que participaban en la formacion del cemento, y se encontré la presencia de
amelogenina (AMEL) dentro del nucleo de los cementoblastos, comportandose como un
factor de crecimiento relacionado en los procesos de proliferacién y diferenciacioén, asi como
la presencia de la proteina ameloblastina (AMBN), que actua en sinergismo con AMEL, en
los procesos de regulacién de la diferenciacion de los cementoblastos. (Grzesik et al., 2002;
Nanci y Bosshard, 2006; Alvarez-Pérez et al., 2006, Hirata, et al., 2009, Nufiez et al., 2010).
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Tabla 1. Factores de crecimiento detectados en el cemento radicular, cementogénesis

y su actividad biolégica.

Factores de crecimiento Actividad Biolégica

IGF (factor de crecimiento tipo insulina) *
FGF (factor de crecimiento fibroblastico)
PDGF (factor de crecimiento derivado de
plagquetas)

TGF-B (factor de crecimiento transformante) 2

BMPs (proteinas morfogénicas del hueso)

Proliferacion, diferenciacion, sintesis de
matriz extracelular

Proliferacion, diferenciacion, sintesis de
matriz extracelular, angiogénesis

Proliferacion, diferenciacidn, sintesis de
matriz extracelular

Sintesis de matriz extracelular,
angiogénesis, quimiotaxis

Sintesis de matriz extracelular,

BMP-2,-3-4,-7. 2 diferenciacion (epitelio-mesénquima)

(Preosteoblastos = cementoblastos)

EGF (factor de crecimento epidermal) Proliferacion, diferenciacion

CGF (factor de crecimiento derivado del Proliferacion y diferenciacién

cemento) *

* CFG es una isoforma de IGF. ° BMPs pertenecen a la familia de TGF-B. (Adaptado de Grzesik WJ,
Narayanan AS., Cementum and periodontal wound healing and regeneration., Crit Rev Oral Biol Med.
2002;13(6):474-84.

La proporcién de las proteinas no colagenas es diferente pues varia entre tejido y
tejido, todo depende de los requerimientos funcionales. Estas proteinas son producidas por
células de tejido conectivo y se encuentran principalmente en la matriz extracelular. Esta
clasificacion esta compuesta por proteoglicanos, que en conjunto son moléculas de suma
importancia en los eventos de desarrollo, reparacion, patoldgicos e incluso en las etapas de
mineralizaciéon (ver Tabla 2). (Mariotti, 1993; Hall y Embery, 1997; Bartold y Narayanan,
1998; Yamamoto et al., 2004; Bosshardt, 2005; Miao et al.,2011).

13



UNIVESIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Tabla 2. Composicion de la matriz extracelular de los cementoblastos.

Fibronectina Adhesién celular, morfologia, organizacion del
citoesqueleto, migracion celular y quimiotaxis,

fagocitosis, hemostasis y trombosis, induce
apoptosis en caso de enfermedad periodontal

Laminina Media la unién y el estado diferenciado de las
células epiteliales de colageno tipo IV,
promueve el crecimiento celular

Tenascina Facilita las interacciones epitelio-mesénquima;
desestabiliza las adhesiones célula-matriz

Elastina Facilita la elasticidad, compresién o distorsién
del tejido debido a fuerzas aplicadas, actividad
quimiotactica

Adaptado de Mariotti A., The extracellular matrix of the periodontium: dynamic and interactive
tissues., Periodontol 2000., 1993 Oct;3:39-63.
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1.5 Biomineralizacion

El proceso inicial de la mineralizacion biolégica de los tejidos duros derivados del
mesodermo, tales como el hueso, la dentina, el cemento radicular, el cartilago calcificado o
bien el cartilago hipertréfico son conocidos por su papel inductor mineral de novo, iniciando
con la formacion de vesiculas en la matriz, utilizando este término debido a que son
pequefios cuerpos esféricos (20 — 200 nm) observados en la matriz pre-mineralizada antes
de la subsecuente mineralizacién de la matriz. La biomineralizacion es un proceso regulado
por interacciones de minerales y moléculas organicas extracelulares, es decir donde existe
una estrecha relacién entre las proteinas colagenas y las proteinas no colagenas. El paso
inicial es la formacién de los cristales de hidroxiapatita dentro de las vesiculas de la matriz
extracelular. En la fase organica de la mineralizacion predomina la presencia de fibras de
colagena, ya que actuan como andamio para otras proteinas las cuales forman nucleos
minerales y regulan su crecimiento. (Takano et al., 2000; Li Y. et al., 2008; Golub E., 2009;
Lyngstadaas SP. et al., 2009., Behrens y Baurelein, 2007).

1.5.1 Fosfatasa Alcalina

Es una enzima lisosomal, en 1923, Robison sugirié que esta implicada en los procesos
de la mineralizacion del hueso y la calcificacion del cartilago, debido a que tiene dominios de
unién a las colagenas tipos I, Il, y X. Se ha encontrado su presencia en osteoblastos,
fibroblastos y neutréfilos, asi como en el suero y también en el fluido gingival crevicular, en
este ultimo relacionada con el incremento de la inflamacion gingival. Inclusive la actividad de
la fosfatasa alcalina también se observa en el ligamento periodontal que recubre al cemento
acelular, células de la médula 6sea, células endosteales y cementoblastos. La actividad de
ALP puede diferenciar a los fibroblastos del ligamento periodontal hacia osteoblastos o
cementoblastos, no asi a los fibroblastos gingivales. Es una fosfoproteina necesaria para la
iniciacion y maduracién de la formacion del cristal de hidroxiapatita esto a través de la
hidrdlisis del pirofosfato por lo tanto, es una molécula que incrementa su actividad una vez

iniciada la mineralizacién. En la ausencia de ALP, como sucede en una hipofosfatasia se
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presenta una mineralizacion anormal en el desarrollo esqueletal y en cavidad oral se observa
escasez de cemento, y la pérdida prematura de los érganos dentales (Bartold y Narayanan,
1998; Embery y Waddington, 1994; Mouri et al., 2003; Lallier et al.,2007; Whyte, 2010;
Orimo, 2010).

1.5.2 Sialoproteina ésea

Aislada por primera vez de hueso bovino, constituye el 15% del total de las proteinas
no colagenas en hueso, la secuencia polipeptidica contiene 301 aminoacidos, por lo que su
peso molecular es de 33.6 kDa y debido a las modificaciones postraduccionales, ya que es
altamente glicosilada, su peso molecular varia y se identificado en la banda de 80 kDa
(Wuttke et al., 2001). Cerca del carboxilo terminal, contiene la region RGD (arginina, glicina y
acido aspartico) secuencia de unidon celular, que interacciona con las integrinas, y dos
distintas regiones de acido glutamico que contribuyen a la unién de las células de hueso a la
matriz extracelular y nucleacion en la formacion de cristales de hidroxiapatita y afinidad por el
calcio (Harris et al.,2000; Ganss et al., 1999). La BSP es expresada en tejidos mineralizados
como cemento, cartilago, dentina, en la formacion de hueso e incluso, hallazgos recientes
indican que también es expresada en los ameloblastos, por lo que se considera como
marcador especifico de diferenciaciéon inicial hacia fenotipo mineralizante, inclusive en los
eventos de regeneracion, lo que le da un papel importante durante la osteogénesis y la
cementogénesis ya que es un factor molecular fundamental durante estos procesos (Macneil
et al., 1994; Nanci y Bosshard, 2006).

1.5.3 Osteopontina

Descrita por primera vez como una fosfoproteina de transformacion especifica de 60
kDa, en 1979 por Senger, el nombre de la proteina osteopontina (OPN) fue dado debido a
que refleja el potencial para servir como puente entre las células y los cristales de HA a

través del dominio RGD (Arg-Gly-Asp), contiene sitios de fosforilacion y glicosilacion. Se ha

16



Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados, Facultad de Odontologia

encontrado en multiples tejidos incluyendo hueso, dentina, cemento, cartilago hipertréfico,
rindn, cerebro, células endometriales derivadas de la médula 6sea, células glandulares,
tejidos vasculares, saliva, glandulas sudoriparas, conductos pancreaticos y biliar, tubulos
renales e intestino, asi como en los macréfagos activados y linfocitos, sugiriendo que su
presencia en los diferentes tejidos es debida a que juega una papel durante la regeneracion.
En estudios recientes se ha demostrado que la OPN es capaz de inducir a las células
caracteristicas de cancer (Johnston et al.,2008). Es sintetizada por osteocitos, osteoblastos,
osteoclastos, células epiteliales y células del musculo liso. Sin embargo, la presencia
significativa en hueso y cemento radicular indica su funcion en los frentes de mineralizacion
para la formacion de tejido nuevo, ademas participa en la nucleacion de la formacion del
cristal mineral y el crecimiento de los mismos por lo que es, una proteina expresada durante
el inicio de la cementogénesis. En combinacion con HA y oxalato de calcio puede mediar la
unién celular hacia las estructuras del cristal mineral (Bartold y Narayanan, 1998; Sodek et
al., 2000; Mouri et al., 2003).

1.5.4 Osteocalcina

Es también nombrada como la proteina Gla del hueso, es altamente conservada entre
las especies, se conoce como marcador de tejidos calcificados, maduracion de osteoblastos,
odontoblastos y cementoblastos. Se ha observado su expresion en rifidn, pulmén, corazon,
cartilago, células del musculo liso y las paredes de los vasos sanguineos. Es una proteina de
84 — 100 aminoacidos y un peso molecular de 5.8 kDa, dentro de su secuencia contiene
cinco residuos de acido glutamico (Gla), de ahi el origen de su nombre. Dentro de sus
funciones se sabe que une a los iones de calcio y cristales de HA, que influye en el
movimiento y proliferacion de los osteoclastos, y ademas que regula el frente de
mineralizacién. Recientemente se ha sugerido que actua como hormona, ya que influye en el
metabolismo de la energia por la regulacién de la secrecion de insulina. (Proudfoot y
Shanahan, 2006; Nanci y Bosshardt, 2006; Mariotti, 1993; Lee et al.,2007)
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1.5.5 Proteina de adhesion del cemento (CAP)

Es una proteina que se aislo, caracterizé y purificd a partir de extractos de cemento
maduro, bovino y humano. Presenta homologia con la colagena tipo | y XVII, sin embargo no
existe relacion inmunoldgica entre ellos (Arzate et al.,1992; Saito et al., 2001). Es una
proteina propia del cemento radicular con un peso molecular de 56 kDa, es expresada en los
cementoblastos, es capaz de mantener la migracion, adhesion de fibroblastos, osteoblastos,
células periodontales, la orientacion del tejido conectivo a la superficie de la raiz e incluso
media la adhesion de células del musculo liso y células endoteliales, y esta propiedad es
mediada a través de integrinas avp1 (Olson et al.,1991; Ivanovski et al.,1999). Promueve la
propagacion de células mesenquimales, por lo que CAP puede interaccionar selectivamente
con cierto tipo de células y subtipos celulares, y afectan sus actividades por lo tanto juegan
un papel de determinacion durante la formacion y regeneracion de tejido conectivo
periodontal, actuando como mitégeno y como molécula inductora de la diferenciacion hacia
un fenotipo mineralizante (Arzate et al.,1996; Wu et al., 1996; BarKana et al., 2000; Arzate et
al., 2002; Zeichner-David, 2006)

1.5.6 Proteina del cemento 1 (CEMP1)

Es una proteina de 247 aminoacidos con un peso molecular tedrico de 25.9 kDa,
aislada a través del medio condicionado de linea celular derivada de un cementoblastoma
humano in vitro. E| ADNc de 1374 nucledtidos contiene un marco de lectura abierto de 744
nucledtidos, la busqueda en las bases de datos determiné que tiene 100% de homologia con
una clona de ADN de Homo sapiens presente en el cromosoma 16 (Gene Bank
AC093525.3). Es una proteina citoplasmatica, sin embargo se ha especulado que su
localizacion podia ser nuclear pero no contiene motivos de union a ADN. No se ha
encontrado similitud significativa con ninguna otra proteina, sin embargo una region de la
proteina (del residuo 30 al 110) presenta 40% de identidad con la colagena tipo X, ademas
de presentar reaccion cruzada con anticuerpos especificos contra la colagena X. Los

resultados a través del dicroismo circular de CEMP1 determina que presenta estructura
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secundaria principalmente compuesta de hojas 3, 10% de a-hélice y 35% de conformacion al
azar, presenta dos sitios de para N-glicosilaciones en los aminoacidos 20 y 25 (Asn-X-
Ser/Thr), ademas se detecté la presencia de fosforilaciones utilizando anticuerpos anti-
fosfoserina y anti-fosfotreonina. Se ha logrado dilucidar que las modificaciones pos-
transcripcionales contribuyen en 43% al peso total de la proteina nativa, por lo que tiene una
movilidad relativa de (Mr) 50,000 (Alvarez-Pérez et al.,2006; Carmona-Rodriguez et al., 2007;
Villarreal-Ramirez et al.,2009). Su expresion e inmunolocalizaciéon es especifica de los
cementoblastos, subpoblacion de células del ligamento periodontal y células paravasculares
del ligamento periodontal, asi como también en espacios endosteales del hueso (Arzate et
al., 2002). CEMP1 promueve la adhesion celular, proliferacion y la diferenciacion, incluso
mediante la transfeccion a células no mineralizantes (fibroblastos gingivales humanos) se
demostré el cambio de fenotipo de los fibroblastos hacia mineralizante. Actualmente nuestros
conocimientos sobre la proteina especifica del cemento radicular nos dice que tiene una alta
afinidad por la hidroxiapatita y que participa en los procesos de mineralizacién; regulando el
crecimiento y morfologia a través de la nucleacién de cristales de fosfato octacalcico (OCP)
(cristal precursor de la hidroxiapatita) (Arzate et al., 1996; Alvarez Pérez et al., 2003;

Carmona-Rodriguez et al.,2007; Romo-Arévalo et al., 2009).

Figura 2. Morfologia de los cristales de fosfato de octacalcico (OCP). Formacién y crecimiento
de cristales de la proteina rhCEMP1, obtenidos a través de ensayos libres de células. Donacién
del Laboratorio de biologia periodontal y tejidos mineralizados. UNAM.
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Mag= 150K X 20m Detector = SE1
EHT = 20.00 kV

Figura 3. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio. Los cristales se formaron a través de un
nucleo con la proteina de cemento 1 (rhCEMP1). Donacién del Laboratorio de biologia periodontal y tejidos
mineralizados. UNAM.
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1.6 Enfermedad periodontal

La periodontitis es la principal causa de pérdida dental. Es una enfermedad
caracterizada por la destruccion de los tejidos de soporte del periodonto; encia, ligamento
periodontal, cemento y hueso alveolar. La inflamacion debido a la progresion de la
enfermedad conduce a la degradacién de las propiedades fisicas que termina en la pérdida
de la insercion y la funcién, ocasionando la formacién de bolsas periodontales, que
dependiendo de su profundidad y extension pueden albergar células bacterianas hasta una
densidad de 10°. (Loesche et al., 2001; Ho et al.,2007). Las enfermedades periodontales se
encuentran entre las afecciones mas frecuentes que atacan a nifios, adolescentes y adultos,
incluyendo gingivitis, periodontitis cronica ya sea localizada o generalizada, formas agresivas
y asociadas a enfermedades sistémicas. En la busqueda de tratamientos que puedan revertir
la destruccion, incluyendo la regeneracion de neoformacién de hueso, cemento y ligamento
periodontal, incrementan los intentos de comprension tanto de los mecanismos celulares
como moleculares y los factores de regulacion de la formacion de estos tejidos durante el

desarrollo y regeneracion (Oh et al., 2002; Zhao et al., 2004)

1.7 Regeneracion periodontal

La regeneracion del periodonto es el principal objetivo en el tratamiento cuando ha
afectado por la enfermedad periodontal, las terapias regenerativas puede ser definidas como
la reproduccién o la neo- formacién de los tejidos que han sido perdidos o dafiados como
resultados de lesion 6 infeccidn. El concepto de regeneracion difiere de reparacion, y es
caracterizado por el reemplazamiento de los tejidos deteriorados con algo que puede ser
inferior al tejidos original tanto estructuralmente como funcionalmente.

Existen numerosas técnicas en la clinica como son el curetaje, el raspado y alisado
radicular, incluyendo injertos 6seos, uso de membranas para lograr una regeneracion tisular
guiada, asi como también factores de crecimiento, terapias génicas utilizando proteinas
morfogénicas de hueso, proteinas del esmalte (ENDOGAIN), factores de crecimiento,

ademas del uso de vectores (retrovirus, adenovirus, no virales, plasmidos) y estrategias de
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disefio han mejorado con el fin de lograr controlar y detener la progresion de la enfermedad y
llegar a reparar o regenerar los tejidos afectados. La terapia de la regeneracion periodontal
puede incluir el uso de células troncales capaces de diferenciarse hacia el linaje celular
deseado, desde la perspectiva biologica lo que realmente se busca es que ocurra la
disponibilidad de modificarse hacia un tipo celular apropiado, junto con el favorable ambiente
que promueva la migracion celular, la adhesién, proliferacién y la diferenciacién, todo el
contexto necesario y que esté coordinado en tiempo y espacio. Actualmente lo que realmente
parece funcionar es la combinacion de varias técnicas, en las que se usen células
seleccionadas, un biomaterial o0 andamio, moléculas sefalizadoras y componentes de la
matriz extracelular (Shimono et al.,2003; Zohar y Tenenbaum et al., 2005; lvanovski et al.,
2006; Bosshardt, 2008; Scheller y Krebsbach, 2009; Fischer et al.,2011).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad el cuidado de la higiene oral sigue siendo considerada, por parte de
los programas de salud, como un aspecto fundamental dentro del equilibrio general de salud
de cada individuo. Por lo contrario, las consecuencias de la prevalencia de la enfermedad
periodontal, como son la gingivitis y la periodontitis en |la poblacion, es cada vez mayor, y trae
como consecuencia la pérdida del érgano dentario como resultado de la inflamacion de los
tejidos de sostén. Es importante resaltar que la etiologia de estas enfermedades son
multifactoriales, por lo que los tratamientos empleados logran eliminar a el agente causal,
pero sin conseguir la regeneracion periodontal, pues es un proceso complejo que busca la
reparacion de la encia, el ligamento periodontal, el hueso y el cemento radicular, este ultimo
juega un papel critico para lograr la maduracion apropiada del periodonto durante la

regeneracion de estructuras periodontales.

3. JUSTIFICACION

La terapéutica de hoy en dia esta encaminada hacia la ingenieria de tejidos, es decir,
la medicina regenerativa, mediante el uso de células madre, factores de crecimiento,
moléculas y proteinas involucrados en un proceso en el cual se requiere la interaccion de las
sefales apropiadas, los elementos celulares, el aporte sanguineo y el andamiaje necesario
para rellenar del defecto de los tejidos. En la regeneracién periodontal, el evento principal es
la reinsercion de las fibras de colagena en el interior del cemento y la neoformacién del
cemento radicular, motivo por el cual, proponemos que la proteina del cemento 1 (CEMP1)
puede interactuar con las células de ligamento periodontal e inducir su diferenciacion

logrando la restauracion de los tejidos afectados o en algunos casos ausentes.
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4. HIPOTESIS

La proteina del cemento 1 (CEMP1) es un factor clave para la diferenciacion de
células del ligamento periodontal humano hacia fenotipos: cementoblastico, osteoblastico y/o
condroblastico, y la subsecuente mineralizacion de la matriz extracelular durante la formacion

de tejido mineralizado in vitro.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar si la proteina del cemento 1 (CEMP1) induce la proliferacion y la
diferenciacion de las células derivadas del ligamento periodontal humano hacia un fenotipo

cementoblastico, osteoblastico y/o condroblastico.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la expresiéon de los productos génicos que participan en el proceso de
mineralizacién: fosfatasa alcalina (ALP), sialoproteina 6sea (BSP), la proteina del cemento 1
(CEMP1) y la proteina de adhesion del cemento (CAP).

Determinar la expresion de los productos génicos que participan en la diferenciaciéon
hacia un fenotipo condroblastico: colagena tipo Il (COL IlI), colagena tipo X (COL X), el factor
de transcripcion (SOX9) y el proteoglicano (AGRECANO).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo celular

Se aislaron y cultivaron células derivadas del ligamento periodontal humano (HPLC), el
aislamiento se llevé a cabo a través de la técnica de explante celular, como se ha descrito
previamente (Arazate et al., 1998, 2000); las células fueron incubadas en cajas de cultivo de
75 cm? en medio DMEM, suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% y antibidticos (100
ug/ml estreptomicina y 100 U/ml penicilina, Sigma Chemical CO, Saint Louis MO). En un
ambiente 100% de humedad a 37° C, 5% de aire de CO,. Las células del ligamento
periodontal humano se usaron en el segundo pasaje para todos los procedimientos
experimentales utilizando medio mineralizante (10% SFB, 10mM p-glicerolfosfato y 50 ug/ml

de acido ascérbico y 10’M dexametasona).

6.2 Purificacion de la proteina

Se construyo el vector pES-DEST42/CEMP1 que contd con una etiqueta de 6 histidinas
y un epitope en el COOH terminal. El plasmido resultante se introdujo en células de
Escherichia coli BL21 (E. Coli BL21 Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células de E. coli BL21 que
contenian la construccion DEST42/CEMP1, se crecieron a 37° C hasta alcanzar una D.O. de
0.4 a 600 nm, en medio LB (Luria-Bertani) que contenia 100 ug/ml de ampicilina y 34 ug/ml de
cloranfenicol. Las células se recuperaron después de una noche de incubacion mediante
centrifugacion a 4700 rpm a 4 °C durante 15 minutos. El boton celular se resuspendié en
amortiguador de ruptura (4ml de amortiguador de ruptura por cada 100 ml de medio LB) y
sonico durante cinco ciclos de un minuto con intervalos de un minuto entre cada uno. Una vez
sonicado, se le adiciond lisozima a una concentracion final de 1 mg/ml, DNAsa y RNAsa a una
concentracion final de 5 ug/ml cada una, inhibidores de proteasas (PMSF, N-etilmaleimida,
aprotinina 1 ug/ml, leupeptina y pepstatina 0.5 ug/ml) y se incubé a 4° C con agitacion durante

1 hora. Se recuperd el sobrenadante por medio de dos ciclos de centrifugacion.
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Posteriormente se realizo una precipitacion del extracto de proteinas y por ultimo, se purifico a
través de cromatografia de afinidad utilizando columnas de niquel (Ni2+) e hidroxiapatita (HA

Ultrogel).

6.3 Proliferacion celular

Para determinar si la proteina CEMP1 causaba un efecto en la proliferacion celular, las
células derivadas del ligamento periodontal humano (HPLC), se sembraron en cajas de cultivo
de 96 pozos a una densidad de 2.5 x 103 células por pozo. A el dia siguiente, que se asigno
como dia 0, se cambio el medio y se trataron con DMEM 10% SFB, DMEM 2% SFB (grupos
controles), DMEM + CEMP1 (.1ug/ml ), DMEM + CEMP1 (.5ug/ml) (grupos experimentales).
Se retiré el medio de cultivo se le afiadieron 10 ul de MTT (0.5 mg/ml) incubandolo por 3
horas, se retiré el MTT y se agregaron 100 ul de DMSO, se incubd por 15 minutos y se leyo la
absorbancia a 570 nm. El numero de células se evaluo en los dias 0, 1, 2, 3, 4, y 5. Los

experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron dos veces.

6.4 Ensayo de actividad especifica de fosfatasa alcalina

Se sembraron 2 x 10* células HPLC por triplicado en cajas de 24 pozos (Costar
Cambridge MA, USA). Las células fueron cultivadas en medio mineralizado durante 3, 7, 14 y
21 dias en las mismas condiciones descritas anteriormente. La actividad de la fosfatasa
alcalina (ALP) se determind por medio de la técnica de Lowry et al (1954). Las monocapas
celulares fueron suspendidas en un amortiguador con 10 mM Tris-HCL, a un pH 7.4 y 0.1% de
Triton X-100, para posteriormente ser sonicadas. La actividad enzimatica se analizé usando 8
mM p-nitrofenil-disodio-fosfato (PNP) como sustrato y 2 mM MgCl, en amortiguador de 0.1 M
Tris-HCL, a pH 9.8 e incubando a 37° C por 30 minutos. La reaccion se detuvo por adicién de

50 ul de 0.05 N NaOH y la absorbancia se determin6 a 405 nm. Las muestras se analizaron en
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condiciones que aseguraron linearidad con respecto al tiempo y a la concentracién de la
proteina. La concentracién de la proteina se determiné de acuerdo a método de Bradford
(1976) usando albumina (BSA) como estandar. Los ensayos se hicieron por triplicado y se

repitieron tres veces.

6.5 Ensayo de mineralizacion

Las células derivadas del ligamento periodontal humano se sembraron a una densidad
de 2 x 10* por triplicado en cajas de 24 pozos (Costar Cambridge MA, USA) y fueron tratadas
como se menciona con anterioridad. Los cultivos se mantuvieron durante 3, 7, 14 y 21 dias. En
cada periodo de tiempo, las células se fijaron con etanol al 70% por 10 minutos y se tifieron
con alizarina roja (2%) para detectar sales de calcio y con azul de alciano (3%) para
determinar la presencia de subpoblaciones celulares que expresen las glicoproteinas de

fenotipo condroblastico.

6.6 Western Blot

Se sembraron 2 x 10* HPLC en cajas de cultivo de 24 pozos por triplicado, y se
cultivaron durante 3, 7, 14 y 21 dias de la misma manera que se describe anteriormente, el
medio condicionante de los grupos controles y experimentales se retir6 a los tiempos
establecidos, en cada plazo, las células se rasparon, se resuspendieron en PBS frio y se
centrifugaron por 5 minutos a 2000 rpm. Los botones celulares fueron lisados en buffer de lisis
frio (1 mM EDTA, pH 8.0), 10 mM Hepes, 50 mM NaCL, 0.5% Tritbn X-100, 1 mM
fenilmetisulfonil fluorado, 5 ug leupeptina y 10 ug/ml aprotinina. Se separaron las proteinas
electroforéticamente y posteriormente se transfiri6 a una membrana Immobilon-P (PVDF) de
nitrocelulosa (Millipore Corp., Bedford, MA), con la concentracion 10 ug/ul. Las membranas se
boquearon con leche descremada 5% durante 1 hora y después se incubaron con anticuerpos
policlonales (1:1000) contra BSP, CEMP1, CAP, SOX9, Agrecano o Colagena tipo Il y X toda
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la noche a 4° C. Después del lavado, las membranas se incubaron con una dilucién 1:1000 del
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasas anticuerpo de cabra anti- IgG de conejo por
2 horas, después se lavaron con PBS, y se revelaron con diaminobenzidina (DAB). Los blots
se escanearon y se analizaron con un sistema de analisis y documentacion Kodak para
electroforesis (EDAS) 290. Los resultados se expresaron como porcentajes de intensidad de
proteina obtenida en cultivo control y respecto a la expresion de GAPDH como proteina

constitutiva.

6.7 Analisis Estadisticos
Los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacidon celular, actividad especifica

de la fosfatasa alcalina, se llevaron a cabo utilizando la prueba t de Student, utilizando el

software Sigma Plot 10.
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7. RESULTADOS

7.1 Proliferacion celular

Para determinar si la expresion de CEMP1 tenia un efecto en la proliferacién celular,
las células derivadas del ligamento periodontal humano fueron tratadas con dos diferentes
concentraciones de la proteina CEMP1 ( 0.1 ug/ml) ( 0.5 ug/ml) utilizando como controles
puro medio DMEM a 2% y 10% de suero fetal bovino (SFB). Esto demostré que la
concentracion de la proteina CEMP1 0.1 ug/ml y 0.5 ug/ml tuvieron un comportamiento muy
similar hasta el dia 2 de incubacién, sin embargo la concentracion efectiva de CEMP1 por la
proliferacion fue de 0.5 ug/m hasta el dia 4 de cultivo donde se observa una drastica

elevacion del conteo celular, no asi en los grupos controles (Figura 4).

7
6 -
< 5 1
o
=<
& 47
=
8
o 37
©
o
= 2
—&— Control 10% SFB
1 —w— Control 2% SFB
—&— CEMP1 0.1 ng/mL
—4— CEMP1 0.5 ug/mL
0 T T T 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6
Dias de incubacidn

Figura 4. Efecto de la proteina CEMP1 en cultivo de células derivadas del ligamento
periodontal humano. Utilizaron dos concentraciones (0.1 y 0.5 ug/ml) en medio libre de SFB,
comparado con los controles (DMEM a 2 % y 10% de SFB) (p <0.05).
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7.2 Ensayo de la actividad especifica de la fosfatasa alcalina

Se determind, a través del ensayo enzimatico, que la proteina CEMP1 induce y eleva
la expresion de la actividad especifica de la fosfatasa alcalina, se promueve la diferenciacion
y mineralizacion de las células derivadas del ligamento periodontal humano, medidos a los
dias 3, 7, 14 y 21. Indicando que al tercer dia hubo un aumento al doble en el grupo
experimental, y la subsecuente expresion siginificativamente mayor en hasta el dia 14 de
tratamiento. La actividad disminuy6é al dia 21 con respecto al 14 que siguié siendo
significativa con respecto al control. Esta diferencia significativa en los grupos
experimentales, se evalud con la prueba estadistica t-student (p= <0.001, n= 2). Por lo que
esto nos indica que CEMP1 tiene una influencia directa asociada con la diferenciacién hacia

una fenotipo mineralizante. (Figura 5).
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Figura 5. Actividad especifica de ALP en los cultivos de células derivadas del ligamento
periodontal humano. Se observa incremento significativo en los grupos experimentales, (p <0.001).
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7.3 Western Blot

Se confirmé la expresion de las proteinas implicadas en el fenotipo cementoblastico,
osteoblastico y condroblastico mediante el analisis de inmunodeteccidon por la técnica de
western blot (Figura 4 y 5) en las células derivadas del ligamento periodontal humano
inducidas con CEMP1 a 5 ul/ml, en a los dias 3, 7, 14 y 21, de tratamiento como control de
carga la proteina constitutiva, gliceraldheido 3 — fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Nuestros
resultados del analisis de densitometria indican que las proteinas expresadas en el fenotipo
cementoblastico / osteoblastico como son CAP, BSP y CEMP1, mostraron un incremento en
el dia 3 en los grupos experimentales, en el dia 21 existe una expresion menos prominente,
excepto en el resultado de CEMP1, sugiriendo que se éste auto — regulando su presencia
(Figura 6).

En los resultados de la expresion de las proteinas involucradas en la diferenciaciéon
hacia el fenotipo condroblastico, se observa la presencia de la proteina SOX9 y colagena Il
en el dia 3 de cultivo y el dia 7 para la glicoproteina AGRECANO. Asi como una expresion
incrementada en el dia 21 de la colagena tipo X (COL X), evidenciando la presencia del

marcador del cartilago hipertréfico, involucrado en la osificacion endocondral. (Figura 7).
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Figura 6. Expresion de las proteinas a través de inmunoelectrotransferencia. En el grupo
experimental se utilizaron 5 ug/ml de CEMP1, como control de carga se usé la proteina GAPDH (A).
Graficas del andlisis de densitometria, comparado con el grupo control como el 100% (B). 1
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Figura 7. Expresion de las proteinas realizado a través de inmunoelectrotransferencia. En el grupo
experimental se utilizaron 5 ug/ml de CEMP1 (A). Graficas del analisis de densitometria, comparado
contra el grupo control como el 100% (B).
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7.4 Ensayos de mineralizacion

Por medio de tinciones se determind la presencia, de manera cualitativa, de la
mineralizacidén de las células derivadas del ligamento periodontal humano, utilizando azul de
alciano al 3%, observando la tincidon de las glicoproteinas involucradas hacia el fenotipo
condroblastico, donde se obtuvo una tincion proporcional a los dias de incubacion, no asi en
los grupos controles (Figura 8). De la misma forma se realizé la tincidén con alizarina roja al
2%, indicando que en los grupos experimentales existe la formacion de nodulos de calcio
(Figura 9), concluyendo que CEMP1 es un potencialidador de la diferenciacion hacia fenotipo
condroblastico y / o cementoblastico y / o osteoblastico.

EXPERIMENTAL

Figura 8. Ensayo de mineralizacion realizado con azul de alciano. En el panel superior el
grupo control comparado con el experimental en el panel inferior, cultivados a los 3, 7, 14 y 21
dias de tratamiento (las flechas indican los sitios de mayor concentracion de glicoproteinas) .
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]

EXPERIMENTAL

Figura 9. Ensayo de mineralizacién realizado con alizarina roja. Se observa la presencia
de nddulos en el grupo experimental (las flechas indican los sitios de mineralizacién).
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8. DISCUSION

El periodonto es un sistema integral que mantiene la homeostasis, soporta las fuerzas
de masticacion y ancla al 6rgano dental manteniendo su integridad fisioldgica; puede ser
alterado debido a diversas causas multifactoriales causando la pérdida del aparato de
insercion, por lo que el conocimiento de las células que integran a los tejidos periodontales
es la clave fundamental para llevar a cabo su adecuada regeneracion.

La regeneracion periodontal implica la induccidn de la cementogénesis, a lo largo de la
superficie de la raiz expuesta con la re-insercion de nuevas fibras de Sharpey. (Ripamonti et
la, 2009). La matriz extracelular del cemento contiene factores de crecimiento y mitégenos
regulados por la union del ligamento periodontal que proporciona el sistema de regulacion
de varios componentes, involucrados en procesos de reparacion, regeneracion vy
remodelacion, (Ripamonti y Petit; 2009). La preservacion del espacio del ligamento
periodontal (tejido suave) proporciona el mantenimiento del equilibrio dinamico con el
dominio del tejido mineralizado; hueso y cemento alveolar. El ligamento periodontal es
reservorio de células heterogéneas incluyendo células troncales que tienen la capacidad de
diferenciarse hacia distintos fenotipos inclusive a nervios periféricos, glia y musculos
esqueléticos, esto debido a su origen ectomesenquimal proveniente de la cresta neural
durante la odontogénesis, dirigiendo asi la homeostasis y la regeneracion tisular. (Lekic et al.,
2001; Seo et al., 2004; Techawattanawisal et al., 2007; Zhou et al., 2008).

Existen mecanismos asociados con regeneracion natural como la dediferenciacion, la
cual implica células diferenciadas que regresan a un estado indiferenciado dentro de su
propio linaje (capa germinal). Este proceso permite a la célula proliferar de nuevo antes de
re-diferenciarse, dando lugar a la sustitucion de las células que se han perdido, sin embargo
la respuesta ante una lesion, dafo o pérdida no han logrado la regeneracion del tejido. Existe
otro método de diferenciacion nombrado transdiferenciacion, donde es posible diferenciarse
en otro tipo célular a través de una regulacion negativa de su programacidén genética o bien
una regulacion positiva (Jopling et al., 2011), utilizando biomoléculas inductoras que puedan
lograr esa plasticidad celular de re-diferenciarse, cambiando su estado caracteristico hacia
otro linaje. Estos nuevos avances en la medicina regenerativa incluyen la terapia génica para

la liberacion de proteinas recombinantes a tejidos por periodos de tiempo extensos, siendo

36



Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados, Facultad de Odontologia

una estrategia prometedora en la regeneracion de las estructuras periodontales (Giannobile
et al., 2001; Ramseiser et al., 2006) por lo que, el punto critico de la regeneracion
periodontal radica en la neo-formacion de cemento con el fin de reinsertar las nuevas fibras
de colagena. En nuestro laboratorio se ha aislado un marcador especifico del cemento
radicular nombrado proteina del cemento 1 (CEMP1), que participa en el proceso de
mineralizacién de cementoblastos putativos in vitro (Kemoun et al., 2007 a,b).

La funciéon de CEMP1 como proteina con alta afinidad por la hidroxiapatita, ademas de
promover la adhesion, diferenciacién y mineralizacion, regula nucleacién de cristales de
fosfato octacalcico (cristal precusor de la HA).

El incremento de la proliferacion celular tratando las células del ligamento periodontal
con CEMP1 a la concentracion de 0.5 ug/ml nos indica su alta actividad en la multiplicacion
de las células del ligamento periodontal en los primeros dias de tratamiento, el pico mas
elevado fue el tercer dia de incubacion, con un comportamiento similar en la concentracion
de CEMP1 0.1 ug/ml, dejando por abajo la curva de crecimiento de los controles por lo que,
se podria sugerir que actua como un factor de crecimiento hecho que se soporta en el
contexto de activacién a vias asociadas a mitdgeno como ERK 1 y 2 (Paula — Silva et al,,
2010) , las nuevas estrategias utilizan estas moléculas para inducir la migracién, proliferacion
y diferenciacion, inclusive algunas proteinas como la fibronectina (FN) y CAP, son capaces
de potencializar la migraciéon de los fibroblastos, la adhesion y orientacién de los tejidos
conectivos (Zeichner-David, 2006).

En los eventos de mineralizaciéon fue medida la actividad especifica de la fosfatasa
alcalina (ALP), marcador importante en el metabolismo del fosfato, y esta enzima es
responsable de proveer fosfatos necesarios para la formacion de los fosfatos de calcio,
encontrada en los procesos de diferenciacion hacia la maduracion de los fenotipos
cementoblastico, osteoblastico y condroblastico, (Asahina et al., 1993; Kirsch et al., 1997; Liu
et al.,, 1997; van den Bos y Beertsen, 1999). La actividad de este marcador se observd un
aumento significativo en el dia 14 con una disminucion en el dia 21 de cultivo que sigue
siendo mayor con respecto al control. Este evento se debe a que la actividad de la fosfatasa
alcalina es mayor en los primeros dias de tratamiento, ya que incrementa las
concentraciones locales de fosfatos y una vez que se ha completado la deposicion del

mineral esta tiende a disminuir (Alvarez — Pérez et al., 2006). Se corrobor¢ el efecto inductor
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de hrCEMP1 en la mineralizacién (Carmona-Rodriguez et al.,2007), obteniendo un resultado
similar cuando se utilizan factores de crecimiento como el TGF-g (Abrahamsson et al., 2010).

En cuanto a la expresion de los productos génicos relacionados con el fenotipo
cementoblastico y osteoblastico, esta significativamente mas elevado el dia 3 de cultivo
mediante el analisis de expresion proteica, confirmando la funcidon mineralizante de
hrCEMP1. Este hecho comprueba la funcién de las proteinas CAP, BSP y CEMP1,
consideradas como iniciadoras del frente de mineralizacién, por su capacidad de formar
nucleos en este proceso (Harris et al., 2000, Romo-Arévalo et al.,2010). Se ha sugerido que
CAP puede actuar en sinergismo con CEMP1, ya que son marcadores especificos del
cemento radicular. El dia 7 de cultivo la expresion de CAP y BSP se disminuyen y CEMP1
esta ausente en los siguientes dias de cultivo, lo que nos sugiere su auto — regulacién. La
presencia de CAP es conocida por la potencializacién de la diferenciacion de las células
putativas cemetoblasticas, es expresada también en osteoblastos y células del ligamento
periodontal (BarKana et al., 2000; Kemoun et al.,2007). BSP asociada con la diferenciacion
hacia osteoblastos, implicado también en la inciacion de la formacion de la mineralizacion a
través de hueso nuevo, mantiene una intima interaccion con las fibras de colagena de la
matriz extracelular y juega un papel importante durante la cementogénesis (Bartold y
Narayanan et al., 1998; Ganss et al., 1999; Yu et al.,2009).

Por otro lado, los resultados obtenidos en las proteinas involucradas con el fenotipo
condroblastico siguen el patron de expresion secuencial de la osificacion endocondral, es
decir es el proceso iniciado por la diferenciacion de las células mesénquimales que dan
origen a células de la cresta neural del ectodermo que a su vez desarrollan huesos
craneofaciales (Goldring et al.,2006).

La osificacion endocondral principia con la condrogénesis que es el proceso que
resulta en la formacioén de cartilago intermedio, y dirige a este hacia la mineralizacion durante
el desarrollo del hueso (Mackie et al.,2008). Tomando en cuenta que comparten el mismo
origen, las células de la cresta neural del ectodermo y las células del ligamento periodontal
que es una poblacion heterogénea que contiene células madre mesénquimales (Seo et al.,
2004) lo que explica la expresién de proteinas en el grupo control.

El papel inductor de CEMP1 se refleja en los grupos con tratamiento y la expresion de

SOX09, factor de transcripcion involucrado en la condrogénesis y estrechamente vinculado

38



Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados, Facultad de Odontologia

con la aparicién de proteinas de matriz extracelular como colagena tipo Il y la glicoproteina
agrecano confirmando los hallazgos encontrados en nuestros resultados (Sekiya et al., 2000;
Robins et al.,2005) las cuales se expresaron el dia 7 y 14 respectivamente. Posteriormente
durante el proceso de osificacion existe un recambio en la composiciéon de la matriz
extracelular de los condrocitos donde se destaca la aparicion de la colagena tipo X, por lo su
expresion en el dia 21 de cultivo de los grupos con tratamiento de CEMP1 corrobora su
participaticipacion en el proceso de maduracion del cartilago hipertréfico (Shen G., 2004).

La presencia de proteoglicanos en la matriz extracelular, como es el caso de la
proteina agrecano, tiene una asociacion directa con la deposicion de mineral (Boyan et al.,
1989) su principal funcién es proporcionar densidad a los tejidos con alta carga a la
compresion, como el tendon, sin embargo es muy especifico del cartilago (Heinegard, 2009).
El incremento de la sintesis de proteoglicanos observada mediante la tincidn con azul de
alciano, utilizada para identificar la formacion de subpoblaciones con fenotipo condroblastico,
se identific6 gradual y proporcionalmente a los dias de cultivo. En estudios previos
observaron la condrogénesis con extractos de cemento humano, estos resultados confirman
la participaciéon especifica de CEMP1 promoviendo la presencia de los proteoglicanos en la
matriz extracelular (Arzate et al., 1996).

La tincidbn con alizarina roja nos sefala el incremento de los nodulos de calcio
paulatinamente con la secuencia de los dias de cultivo, comprobando la deposicion de
mineral en las células del ligamento periodontal, lo que asegura el cambio de fenotipo hacia
la mineralizaciéon, ya que la presencia de calcio no discierne entre cementoblasto,
osteoblasto y condroblasto (maduro o hipertréfico) (Mwale et al., 2002). Existen estudios
donde reportan a moléculas que juegan un papel importante en la induccion de la
diferenciacion ya sea hacia fenotipo condroblastico u osteoblastico (Asahina et al.,1993),
pero ninguna involucrada en la cementogénesis o la diferenciaciéon hacia este fenotipo
particular. Siempre se ha caracterizado la estrecha similitud que comparte el cemento
radicular con el hueso, sin embargo son bien marcadas e identificadas las diferencias entre
estos dos tejidos. No obstante los conocimientos acerca del origen de los tejidos, el cemento
y el cartilago comparten similitud en el contenido de las fibras de colagena, no poseen vasos
sanguineos, nervios, ni vasos linfaticos y no sufren remodelacion. La diferencia mas radical

esta en la maduracién de los condrocitos ya que se inicia la irrigacion sanguinea y su
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diferenciacion hacia hueso.

La regulacion de los mecanismos por los cuales los fibroblastos del ligamento
periodontal mantienen su fenotipo y la diferenciacién hacia cementoblastos u osteoblastos
sigue siendo desconocida, incluso la expresion de muchos factores de crecimiento que se
expresan durante la diferenciacion (Cho y Garant 2000).

La proteina del cemento 1 (CEMP1) es una proteina de muy reciente descubrimiento,
es marcador especifico del cemento radicular, tiene una regién (del residuo 30 al 110) que
presenta 40% de identidad con la colagena tipo X, la cual participa en los procesos de
mineralizaciéon del cartilago hipertrofico, ademas de tener un papel nucleador en el proceso
de mineralizacion (Alvarez-Pérez et al., 2006; Villarreal-Ramirez et al., 2009; Romo-Arévalo
et al., 2010).

A la fecha, las funciones bioldégicas de CEMP1 no se conocen completamente, sin
embargo se sabe que es una proteina con amplio potencial para regenerar las estructuras
del periodonto y que podria ser una opcion en la medicina regenerativa.

Los resultados obtenidos nos brindan un panorama mas amplio y ofrece la posibilidad
de explicar, entender y comprender muchos de los eventos que suceden durante la
cementogénesis.

Nuestras observaciones refuerzan fuertemente el argumento de que CEMP1 es un
factor clave para la diferenciacion de células del ligamento periodontal humano hacia
fenotipos cementoblastico, osteoblastico y/o condroblastico. Este ultimo, basandonos en
nuestros hallazgos, se puede sugerir que mantiene intima participacion en el proceso de la
osificacion endocondral. Ademas, CEMP1 induce la proliferacion celular, actuando de
manera similar a un mitégeno. De acuerdo a las funciones que se han mencionado, se podria
especular que realiza una funciéon parecida a un factor de crecimiento, sin embargo es
necesario seguir trabajando en estudios encaminados a discernir la participacion de esta

importante proteina y su relacion con cada uno de los procesos aqui plasmados.

40



Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados, Facultad de Odontologia

9. CONCLUSIONES

La proteina del cemento 1 (CEMP1) induce la proliferacion celular, de las células del

ligamento periodontal en tiempos tempranos de incubacién.

CEMP1 mantiene una participacién directa durante la diferenciacion hacia fenotipo
mineralizante, a través de la expresién de la actividad especifica de la fosfatasa alcalina y

la presencia de nédulos de calcio.

La proteina CEMP1 regula la expresion de marcadores especificos promoviendo la
diferenciacion de las células hacia fenotipo cementoblastico, osteoblastico vy

condroblastico.
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