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RESUMEN  

El cemento es un tejido clave para la inserción de las fibras del ligamento 

periodontal en las superficies radiculares, contiene factores relevantes  en la 

formación y regeneración de tejidos periodontales. La constitución del cemento 

está determinada por 50% de matriz inorgánica principalmente conformada por 

fosfatos de calcio en forma de cristales de hidroxiapatita [Ca10(P04)6(OH)12] y el 

otro 50% está conformado por matriz orgánica que contiene principalmente 

colágena tipo I y III, y en menor proporción la colágena tipo V, VI y XII. Existen 

proteínas no colágenas que se ven involucradas en el proceso de mineralización, 

durante la formación radicular, entre las que se encuentran la sialoproteína ósea 

(BSP), proteínas de la matriz dentinaria-1 (DMP-1), sialoproteína dentinaria, 

fibronectina, osteonectina, osteocalcina, osteopontina, proteoglucanos y factores 

de crecimiento. Estudios han revelado que existen proteínas contenidas en la 

matriz orgánica del cemento,  que son específicas como la proteína del cemento 1 

(CEMP1)  y la proteína de adhesión del cemento (CAP)  que se expresa en 

poblaciones de cementoblastos. 

 El ARN de interferencia se ha convertido en un método eficaz para silenciar 

genes específicos. El silenciamiento por ARN es un mecanismo altamente 

conservado por la naturaleza, en que moléculas de ARN de doble cadena 

(dsRNA) regulan la expresión de genes.  Las alternativas experimentales como el 

silenciamiento en la expresión génica de las moléculas cementoespecíficas 

CEMP1 y CAP, contribuirán al  mejor entendimiento de la  cementogénesis. 

Se reconoce que aún hay aspectos importantes que no han sido descritos sobre 

las condiciones moleculares determinantes que hacen que el proceso de 

mineralización sea dirigido para permitir la reparación y aún más allá, la 

regeneración de las estructuras de soporte que han sido dañadas. Si bien es cierto 

que marcadores individuales en cementoblastos como CAP y CEMP1, sirven 

como punto de partida para entender el proceso de mineralización, aún falta 

verificar si entre estas proteínas existe un factor sinérgico que permita dilucidar el 

mecanismo de mineralización en cementoblastos y el impacto que este sinergismo 
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tendría en el resto de proteínas no colágenas que también participan en la 

regulación y dirección de este proceso. Para tal efecto, en este estudio se 

caracterizo el mecanismo individual y sinérgico de estas proteínas mediante  

silenciamiento génico por ARN de interferencia para CAP y CEMP-1. 

Hipótesis. CEMP-1 y CAP son proteínas específicas de cemento involucradas en 

el proceso de mineralización por lo cual al silenciar el gen que regula la expresión 

de dichas proteínas, el proceso de mineralización se verá alterado. 

Objetivo: Determinar los efectos  en la expresión génica y traduccional en el 

proceso de mineralización  utilizando ARN de interferencia  de CAP,  CEMP1 y 

CAP/CEMP-1.  

Materiales y Métodos: Cultivo celular de cementoblastos en DMEM 10%SBF; 

Construcción del vector de expresión del RNAi para CAP y CEMP-1; Purificación 

del plásmido del RNAi  de CAP y CEMP-1; Transfección estable de 

cementoblastos con lipofectamina y selección de clonas; Expresión génica a nivel 

transcripcional y traduccional  mediante  de qRT-PCR y Western blot, 

respectivamente; Ensayos de mineralización y Ensayos de actividad enzimática 

para ALP.  

Resultados: El ARN de interferencia  de CEMP1 y CAP disminuyen la expresión 

de genes  de proteínas específicas del cemento CEMP1 y CAP además de otros 

genes de proteínas no colágenas implicadas en el proceso de mineralización 

como ALP, BSP, AMEL y AMBN desde periodos cortos de tiempo. 

Conclusiones: El ARN de interferencia  de CAP tiene mayor efecto en el 

silenciamiento de expresión génica y traduccional  respecto al ARN de 

interferencia  de CEMP1, sin embargo al utilizar ambos ARN de interferencia 

existe un efecto sinérgico donde posiblemente sea CAP donde residen los 

mecanismos moduladores.  
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ABSTRACT 

The cementum is a key tissue for periodontal ligament fibers insertion on the root 

surfaces, contains relevants factors for regeneration and formation of periodontal 

tissues.  The cementum constitution is determined by 50% inorganic matrix 

composed mainly  of calcium phosphate crystals in a hydroxyapatite form  

[Ca10(P04)6(OH)12] and the other 50% is made up by organic matrix containing 

mainly collagen type I and III, and type V, VI, XII in a lesser extent.  There are non-

collagenous involved in the mineralization process, during root formation, among 

wich are bone sialoprotein (BSP), dentin matrix protein -1 (DMP-1), dentin 

sialoprotein, fibronectin, osteonectin, osteopontin, proteoglycans and growth 

factors. Studies have revealed that there are cementun specific proteins contained 

in the organic matrix as the cementum protein (CEMP-1) and the cementum 

adhesion protein (CAP) wich is expressed on cemetoblast populations.  

Interference RNA has become an effective method to silence specific genes. RNA 

silencing is a highly conserved mechanism by nature; in wich duble-stranded RNA 

molecules (dsRNA) regulate gene expression. The experimental alternatives like 

genic expression silencing of cementum-specific proteins CEMP1 and CAMP will 

contribute  to a better understanding  of cementogenesis. 

It is recognized that there are still important issues that have no yet described on 

the molecular determinants conditions which cause the mineralization process 

being directed to allow the regeneration and repair of the support structures that 

have been damaged. While it is true that the individual markers in cementoblast, as 

CAP and CEMP1, serve as a starting point for understanding the mineralization 

process, remains to see if between this proteins there are a synergic factor that 

allows the elucidation of the mineralization mechanism on cementoblast and the 

synergic impact that would take on the remaining non-collagenous proteins that are 

also involved in the direction and regulation of this process.  To envision this, in the 

present study it was characterized the individual and synergic mechanism of these 

proteins through  gene silencing  by interference RNA  of CEMP1 and CAP. 
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Objective: To determine the effects on the gene and traductional expression 

during the mineralization process by using iRNA from CAP, CEMP and 

CAP/CEMP1. 

Materials and Methods: Cementoblast cells were cultured in DMEM/10% FBS; 

Construction of iRNA from CAP and CEMP1 expressing vector, plasmid 

purification of the iRNA from CAP and CEMP1, stable transfection into 

cementoblast cells with lipofectamine and clone selection, gene expression at 

transcriptional and traductional levels trough qRT PCR and Western Blot 

respectively, mineralization assays and enzymatic activity assay for ALP. 

 

Results: The interference RNA from CEMP1 and CAP decreases gene expression 

from specific cementum proteins (CEMP and CAP) and  from other  non-

collagenous proteins genes  involved in the mineralization process such as: ALP, 

BSP, AMEL, AMBN. 

Conclusions: The interference RNA from CAP have a major effect on gene  and 

traductional expression using  CEMP1 interference RNA, however, RNA1 of both, 

results in a synergistic effect where possibly is CAP the molecule that regulates 

these mechanisms. 
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ANTECEDENTES 

PERIODONTO 

El periodonto es el conjunto de tejidos dinámicos que tiene como función dar 

soporte a los órganos dentales dentro de su alvéolo, distribuir las fuerzas de la 

masticación, ayudar a la fonación, proveer un reservorio de células para la 

homeostasis y la regeneración o reparación del tejido y proteger la raíz dental. 

Está constituido por 4 tejidos, dos tejidos blandos: encía y ligamento periodontal y 

dos tejidos mineralizados: hueso alveolar y cemento radicular.  

 

Encía 

Es la porción de la mucosa oral que recubre el hueso alveolar y la porción cervical 

del diente, se compone de una capa de tejido epitelial y un tejido conectivo 

subyacente llamado lámina propia, la capa epitelial se divide en tres 

compartimentos: gingival, del surco y epitelio de unión. El tejido conectivo a su vez 

se divide en compartimentos superficiales y profundos. 1 

El epitelio gingival es una barrera física contra los microorganismos, la cual 

muestra variaciones morfológicas de acuerdo a su ubicación.2 Se ha dividido en 

encía marginal, interdental y adherida o insertada. Es el único tejido periodontal 
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visible clínicamente en una cavidad bucal sana por lo tanto es el indicador más 

temprano de salud-enfermedad del periodonto, se caracteriza por presentar color 

rosa coral, la encía libre marginal normalmente mide 1.5 mm aproximadamente en 

sentido corono apical, rodea a cada diente, es delimitada apicalmente por la línea 

mucogingival que la separa de la mucosa oral, la superficie de la encía presenta 

un puntilleo con apariencia de cáscara de naranja.3  La importancia de la encía 

para el periodonto recae en su papel de resistir las agresiones producidas por 

bacterias, químicos y traumas a los que la cavidad oral está sujeta a diario.4  

La composición química de la encía incluye proteínas colágenas, no colágenas, 

glucosaminoglucanos y proteoglicanos. La colágena comprende las tres quintas 

partes del total de proteínas, la colágena tipo I es la más abundante. Las 

colágenas tipo I, III y V tienen una composición bioquímica diferente a las 

encontradas en otras partes del cuerpo como en la piel, dicha diferencia, se ha 

sugerido que radica en presentar diferentes sitios de escisión en los grupos amino 

y carboxilo terminal de peptidasas procolágeno. 5 

Existen también en la composición de la encía un grupo heterogéneo de proteínas 

no colágenas. Se han identificado  proteínas con un peso aproximado de 15 a 75 

kDa, así como el sistema de fibras elásticas en parte responsable de las 

propiedades elásticas de la encía y moléculas de adhesión en la matriz 

extracelular como la fibronectina.5 

La encía es un tejido con actividad  metabólica muy alta, en continua remodelación 

de su tejido conectivo en respuesta a factores locales y ambientales, cambiando 

su composición proteica en respuesta a éstos.3  

La Composición bioquímica del tejido conectivo gingival está constituida por  

Colágenas:  Tipo I (mayor abundancia), Tipo III, Tipo IV, Tipo V y Tipo VI. 

Proteínas no colágenas: Laminina, Fibronectina, Osteonectina, Tenascina, 

Sistema de Fibras elásticas. Glucosaminoglucanos: Dermatán sulfato (60%), 

Condroitín 4 sulfato (28%), Heparán sulfato y Ácido hialurónico. Proteoglucanos: 

Decorina y Versicano. 5 



	  
	  

	   11	  

Ligamento periodontal. 

Es un tejido conectivo especializado, vascularizado el cual le brinda sostén y 

nutrición al órgano dentario; es considerado un sistema de amortiguación pues 

resiste y distribuye las fuerzas de masticación, además contribuye a la reparación 

de daño tisular proporcionando homeostasis. Mide aproximadamente 0.15 y 0.38 

mm de ancho. Desde su formación, derivado de la capa interna del folículo 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 un continuidad en todo el espacio del ligamento y de este modo 

asegurar la unión del diente al hueso.4,6 En dirección coronal, el ligamento 

periodontal se continua con la lámina propia de la encía. Está delimitado por las 

fibras que conectan la cresta del hueso alveolar con  el cemento radicular 

denominándolas fibras de Sharpey, compuestas de  colágena tipo I y III y en 

menor proporción colágena tipo V, XII y VI.  

Las fibras de colágena han sido divididas por su  localización y estructura. Existen 

las fibras de la cresta alveolar, fibras horizontales, fibras oblicuas y fibras apicales. 

La organización fibrilar y suprafibrilar del ligamento periodontal es regulada por 

proteoglicanos como decorina, versicano  y biglicanos, y por las principales 

proteínas de matriz extracelular como fibronectina, fibromodulina, lumican.1,7,8 El 

ligamento periodontal  tiene características asociadas a sus densas fibras para 

resistir y absorber el estrés mecánico durante la actividad fisiológica normal, sin 

embargo actualmente se ha demostrado la presencia de marcadores tendo-

específicos como Scleraxis y Tem (tenomodulina), el cual se cree que desempeña 

un papel regulador durante el desarrollo y la regeneración del ligamento 

periodontal.9,10  

El ligamento periodontal contiene numerosas células  diferenciadas y sus 

precursores. Las  células diferenciadas incluyen células sintéticas como 

cementoblastos, fibroblastos y osteoblastos; células de reabsorción como 

osteoclastos y fibroblastos que se caracterizan por el rápido recambio de la matriz 

extracelular, así como el continuo remodelamiento de los haces de fibras de 
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colágena; 4,5 células epiteliales o restos de Malassez que son remanentes de la 

vaina epitelial de Hertwing localizados en el ligamento periodontal cerca del 

cemento radicular, su función no ha sido bien establecida pero podrían estar 

involucradas en los procesos de reparación y regeneración periodontal; monocitos 

y macrófagos.4,11 

Las células troncales mesenquimales indiferenciadas, tienen un papel fundamental 

en la homeostasis y la reparación de heridas del periodonto debido a que no solo 

reparan el ligamento periodontal sino que además restauran hueso alveolar y 

cemento, estas células están localizadas perivascularmente en el ligamento 

periodontal y adyacentes a espacios endosteales del hueso alveolar, las células 

derivadas de las troncales maduran durante su migración hacia las superficies del 

cemento o hueso alveolar. 4,11,12,13 

Composición bioquímica del ligamento periodontal4 

Colágenas I, II, III, IV, V, VI y XII. 

Proteínas no colágenas Fosfatasa alcalina, fibronectina, laminina, osteonectina, 

Tenascina, Undulina, Sistema de fibras elásticas.  

Glucosaminoglucanos Heparán sulfato, Dermatán sulfato, Condroitín sulfato, Condroitín 

4 sulfato y ácido hialurónico.  

 

Hueso alveolar 

El proceso alveolar es la porción del maxilar y mandíbula que forma y sostiene los 

alvéolos dentarios. Se forma cuando el diente erupciona a fin de promover la 

inserción ósea para el ligamento periodontal. Desaparece de manera gradual una 

vez que se pierde el diente.  El proceso alveolar consiste en  una tabla externa de 

hueso cortical y laminilla óseas compactas. Una pared interna del alveolo, 

constituida por hueso compacto delgado llamado hueso alveolar. Trabéculas 

esponjosas operan como hueso alveolar de soporte.2 

Es posible dividirlo en zonas anatómicas distintas sin embargo  funciona como 

unidad con todas las partes interrelacionadas en el soporte de la dentición. La 

mayor parte de las porciones vestibulares y linguales de los alveolos está 
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constituida por hueso compacto solo. El esponjoso rodea la cortical alveolar en la 

zonas apical, apicolingual e interradicular. 2 

En relación a su composición, está constituido orgánicamente por  colágenas tipo I 

y III, contiene además proteínas no colágenas como osteocalcina y sialoproteína 

ósea, así como componentes no específicos como osteopontina, osteonectina y 

proteínas morfogenéticas de hueso (BMP’s).13,14 

Presenta una fase mineral que representa el 50% de la composición total, esta se 

encuentra constituida principalmente por calcio y fosfato en forma de cristales de 

hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2).7  

 

Cemento radicular 

Fue descrito por primera vez en 1835. Es un tejido conectivo especializado 

mineralizado que cubre la superficie radicular de los órganos dentarios desde la 

unión cemento-esmalte, se encuentra en el a nivel cervical del órgano dentario, en 

la unión de la corona y la raíz dental hasta el ápice. El cemento tiene un grosor de 

50-200 µm, que recubre por completo las superficies radiculares y forma la 

interface entre la dentina radicular y el ligamento periodontal. Es un componente 

del diente pero funcionalmente pertenece al periodonto.3,13 En él se insertan las 

fibras de Sharpey permitiendo su unión al hueso alveolar.  También tiene 

funciones adaptativas y reparativas jugando un papel crucial para mantener la 

relación oclusal y proteger la integridad de la superficie radicular y de los túbulos 

dentinarios subyacentes así como el sellado de pulpas necróticas mediante 

oclusión apical.3,5  Comparte algunas características histológicas con el hueso 

alveolar y la dentina, sin embargo cuenta con características únicas como 

avascularidad directa, carecer de inervación propia y drenaje linfático, recambio 

metabólico bajo y no sufre procesos de remodelación pero presenta procesos de 

aposición constante. 7,15,16 
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Cementogénesis.  

Basados en la observación fenotípica de cementoblastos, y tomando en cuenta 

que no es claramente conocido el origen del cemento, algunos autores sugieren 

que el cemento celular y acelular tienen un origen embriológico distinto. Estudios 

sugieren que las células progenitoras de cementoblastos provienen del folículo 

dental, las cuales tienen un origen ectomesenquimatoso. Sin embargo 

actualmente se considera que los cementoblastos pueden tener un origen epitelial, 

derivando de la vaina epitelial de Hertwig y que posteriormente ocurre un 

mecanismo de diferenciación epitelio-mesénquima. 17,18  

El mecanismo en cementogénesis inicia con el depósito de matriz sobre la 

superficie dentinaria por células de la vaina epitelial de Hertwig, las cuales se 

desorganizan, posteriormente  las células ectomesenquimales del folículo dental 

migran,  se organizan y se diferencian en cementoblastos que secretan matriz 

cementaria. 17,19,20 

La cementogénesis tiene dos fases, la prefuncional  que ocurre durante la 

formación de la raíz  en etapas pre-eruptivas y la funcional que se da cuanto el 

diente esta en oclusión y el cemento celular está formado. La fase funcional ocurre 

durante toda la vida y está relacionada con procesos adaptativos y reparativos que 

dan origen a distintos tipos de cementos.  

Durante la formación de la raíz, el epitelio interno y el epitelio externo del esmalte 

se unen a nivel cervical para formar la vaina epitelial radicular de Hertwig  (HERS), 

la cual prolifera y migra apicalmente a través del tejido ectomesenquimatoso 

dividiéndolo en papila dental y folículo dental. 21,22,23  

El epitelio interno del órgano del esmalte de la vaina epitelial de Hertwig induce a 

las células adyacentes de la papila a diferenciarse hacia odontoblastos que 

producirán predentina,18 posteriormente se desintegraran a nivel cervical y las 

células de origen mesenquimatoso inducidas por la vaina epitelial de Hertwig se 

diferencian a precementoblastos, mismos que una vea diferenciados  a 

cementoblastos secretaran matriz cementoide. 24 25 26,27,29 
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Una vez que las células de la vaina epitelial de Hertwig  fenestran, algunas de 

ellas se alejan de la raíz en dirección apical hacia la futura zona del ligamento 

periodontal donde se reorganizan y forman los restos epiteliales de Malassez, 

algunas células que permanecen en la superficie regulan la cantidad de cemento 

acelular depositado.  22,28,18 Durante la segunda fase de la cementogénesis, la 

proliferación de la vaina epitelial de Hertwig se reduce y algunas células quedan 

atrapadas en la capa de cemento en formación 23,28  

La teoría sobre el origen epitelial de los cementoblastos, establece que, una vez 

formada la dentina radicular, la  vaina epitelial de Hertwig sufre una transformación 

ectomesenquimal para diferenciarse en fibroblastos y cementoblastos que 

secretan cemento acelular y celular respectivamente.23,29,30,31  

Es controversial  el origen del cemento, mientras algunos autores sustentan el 

origen epitelial en presencia de la vaina epitelial de Hertwig, algunos otros lo 

hacen en ausencia de la misma, esto ha permitido sugerir la transformación 

epitelio-mesénquima de la vaina epitelial de Hertwig  hacia 

cementoblastos.28,30,32,33 Sin embargo existen estructuras distintivas  que 

condicionan el origen epitelial  como lo son los  tonofilamentos rudimentarios y 

desmosomas en células parecidas a los cementoblastos y por consiguiente, las 

células que carecen de rasgos epiteliales como los  cementoblastos, pero  que se 

encuentran entre células con características epiteliales podrían haber completado 

la transformación epitelio-mesénquima. Dado que durante etapa inicial de 

cementogénesis no todas las células de la vaina epitelial de Hertwig migran, 

alejándose de la raíz, este hecho  sustenta el origen epitelial de los 

cementoblastos. 33,34  

Tipos de cemento 

1. Cemento acelular de fibras extrínsecas (AIFC), es encontrado en la parte media 

y coronal de la raíz del diente cubriendo del 40 al 70% de esta y contiene a las 

fibras de Sharpey. Este tipo de cemento es parte importante del aparato de unión 

y conecta al órgano dentario con el hueso alveolar y tiene un constante 
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crecimiento. Contiene fibras en su matriz que incrementan en longitud y densidad 

en dirección apico-coronal. Dentro de sus roles principales tiene el potencial de 

adaptarse a las alteraciones funcionales como los desvíos mesiales dentales.15,19  

2. Cemento celular de fibras intrínsecas (CIFC), contiene cementocitos embebidos 

en una matriz de colágena de fibras intrínsecas. Estas fibras colágenas están 

orientadas la mayoría paralelamente a la superficie de la raíz. Una deposición 

rápida de la matriz por los cementoblastos, la cual ocurre entre la desviación de la 

vaina epitelial de Hertwig y la superficie dentinaria parece ser la razón de la 

incorporación de algunos cementoblastos en su matriz. Se localiza en el tercio 

apical, en bifurcaciones, en sitios de fractura, juega un papel importante en el 

proceso de reparación.19,35,36 

3. Cemento acelular afibrilar (AAC), el área y localización varía de diente a diente, 

se deposita a nivel de la unión amelo-cementaria, su principal componente son 

glucosaminoglucanos. 

4. Cemento celular, mixto estratificado (CMFC), estrictamente encontrado en 

humanos, en las bifurcaciones y en el tercio apical de las raíces; está constituido 

por capas alternadas de cemento acelular con fibras extrínsecas e intrínsecas 

conocidas como líneas incrementales. 15,19 

Composición del cemento. 

La composición química del cemento es muy similar al hueso, alrededor del 50% 

es  matriz inorgánica, conformada por fosfatos de calcio organizados en forma de 

cristales de hidroxiapatita y el otro 50% los constituye la matriz orgánica.  

La matriz orgánica del cemento está compuesta principalmente por colágenas tipo 

I (90%) y tipo III (5%), 3,21 así como proteínas no colágenas, dentro de las cuales 

encontramos a sialoproteína ósea (BSP) la cual es probable que tenga funciones 

de adhesión de células a la superficie radicular y participa en eventos tempranos 

de mineralización, además de ser considerada como quimiotáctica para 

precementoblatos y es promotora de diferenciación.   Otra proteína no colágena es 
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osteopontina (OPN), la cual se expresa durante periodos de actividad 

cementogénica, y se le confieren propiedades para regular migración y 

diferenciación celular al interactuar con integrinas.37 Tanto BSP como OPN tienen 

propiedades de adhesión celular por su secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) y se piensa 

que tienen un rol importante en la diferenciación de células progenitoras de 

cementoblastos. La fibronectina une células a la matriz extracelular. La tenascina 

está presente en la vaina epitelial de Hertwig durante la diferenciación de 

odontoblastos y posteriormente en el sito de anclaje del ligamento periodontal a la 

superficie radicular. La fosfatasa alcalina participa en la mineralización del 

cemento. Osteonectina, osteocalcina y laminina también se encuentran en 

cemento así como proteoglucanos como condroitín sulfato, dermatán sulfato y 

ácido hialurónico.5,19,4  

Contiene además diversos factores de crecimiento tales como el  factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGFα y β), factor de crecimiento de 

fibroblastos (FGF), factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), factor de 

crecimiento tipo insulina-I (IGF-I); así como proteínas morfogénicas óseas BMP-2, 

3 y 4. 37 

El cemento contiene moléculas específicas como el factor de crecimiento del 

cemento (CGF)5, una isoforma del factor de crecimiento tipo insulina 1 (IGF-1),4 la 

proteína de adhesión al cemento (CAP)38 y la proteína del cemento 1 

(CEMP1).39,40  

Proteína del cemento 1 (CEMP1)  

Es una proteína con un peso molecular teórico de 25.9 kDa, sin embargo se  ha 

sugerido que, debido a que las modificaciones postraduccionales, el peso 

molecular aumenta en 43.5% el peso total de la proteína nativa, por lo que  la 

movilidad relativa (Mr) es de 50,000. 42,43  Está constituida por 247 aminoácidos, 

fue aislada a partir de una biblioteca derivada de cementoblastos putativos 

humanos cultivados in vitro. Se expresa en cementoblastos putativos, en 
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subpoblaciones de células derivadas del ligamento peridontal  con localización 

paravascular, cementoblastos y células de los espacios endosteales.  

Ensayos in silico sugieren que el ADNc está constituido por 1374 nucleótidos con 

una ORF (marco abierto de lectura) de 744 y  presenta, de acuerdo a las bases de 

datos, 100% de homología con una clona de ADN de Homo sapiens presente en 

el cromosoma 16 (Gene Bank AC093525.3).  

Espacialmente, se sugiere que CEMP1  está localizada en el núcleo sin embargo 

no presenta estructuralmente motivos de unión a ADN.  A pesar de no presentar 

homología con alguna otra proteína, de acuerdo a la búsqueda en base de datos, 

presenta una región parecida a colágena tipo X en un 40 %, a nivel de los  

residuos del  30 al 110 y presenta reacción cruzada con anticuerpos específicos 

contra la misma, sin embargo carece de repeticiones Gly-x-y, clásicas de colágena 

X. 40,41,42. 

Su caracterización ha sido hasta la fecha de forma parcial. En relación a su 

estructura secundaria, se sugiere de acuerdo a los ensayos de análisis de 

dicroísmo circular que su estructura secundaria  está distribuida de la siguiente 

manera;  hojas β, de las cuales un 32.4%  es β-anti paralela,  16.7% corresponden 

a giros-β y 5.8% a  estructura β- paralela;  estructura  α-hélice en un 10% y 

conformación al azar en un  35%.42 Presenta fosforilaciones en residuos de serina 

y treonina;  además de dos sitios para N-glicosilaciones en los aminoácidos 20 y 

25 (Asn-X Ser/Thr). 42,43  

CEMP1 no se expresa en otros tejidos humanos como cerebro, corazón, pulmón, 

hígado y aorta por lo que constituye un marcador biológico para cementoblastos y 

los progenitores putativos en el ligamento periodontal 39,41,44 Carmona y 

colaboradores demostraron  que la transfección con el gen de CEMP1 y la 

sobreexpresión de esta en fibroblastos gingivales humanos (células no 

mineralizantes) promueve  la diferenciación de estas células hacia un fenotipo 

mineralizante.43 
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CEMP1 participa en el depósito y composición de los cristales de hidroxiapatita así 

como en la regulación de la expresión de las proteínas ALP, OPN y BSP en 

cementoblastos putativos in vitro 40,45 por lo que, es probable que juegue un papel 

fundamental en la regulación local de la diferenciación de los cementoblastos y en 

la mineralización de la matriz extracelular del cemento.46 Existen estudios que 

demuestran que células derivadas del folículo dental tratadas con extracto 

derivado de proteínas de matriz de esmalte reguladas por la fosforilación de 

Smad1 y por la vía de MAPK, se diferencian  a un fenotipo cementoblástico 

expresando CEMP1 y CAP, sugiriendo una regulación en su proliferación y 

diferenciación celular. 47. 

Proteína de adhesión al cemento (CAP)  

PTPL (por sus siglas en inglés)  se refiere a la familia de genes identificada como 

Proteínas Tirosinas parecidas a las Fosfatasas. Uno de los tres miembros de la 

familia de las PTPL es PTPLA, ésta última presenta una prolina substituyendo a 

una arginina y esto le confiere inactivación  y por lo tanto no presenta actividad 

fosfatasa y puede representar una clase diferente de PTPasas. 48 

El gen de la proteína de adhesión del cemento  se localiza en el cromosoma 

10p13-p14, se considera un splicing alternativo del gen PTPLA. La proteína de 

adhesión del cemento (CAP)38,49 ha sido aislada de extractos de cemento maduro, 

se ha purificado y caracterizado parcialmente; 50,51 posee 140 aminoácidos y un 

peso molecular de 14.920 kDa. El splicing alternativo de la proteína CAP/PTPLA 

ocurre en sus 15 últimos aminoácidos, este evento ocurre en el sitio activo 

(LLEIVHCLIGIVPTS) de la  isoforma 1  constituida por  288 aminoácidos del gen 

de  PTPLA. Los últimos quince aminoácidos de CAP/PTPLA corresponden a 

VSFPSCCFSIAVIFM y  son específicos para esta proteína.  Los análisis in sílico 
de CAP/PTPLA indican que su carga eléctrica es neutra (pI 7.78) debido al 

número similar de aminoácidos positivos (Arg, Lys) y negativos (Asp, Glu). Se 

sugiere que es una proteína hidrofóbica por la presencia Arg, Lys, Asp y Glu en las 

zonas 70-98 y 118-137; y que su localización es citoplasmática en un 94.19% 

debido a la carencia de péptido señal. 52 
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También, estos análisis sugieren la existencia de modificaciones 

postraduccionales, particularmente, fosforilaciones en serinas 12, 30, 33, 43, 53; y 

en treoninas 5, 103. Finalmente, la estructura secundaria de la proteína presenta 

α-hélices en los aminoácidos 5-15, 39-42, 58-102, 115-126 y 133-139, y 

conformaciones ß en las posiciones 15-37, 43-64, 102-115 y 128-132. 52 

Es una proteína con una movilidad relativa de 54-57 kDa, con una secuencia de 

aminoácidos que presenta cierta homología con la colágena tipo I y XII, sin 

embargo no se ha encontrado reacción cruzada entre CAP y estas colágenas.50 

Se ha aislado, caracterizado y purificado a partir de extractos de cemento maduro 

bovino y humano. 51,53  Anticuerpos monoclonales contra CAP de bovino (H166) 

incubados con tejidos humanos reconocen cemento (AEFC, CIFC) y matriz 

cementoide, pero no se expresa en dentina, gíngiva, o ligamento periodontal. El 

hueso alveolar tampoco fue reconocido por los anticuerpos, excepto por algunas 

células paravasculares. 38 El anticuerpo monoclonales contra CAP bovina (3G9) 

reconoció cementoblastos y cemento en cortes de adulto y en gérmenes dentarios 

de bovino.49 Mientras que en células del folículo dental transplantadas en ratón, 

3G9 reconoce un tejido parecido al cemento. 54 3G9 se considera un anticuerpo 

específico contra CAP, por que  no detecta ningún tipo de colágena.49 CAP 

también ha sido identificada en células derivadas de tumores humanos (las cuales 

la sintetizan, la expresan en su superficie y la secretan) 53,55 y en células del 

ligamento periodontal.56 

Se ha inmunolocalizado en la matriz del cemento radicular, en espacios 

endosteales del hueso alveolar y en zonas paravasculares del ligamento 

periodontal; así como en cementoblastos putativos in vitro e in vivo. 39,38,49,50
 

CAP ha mostrado promover varias actividades biológicas como la adhesión celular 

sugiriendo que este evento suceda a través de una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) 

y del receptor de integrina α5β1 localizado en la superficie de las células,57,58 

quimiotaxis selectiva en células periodontales, 59,60 diferenciación, 61  así como la 

expresión de fosfatasa alcalina y promueve in vitro la formación de un tejido 

mineralizado parecido al cemento. 39,40,51,53,62,63 CAP (de bovino) se une 
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específicamente a dentina mineralizada, a hidroxiapatita, a fibronectina y al 

complejo fibronectina-colágena, pero no a la dentina desmineralizada.64 

Fosfatasa alcalina (ALP)  

Es una proteína glicosilada con actividad enzimática que se localiza en la porción 

externa de la membrana citoplasmática y en las vesículas de matriz, las cuales 

contribuyen a la mineralización de la matriz extracelular formando fosfatos de 

calcio amorfos y cristales de hidroxiapatita.65 Se cree que participa en el proceso 

de mineralización del cemento mediante la precipitación de sales de fosfato de 

calcio. Su actividad aumenta al iniciar el proceso de mineralización de la matriz 

extracelular, por lo que es un marcador temprano de biomineralización. 66 Su 

actividad se ha localizado en placas de crecimiento de cartílago, en células 

endosteales, células de medula ósea, osteoblastos y cementoblastos. En hueso, 

se ha identificado en el frente de mineralización. 67 En molares de rata se ha 

descrito su distribución heterogénea en el ligamento periodontal, con una mayor 

actividad en las porciones adyacentes al hueso alveolar y el cemento. Su actividad 

es mayor adyacente al cemento celular de fibras intrínsecas en comparación del 

cemento acelular de fibras extrínsecas. 68  

 

Sialoproteína ósea (BSP)  

Es una glicoproteína fosforilada y sulfatada, encontrada principalmente en hueso 

de 59-kDa, se une estrechamente a la matriz de colágena e hidroxiapatita, 

participa en el proceso de mineralización y tiene propiedades de adhesión celular 

debido a sus secuencias de Arg-Gly-Asp (RGD) de unión a integrinas. El cemento 

acelular afibrilar y el cemento acelular de fibras extrínsecas parecen contener una 

mayor cantidad de esta proteína.69 Se expresa en células a lo largo de la 

superficie radicular durante el desarrollo de la raíz y también en dientes maduros. 

El papel más destacado que se le atribuye es como nucleador de cristales de 

hidroxiapatita, por lo que desempeña un papel importante en las etapas iniciales 

de la mineralización y se le considera como un marcador de diferenciación de 
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osteoblastos y cementoblastos. Es quimiotáctica para pre-cementoblastos y 

promueve su adhesión y diferenciación. 70,71  

 

Amelogenina (AMEL)  

Las amelogeninas son  las proteínas del esmalte más abundantes (90%) de todas 

las secretadas por los ameloblastos. Es hidrofóbica, rica en prolina, glutamina, 

leucina e histidina, muy conservada evolutivamente entre diferentes especies lo 

que sugiere un papel crucial en la formación del esmalte y procesos de 

biomineralización. 75,77,78 En la matriz extracelular del esmalte están presentes  

múltiples amelogeninas presentes, producto de splicings alternativos del gen. 

La amelogenina contiene dominios altamente hidrofóbicos e hidrofílicos, y es esa 

naturaleza bipolar la que le permite a los monómeros de amelogenina el auto- 

ensamblaje que resulta en la formación de nano-esferas, lo que se asume es 

crítico para la función de esta proteína estructural durante la formación del 

esmalte, estabilizando los recién formados cristales de hidroxiapatita y 

posteriormente influenciando su crecimiento en tamaño.72,78,79,80,81 

El gen de la amelogenina está localizado en los cromosomas sexuales X y Y, y es 

el polimorfismo entre AMGX y AMGY lo que permite el uso del gen de la 

amelogenina para determinar el sexo en muestras de DNA en ciencias forenses. 

Basados en experimentos de pérdida de función y observaciones a pacientes con 

amelogénesis imperfecta, se cree que las funciones de la amelogenina son regular 

la orientación, forma y longitud de los cristales de hidroxiapatita en el esmalte. 

 

Ameloblastina (AMBN)  

También conocida como amelina, representa el 5% de las proteínas no 

amelogeninas del esmalte, es una proteína aniónica, rica en prolina, glicina y 
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leucina, tiene un dominio DGEA identificado como para integrinas α2β1, y dominio 

de adhesión celular parecido a trombospondina. 

Es localizada en el cromosoma humano 4q21, esta proteína está presente en la 

etapa secretora de la formación del esmalte y es sintetizada como una proteína de 

65-70 kDa que rápidamente es procesada hacia numerosas proteínas de bajo 

peso molecular de 52 a 13 kDa. Es localizada en los procesos de Tomes de los 

ameloblastos secretores y en el espacio de la vaina y el esmalte, lo que sugiere un 

rol en la biomineralización del esmalte por esta proteína. También es detectada en 

células mesenquimales de la pulpa, pre-odontoblastos, odontoblastos y en la vaina 

epitelial de Hertwig. 79  

 

Biomineralización.   

Los mecanismos que regulan el proceso de biomineralización son sistemáticos y 

están orquestados por diferentes moléculas  en diversos sistemas biológicos en 

donde la formación y organización de los precursores de hidroxiapatita está 

altamente regulada. En los vertebrados, los cristales de hidroxiapatita constituyen 

la fase mineral, la cual se deposita en la matriz orgánica.82,83 

Para que ocurra la nucleación de los cristales de hidroxiapatita es necesario que 

haya una fuente de iones de calcio y fosfatos, y la participación de una o varias 

biomoléculas.84, 85, 86 

En el caso del hueso y dentina, se ha observado que los osteoblastos y 

odontoblastos, liberan vesículas que mantienen la actividad de la enzima fosfatasa 

alcalina, presente en la membrana celular, la cual libera los iones fostato. Además, 

proteínas transmembrana,  las llamadas anexinas, forman canales de calcio que 

permiten la entrada de dichos iones. Posteriormente, las células forman uniones 

intercelulares rodeando la matriz en formación, separándola del medio 

circundante. Con el establecimiento de uniones intercelulares, las células secretan 

proteínas no colágenas con propiedades acídicas con alta afinidad por calcio. La 

matriz constituida principalmente por colágena tipo I y proteoglicanos sulfatados, 
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sirve como andamio para la asociación de proteínas no colágenas. Permitiendo, 

de esta manera la orientación del crecimiento cristalino.83, 84, 86, 87
  

Se han realizado varios estudios con diversos sistemas experimentales, libres de 

células, para determinar el efecto de proteínas de tejidos mineralizados en la 

formación de hidroxiapatita in vitro. Los sistemas a base de la difusión en gel son 

comúnmente empleados para evaluar la capacidad nucleadora de cristales usando 

diversas biomoléculas, debido a que simulan a las características de la matriz de 

los tejidos mineralizados además que se tiene un mejor control de la 

concentración y la naturaleza de los componentes del gel, difusión de los iones, y 

en condiciones similares a las fisiológicas (pH, temperatura y presión) que pueden 

influir en la formación y crecimiento del gel.88,85
 

 

ARN DE INTERFERENCIA 
 

El silenciamiento génico es un proceso sumamente importante en la mayoría de 

los organismos.  

El ARN de interferencia se ha convertido en un método eficaz para silenciar genes 

específicos.89 El silenciamiento por ARN es un mecanismo altamente conservado 

por la naturaleza, en que moléculas de ARN de doble cadena (dsRNA) regulan la 

expresión de genes. Este fenómeno fue inicialmente descubierto en 1990, cuando 

botánicos que se encontraban trabajando con petunias intentaron sobre expresar 

la enzima que produce el color púrpura. Para ello introdujeron varias copias del 

gen que codifica para esta enzima esperando encontrar que las plantas que sobre-

expresaran la enzima fueran púrpuras, sin embargo se encontraron que se 

generaban flores sin color o con parches blancos, esto implicaba que los genes 

que introdujeron en las plantas no se estaban expresando, pero también el gen 

natural de la planta dejaba de expresarse, por esta razón el fenómeno se llamo co-

supresión. Dos años después en un hongo llamado Neurospora crassa un 

fenómeno equivalente fue descrito, al que llamaron quelling (detener 

abruptamente). En 1998, estas observaciones se comprendieron mejor tras las 

investigaciones de Andrew Fire y Craig Mello que descubrieron que tras la 
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inyección de dsRNA dentro del nemátodo Caenorhabditis elegans se producía un 

silenciamiento de la expresión de genes que era específico de esa secuencia, es 

decir, que la expresión del gen que presenta la misma secuencia que el dsRNA se 

inhibía. Este fenómeno explicaba la co-supresión como el quelling y fue 

denominado interferencia de ARN (RNAi).90 Tom Tuschl describió que cuando se 

utilizan directamente los siARN, es posible inducir un proceso de interferencia en 

células de mamíferos sin que despierte la respuesta que conduce a la muerte 

celular, esto abrió la posibilidad de utilizar la interferencia del ARN como una 

herramienta en la investigación en células de mamíferos.91 

Aunque el silenciamiento génico presenta diferencias en animales frente a hongos  

y plantas, los procesos moleculares son básicamente los mismos. La vía normal 

de silenciamiento inicia  cuando se expresa un pre-miRNA (precursor micro-ARN), 

una cadena sencilla que puede plegarse y formar una horquilla de doble cadena 

denominada miRNA. Otra posibilidad es la aparición de ARN de doble cadena que 

puede proceder de virus o transposones. En cualquiera de los casos, estas 

cadenas dobles de ARN son cortadas en pequeños fragmentos (19 a 24 

nucleótidos) de doble cadena con extremos 3´salientes (2-3 nucleótidos) 

denominados siRNAs (short interfering RNA) lo anterior es realizado por una 

enzima denominada Dicer. La caracterización de Dicer permitió identificarla como 

una RNAsa tipo III así como localizar en su estructura un dominio de unión a ARN 

de doble cadena.  Los siRNA producidos por Dicer se asocian con un complejo 

denominado RISC (RNA-induced silencing complex) activándolo y separando las 

dos cadenas dejando sólo una cadena, la antisentido asociada al complejo.  El 

complejo  ribonucleoproteíco resultante se une al mRNA diana en donde puede 

inducir su degradación o puede  inhibir la traducción.   

 

Tipos de ARN de interferencia. 
Se han descrito varias clases de moléculas pequeñas de ARN que desencadenan 

el proceso de silenciamiento por interferencia, la más ampliamente utilizada son 

los ARN interferentes pequeños (siRNA) y los microARN (miRNA). 92 

Los siRNA tienen un tamaño de 21 a 25 nucleótidos y son producidos a partir de 
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precursores de RNAs de doble cadena que pueden variar de tamaño y origen, 

estos precursores son procesados por miembros de la familia de enzimas que 

degradan RNA, conocida como RNAsa tipoIII. La enzima que degrada los 

precursores de dsRNA hasta siRNA se conoce como Dicer. 89  

Los siRNA resultantes son incorporados a un complejo denominado siRISC (RNA-

induced silencing complex), esta incorporación está acoplada a la separación de 

las dos cadenas sencillas, sólo una de la cuáles, conocida como cadena guía se 

mantiene asociada al complejo y sirve para identificar el ARNm con la secuencia 

complementaria. Cuando las moléculas de ARNm complementarias son 

encontradas, la interacción entre el siRNA y este ARNm desemboca en el corte 

del ARNm y su posterior degradación.92  Si la complementariedad no es perfecta, 

RISC queda asociado  al mensajero y se inhibe  la traducción.  

Existen también dos complejos multiproteícos uno formado por ARN-helicasas, 

proteínas asociadas a ARN y otras ribonucleoproteínas, y otro complejo 

denominado microprocesador al que pertenecen las proteínas Drosha (RNAsas 

tipo III) y Pasha. El complejo microprocesador situado en el núcleo celular 

reconoce y corta los transcritos primarios denominados  miRNA primitivo que 

puede tener una longitud comprendida entre varios cientos y varios miles de 

bases. Así se generan los miRNA (micro-RNA) cadenas de horquillas de 70 

nucleótidos que serán procesados por Dicer, como se ha descrito anteriormente.  

El mecanismo de interferencia está presente en todos los eucariontes en los que 

se ha buscado esto sugiere que es un mecanismo muy antiguo que apareció 

temprano en la evolución y que tiene un papel importante en el mantenimiento del 

funcionamiento celular.93 La interferencia de ARN ha demostrado ser una 

herramienta muy eficiente para reducir la expresión de un gen. Hay 2 tipos de 

estrategias para la utilización de la interferencia de ARN, los transitorios donde la 

expresión del gen se interfiere temporalmente y los estables donde las células o el 

organismo están permanentemente interferido. La anulación de la función se 

puede hacer de varias maneras, una de ellas es mediante la utilización de ARN de 

interferencia para el gen de la proteína de interés, esto deberá ocasionar la 

pérdida de la función de la proteína. 



	  
	  

	   27	  

 
Figura 1. Mecanismos de interferencia por ARN. Tomado de Daniel H. Kim & John J. Rossi. 
Strategies for silencing human disease using RNA interference. Nature Reviews Genetics  
2007; 8:173-184. 
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PLATEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
 

El cemento es un tejido clave para la inserción de las fibras del ligamento 

periodontal en las superficies radiculares, contiene factores relevantes en la 

formación y regeneración de tejidos periodontales. La existencia de marcadores 

específicos en el cemento como CAP y CEMP-1, sirven como punto de partida 

para entender el proceso de mineralización, sin embargo aún falta verificar si entre 

estas proteínas existe un factor sinérgico que permita dilucidar el mecanismo de 

mineralización y su impacto en el resto de las proteínas no colágenas que también 

participan en la regulación y dirección de este proceso. Las alternativas 

experimentales como el silenciamiento en la expresión génica contribuirán al mejor 

entendimiento de la cementogénesis. 
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HIPÓTESIS 

CEMP-1 y CAP son proteínas específicas de cemento involucradas en el proceso 

de mineralización por lo cual al silenciar el gen que regula la expresión de dichas 

proteínas, el proceso de mineralización se verá alterado. 

 

 

 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

Reconocer los efectos en la expresión génica y traduccional en el proceso de 

mineralización utilizando ARNi de CAP, CEMP-1 y CAP/CEMP-1. 

 

 
 
 
 
OBJETIVOS  PARTICULARES 
 

- Reconocer el efecto del silenciamiento por ARNi de CAP en el proceso de 

mineralización a nivel transcripcional y traduccional. 

- Reconocer el efecto del silenciamiento por ARNi de CEMP-1 en el proceso 

de mineralización a nivel transcripcional y traduccional. 

- Reconocer si existe un efecto sinérgico en el proceso de mineralización a 

nivel transcripcional y traduccional que involucre a CAP y CEMP-1, 

mediante el uso de ARNi. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

CULTIVO CELULAR 

Los cementoblastos se cultivaron y mantuvieron  hasta su confluencia en cajas de 

cultivo de 75 cm2 en medio DMEM, suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% 

y antibióticos (100 µg/ml estreptomicina y 100 U/ml penicilina, Sigma Chemical 

CO, Saint Louis MO). Las células fueron incubadas en un ambiente 100% de 

humedad a 37ºC, 95% de aire y 5% de CO2. Para los experimentos se utilizó 

medio DMEM, suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% y 5-10µg de 

Blasticidina. 

CONSTRUCCIÓN DEL VECTOR DE EXPRESIÓN DEL ARNi PARA CAP Y 
CEMP1. 

El protocolo para el silenciamiento génico mediante RNAi utilizado fue tomado del 

manual del usuario BLOCK-iT™ Pol II miR RNAi Expression Vector Kits, 

Gateway® -adapted expression vector for the expression of microRNA (miRNA) in 

mamalian cells under control of Pol II promoters Version D (Invitrogen, USA).El 

silenciamiento génico se logró mediante los siguientes pasos: 

1. Generación de oligos de doble cadena para CAP y CEMP-1. 

Se diseñaron oligonucleótidos de DNA de cadena sencilla complementarios entre 

sí,  siguiendo el protocolo de  BLOCK-iT™ Pol II miR RNAi Expression Vector Kits. 

Cada uno de ellos constaba de una cadena codificante (cadena superior) para el 

pre-miRNA blanco y una cadena complementaria (cadena inferior).  

• ADNc de PTPLA/CAP 

- Secuencia 5´a 3´cadena superior (10) 

TGC TGT AGA AGG TGA GCC AGG CGG TGG TTT TGG CCA CTG 

ACT GAC CAC CGC CTC TCA CCT TCT A 

  

- Secuencia 3´a 5´cadena inferior (11) 

CCT GTA GAA GGT GAG AGG CGG TGG TCA GTC AGT GGC CAA 

AAC CAC CGC CTG GCT CAC CTT CTA C 
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• ADNc de CEMP1 

- Secuencia 5´a 3´cadena superior (10) 

TGC TGT GCA AAG CCC AGT TAA GGA AAG TTT TGG CCA CTG 

ACT GAC TTT CCT TAT GGG CTT TGC A 

  

- Secuencia 3´a 5´cadena inferior (11) 

CCT GTG CAA AGC CCA TAA GGA AAG TCA GTC AGT GGC CAA 

AAC TTT CCT TAA CTG GGC TTT GCA C 

Se llevó a cabo el alineamiento de los oligonucleótidos de cadena sencilla para 

generar oligonucleótidos de doble cadena siguiendo el protocolo BLOCK-iT™ Pol 

II miR RNAi Expression Vector Kits utilizando los siguientes reactivos: 5µl de  

oligos de DNA top strand (200µM); 5µl de oligos de DNA bottom strand (200µM): 

2µl de buffer de alineamiento de oligos 10X; 8µl de agua libre de DNAsas/RNAsas 

para un volumen total de 20µl. Se montó la reacción de alineación en tubos de 

microcentrífuga de 0.5ml a temperatura ambiente y se incubó la reacción por 95ºC 

por 4 minutos.  Se dejó a temperatura ambiente por 10 minutos  mezclando 

suavemente.  

2. Ligación de los oligos dentro del vector de expresión. 

Se realizó la reacción de ligación en la que se clonaron los oligonucleótidos de 

doble cadena dentro de un vector pcDNA6.2-GW/±EmGFP-miR. Se montó la 

reacción en el siguiente orden y volúmen: 4µl de buffer de ligación 5X; 2µl de 

pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR linearizados (5ng/µl); 4µl de oligos miR-ds (10nM); 

9µl de agua libre de DNAsa/RNAsa; 1µl de ligasa T4 DNA (1U/µl) para un volumen 

final de 20µl. La reacción se incubó a temperatura ambiente por una hora.  

3. Transformación de E. coli mediante One Shot® Top10 competent E.coli. 

 

Una vez realizada la reacción de ligación se utilizaron células E. Coli (One Shot 

TOP10) competentes químicamente (Invitrogen, Calsbad, CA.) para transformar a 

las bacterias con el vector. Las bacterias transformadas eran resistentes a 
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espectomicina  por lo que se crecieron en cajas de cultivo que contenían agar y 

50µg/ml del antibiótico. Se eligieron dos colonias después de un día de 

crecimiento y se cultivaron. Se aislaron los plásmidos de DNA. Se secuenció cada 

pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR para confirmar la presencia y orientación correcta 

de los oligonucleótidos de doble cadena insertados y para confirmar las 

secuencias de los mismos. Se tomarón  20µl de la reacción de ligación y se 

colocaron en un vial de One Shot® TOP10 chemically competent E. coli  

(Invitrogen, Calsbad, CA.)  y se mezcló suavemente. Se incubó por 30 minutos. 

Las células fueron sometidas a choque térmico por 1 minuto, se colocaron las 

células en medio SOC en hielo. Los tubos se colocaron en un agitador (200 rpm) 

por 1 hora a 37ºC. Se tomaron colonias transformadas y se colocaron en placas 

de agar LB que contenían 50ng/ml de espectomicina y se incubaron 1 día a 37ºC. 
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A.  

B.  

C.  

Figura 2. Esquema  de la construcción del vector de expresión del ARNi de CAP y CEMP1. 
A.Secuencia completa y blanco para el ARNi de CAP . B. Secuencia completa y blanco para 
el ARNi de CEMP1. En ambos casos se presenta los aminoácidos  para los que codifica la 
secuencia blanco. C. Después de tener la secuencia blanco  se realizó una reacción de 
alineación, ligación y transformación.  
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PURIFICACIÓN DE LOS  PLÁSMIDOS DE  ARNi-CAP y ARNi-CEMP1. 
 
Se crecieron  bacterias de E.coli transformadas en 100 ml medio de cultivo LB con 

espectomicina (50µg/ml) durante 8 hrs en agitación a una temperatura de 37ºC. 

Transcurrido el tiempo, se recolectaron las bacterias por centrifugación a 7500 rpm 

por 15 minutos a 4ºC. Se realizó la purificación del plásmido RNAi de CAP y 

CEMP-1 de acuerdo al protocolo QIAGEN Plasmid Midi kit. Se resuspendieron y 

homogenizaron las bacterias en 4ml de buffer P1, se adicionaron 4ml de buffer P2 

y se mezclaron vigorosamente por inversión. Se incubaron a temperatura 

ambiente por 5 minutos, transcurrido este tiempo se agregaron 4ml de buffer P3 

se mezcló por inversión y se incubaron en hielo por 15 minutos. Se centrifugó el 

volumen final obtenido por 30 minutos a 20,000 rpm y se recupero el 

sobrenadante. Se equilibró  la columna QIAGEN-TIP100 agregando 4ml de buffer 

QBT y se dejo fluir por gravedad, se adicionó el sobrenadante a la columna el cual 

entró por gravedad. Se lavó la columna con 2X10ml de buffer QC, se eluyó el DNA 

con 5 ml de buffer QF y se fraccionó. Se precipitó el DNA con isopropanol y se 

centrifugó a 15,000rpm por 30 minutos a 4ºC. Se lavó el DNA con etanol al 70% a 

temperatura ambiente, se desechó el sobrenadante y se dejo secar. Se adicionó 

agua DEPC y se realizó la cuantificación del plásmido en el Nanodrop. 

TRASFECCIÓN ESTABLE DE CEMENTOBLASTOS CON LIPOFECTAMINA Y 
SELECCIÓN DE CLONAS. 

El protocolo para transfección estable de cementoblastos con lipofectamina se 

realizó como lo indica el protocolo Transient or Stable Transfection of COS7 Cell 

with Lipofectamine™ Reagent. (Invitrogen, USA). La transfección estable se 

realizó mediante los siguientes pasos: Se incubaron los cementoblastos a 37ºC en 

una incubadora de CO2 hasta una confluencia del 70 al 80%. Se prepararon las 

siguientes soluciones en tubos estériles: Solución A: para cada transfección se 

diluyeron 2µg de DNA (plásmido) en 375µl de DMEM libre de suero con 

aminoácidos no esenciales. Solución B: para cada transfección se diluyeron 2-15µl 
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de Lipofectamina en 375µl de DMEM libre de suero con aminoácidos no 

esenciales. Se combinaron las dos soluciones, mezclando suavemente y se 

incubaron a temperatura ambiente por 15-45 minutos. Se lavaron las células una 

vez con 2ml de DMEM libre de suero y con aminoácidos esenciales. Para cada 

transfección, se adicionó 750µl de DMEM libre de suero a cada tubo que contenía  

el complejo lípido-DNA. 

No se adicionaron antibióticos  al medio durante la transfección. Se mezcló 

suavemente y se vació hasta cubrir las células con la solución de complejo lípido-

DNA. Se incubaron las células por 5 horas a 37ºC en un ambiente de CO2. 

Después de la incubación anterior se adicionaron 1.5 ml de DMEM con 20% de 

SBF sin quitar la mezcla de la transfección. Se reemplazó el medio en las 

siguientes 24 horas a partir del principio de la transfección. A las 72 horas a partir 

del inicio de la transfección se tripsinizaron  las células transfectadas y se 

mantuvieron en medio selectivo con blasticidina (5-10µg). Se estableció  una línea 

celular de cementoblastos transfectada de manera estable que exprese 

constitutivamente el RNAi de CEMP-1, CAP y CEMP-1/CAP, así como el gen 

reportero de la proteína verde fluorescente para fines de comprobación del éxito 

en la metodología.  

 
EXPRESIÓN GÉNICA A NIVEL TRANSCRIPCIONAL (qRT-PCR EN TIEMPO 
REAL). 
 
Se realizó la extracción del RNA utilizando Trizol® Invitrogen de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante. (Invitrogen) Se realizaron ensayos de qRT-PCR de 

acuerdo al protocolo SuperScrip® III Platinum® SYBR® Green One-Step qRT-

PCR Kit. (invitrogen). El RNAm se convirtió  a cDNA con la utilización de la 

transcriptasa reversa AMV en un volumen total de 200µl se  incubó a 42ºC durante 

1 hora. Para la reacción en cadena de la polimerasa se realizó el primer ciclo 

durante 5 minutos a 95ºC y para lograr la desnaturalización se realizaron 35 ciclos 

por 1 minuto a 95 ºC. El alineamiento se realizó a 55ºC por 1 minuto, la extensión 

fue  a 72ºC por 1 minuto y un ciclo final de extensión a 72ºC. 
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Se utilizaron oligonucleótidos para CAP, CEMP1, BSP, ALP, AMEL, AMBN,  

GADPH y se determinó si efectivamente se inhibe la expresión génica por ARNi de 

CAP, CEMP1 y CAP/CEMP1. 

 

EXPRESIÓN GÉNICA A NIVEL TRADUCCIONAL (WESTERN BLOT) 
 

Se determinó  si la expresión de CAP, CEMP1, BSP, AMEL, AMBN, GADPH y 

proteínas que participan en el proceso de mineralización se inhibe por ARNi de 

CAP, CEMP1 y CAP/CEMP1 mediante ensayos de Western Blot. La células se 

sembraron por triplicado hasta la confluencia. Los cultivos experimentales y 

controles se cultivaron durante 3, 10 y 15 días. Después del tiempo indicado, las 

células se rasparon con gendarme, se resuspendieron en PBS y se centrifugaron. 

La pastilla  se lisó con buffer de Iisis (1mM EDTA, pH 8.0, 10mM HEPES, 50mM 

de NaCl, 0.5% tritón X-100, 1mM fenilmetilsulfonilfluoruro, 5µ de leupeptina y 10 

µg/mlaprotinina). Se determinó la concentración de proteínas y se cargó en  

cantidades iguales de proteína que fueron  sujetas a electroforesis en geles de 

poliacrilamida al 12 %. Las proteínas se transfierieron  a membranas Immobilon-

PVDF y se bloquearon con solución de bloqueo (Buffer de fosfoproteínas, 5% de 

leche descremada). Se incubaron los anticuerpos primarios por 1 hora, después 

se lavó con PBS-Tween 0.1% , 3x durante 10 minutos cada lavado y se incubaron 

con el segundo anticuerpo. Se revelarón  por el método de diaminobenzidina 

(DAB). 

 

ENSAYOS DE MINERALIZACIÓN. 
 
Los cementoblastos transfectados con ARNi de CAP, CEMP-1 y CAP/CEMP-1 

fueron cultivados y mantenidos hasta su confluencia, posteriormente se sembraran 

en cajas de 6 pozos y fueron  tratados con medio DMEM suplementado con 10% 

de SBF y medio mineralizante. Las células se mantuvieron  por 5, 10 y 15 días 

respectivamente, al cumplirse cada tiempo se retiro el medio DMEM suplementado 

con 10% de SBF y medio mineralizante; Se fijaron las células con etanol al 96% 
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por 10 minutos y los nódulos de calcio fueron detectados usando solución 

saturada de alizarina roja S pH 4.2 (Sigma Chemical Co. St. MO). La tinción 

residual se removió  con PBS y la presencia de nódulos fue observada por 

microscopia de luz. 

 
ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA  (ALP). 
 

Los cementoblastos transfectados con ARNi de CAP, CEMP-1 y CAP/CEMP-1 

fueron cultivados en medio DMEM, suplementado con Suero Fetal Bovino al 10%, 

incubados en un ambiente 100% de humedad a 37ºC, 95% de aire y 5% de CO2. 

Una vez en confluencia se lisaron en 50 µl de buffer de lisis (0.05 mM Tris-HCl, pH 

7.8, 0.15 M NaCl, 1% Tritón X 100, 0.5 M PMSF y Complete EDTA-free, 

inhibidores de proteasas) y en 150 µl buffer de lavado de ALP (0.1M Tris-HCl, 

0.1M NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.5 ) se sonicaron por 20 s.  Se incubaron 5µl de 

muestra de proteína adicionada con 95µl de buffer de reacción ALP (0.1M Tris-

HCl, 0.1M NaCl, 1M dietanolamina, 0.25mM MgCl2, 10mM pNPP, pH 9.8) a 37°C 

por 30 minutos  con p-nitrofenilfosfato (pNPP; sustrato de la fosfatasa alcalina). 

La actividad enzimática de  fosfatasa alcalina fue expresada en nanomoles de p-

nitrofenol por minuto por miligramos de proteína. Los ensayos se realizaron por 

triplicado. 

 

 

ANÁLISIS  ESTADÍSTICO 
Los resultados obtenidos en los ensayos de Western Blot, qRT-PCR y Actividad 

de Fosfatasa Alcalina fueron analizados con la prueba estadística Dunnet (p<0.05) 

con el sofware Prism5 y Sigma Plot.  
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RESULTADOS  
EXPRESIÓN GÉNICA A NIVEL TRANSCRIPCIONAL POR GEN. 
A continuación se presentan los resultados correspondientes al porcentaje de 

inhibición de la expresión génica por ARN de interferencia de CEMP1 y CAP de 

cada uno de los genes estudiados. Los datos fueron analizados con la prueba de 

Dunnet (p<0.05). 

 

CEMP1 (PROTEÍNA DEL CEMENTO 1) 
El mecanismo de inhibición de la expresión génica es significativo desde tiempos 

cortos para CEMP1 al utilizar el ARNi de CEMP1, ARNi de CAP y al evaluar el 

efecto sinérgico utilizando ARNi de CEMP1/CAP,  a los 10 días de cultivo, el 

silenciamiento en la expresión génica se observa disminuido en las condiciones 

donde se utiliza ARNi de CAP y ARNi de CEMP1/CAP y al día 15 de cultivo el 

mecanismo de silenciamiento es nulo.  

 
Figura 3. Porcentaje de expresión génica de CEMP1. Los datos fueron analizados con la 

prueba de Dunnet (p<0.05). 
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CAP (PROTEÍNA DE ADHESIÓN AL CEMENTO)  
El mecanismo de inhibición en la expresión génica es significativo desde tiempos 

iniciales de cultivo para CAP al utilizar el ARNi de CAP; a los 3 días de cultivo el 

mecanismo de silenciamiento en la expresión de CAP se sostiene hasta los 15 

días al utilizar ARNi de CEMP1, ARNi de CAP y ARNi de CEMP1/CAP.  

 
Figura 4. Porcentaje de expresión génica de CAP. Los datos fueron analizados con la prueba 

de Dunnet (p<0.05). 
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ALP (FOSTASA ALCALINA) 
El mecanismo de inhibición en la expresión génica de ALP es nulo en tiempos 

iniciales de días de cultivo, sin embargo a partir del tercer día y hasta el décimo 

día de cultivo, el mecanismo de silenciamiento en la expresión de ALP es 

significativo al utilizar ARNi de CEMP1, CAP y CEMP1/CAP, el mecanismo de 

inhibición se mantiene hasta los 15 días de cultivo de manera significativa solo al 

utilizar ARNi de CAP y se ve revertido en las condiciones donde se utiliza ARNi de 

CEMP1 y ARNi de CEMP1/CAP. 

 
Figura 5. Porcentaje de expresión génica de ALP. Los datos fueron analizados con la prueba 

de Dunnet (p<0.05). 
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BSP (SIALOPROTEÍNA ÓSEA) 
El mecanismo de inhibición en la expresión génica es significativo desde tiempos 

cortos para BSP al utilizar el ARNi de CAP y ARNi de CEMP1/CAP, a los 3 días de 

cultivo es significativo también al utilizar ARNi de CEMP1, el silenciamiento en la 

expresión génica se mantiene hasta el décimo día en todas las condiciones pero 

se ve revertido al llegar a los 15 días de cultivo donde el mecanismo de 

silenciamiento es nulo. 

 
Figura 6. Porcentaje de expresión génica de BSP. Los datos fueron analizados con la prueba 

de Dunnet (p<0.05). 
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AMBN (AMELOBLASTINA) 
El mecanismo de inhibición en la expresión génica es significativo en tiempos 

cortos para AMELOBLASTINA (AMBN) al utilizar el ARNi de CAP en el día cero y 

ARNi de CEMP1 y ARNi de CAP en el tercer día, hacia el décimo día el 

silenciamiento en la expresión génica es significativo sólo al utilizar ARNi de 

CEMP1/CAP y el mecanismo se ve revertido al llegar a los 15 días de cultivo en 

todas las condiciones. 

 
Figura 7. Porcentaje de expresión génica de AMBN. Los datos fueron analizados con la 

prueba de Dunnet (p<0.05). 
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AMEL (AMELOGENINA) 
El mecanismo de inhibición en la expresión génica es significativo desde tiempos 

cortos para AMELOGENINA (AMEL) al utilizar el ARNi de CEMP1, ARNi de CAP y 

ARNi de CEMP1/CAP, hacia el tercer día el efecto se sostiene sólo para la 

condición de ARNi de CAP, a los 10 días de cultivo, el silenciamiento en la 

expresión génica se mantiene sólo en el caso de ARNi de CEMP1/CAP y de 

manera significativo el mecanismo de inhibición por ARNi de CEMP1, CAP y 

CEMP1/CAP se presenta nuevamente en el décimo quinto día de cultivo. 

 
Figura 8. Porcentaje de expresión génica de AMEL. Los datos fueron analizados con la 

prueba de Dunnet (p<0.05). 
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RESULTADOS  
EXPRESIÓN DEL PRODUCTO GÉNICO A NIVEL TRADUCCIONAL  DE CEMP1 

Se determinaron los niveles de expresión relativos de CEMP1 en cultivos de 

cementoblastos humanos bajo las siguientes condiciones:  ARNi CEMP1, ARNi 

CAP y ARNi CEMP1/CAP respecto al control (vector vacío); lo anterior en un curso 

temporal de 0, 3, 10 y 15 días respectivamente, mostrando reducción significativa 

en la inhibición de la expresión de la proteína CEMP1 en cada condición por 

debajo del 70% para el ARNi de CEMP1 y ARNi de CEMP1/CAP y del 50% para el 

ARNi de CAP, respectivamente.  

 

A B  

Figura 9. Expresión del producto génico a nivel trauccional de CEMP1. A.  Western Blot para 

la detección de CEMP1  B. Gráfica correspondiente al porcentaje de inhibición de cada ARNi 

sobre la expresión del producto génico de CEMP1. Los datos fueron analizados con la 

prueba Dunnet (p<0.05). 
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RESULTADOS  

EXPRESIÓN DEL PRODUCTO GÉNICO A NIVEL TRADUCCIONAL  DE CAP. 

Se determinaron los niveles de expresión relativos de CAP en cultivos de 

cementoblastos humanos bajo las siguientes condiciones: control, ARNi CEMP1, 

ARNi CAP y ARNi CEMP1/CAP respecto al control (vector vacío); lo anterior en un 

curso temporal de 0, 3,10 y 15 días respectivamente, mostrando reducción 

significativa en la inhibición de la expresión de la proteína en cada condición por 

debajo del 70% para el ARNi de CAP y ARNi de CEMP1/CAP. En el caso del 

ARNi de CEMP1, la reducción significativa fue a partir del día 3. 

 

A B  

Figura 10. Expresión del producto génico a nivel traduccional de CAP. A. Western Blot para 

la detección de CAP  B. Gráfica correspondiente al porcentaje de inhibición de cada ARNi 

sobre la expresión del producto génico de CAP. Los datos fueron analizados con la prueba 

Dunnet (p<0.05). 
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RESULTADOS  

EXPRESIÓN DEL PRODUCTO GÉNICO A NIVEL TRADUCCIONAL  DE BSP. 

Se determinaron los niveles de expresión relativos de BSP en cultivos de 

cementoblastos humanos bajo las siguientes condiciones: control, ARNi CEMP1, 

ARNi CAP y ARNi CEMP1/CAP respecto al control (vector vacío); lo anterior en un 

curso temporal de 0, 3, 10 y 15 días respectivamente, mostrando reducción 

significativa en la inhibición de la expresión de la proteína en cada condición por 

debajo del 70% para el ARNi de CAP y ARNi de CEMP1/CAP. Para el caso de el 

ARNi de CEMP1, la reducción significativa fue a partir del día 15. 

A B	   	  

Figura 11. Expresión del producto génico a nivel traduccional de BSP. A. Western Blot para 

la detección de BSP  B. Gráfica correspondiente al porcentaje de inhibición de cada ARNi 

sobre la expresión del producto génico de BSP. Los datos fueron analizados con la prueba 

Dunnet (p<0.05). 
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EXPRESIÓN DEL PRODUCTO GÉNICO A NIVEL TRADUCCIONAL  DE AMEL 

Se determinaron los niveles de expresión relativos de AMEL en cultivos de 

cementoblastos humanos bajo las siguientes condiciones: control, ARNi CEMP1, 

ARNi CAP y ARNi CEMP1/CAP respecto al control (vector vacío); lo anterior en un 

curso temporal de 0, 3,10 y 15 días respectivamente, mostrando reducción 

significativa en la inhibición de la expresión de la proteína en cada condición por 

debajo del 70% para el ARNi de CEMP1, ARNi de CAP desde tiempos cortos (0 y 

3 días) en el caso del ARNi de CEMP la inhibición significativa disminuyó en el día 

10 y 15 y para el ARNi de CAP y CEMP1 se mantuvo. 

 

 

A B  

Figura 12. Expresión del producto génico a nivel traduccional de AMEL. A.Western Blot para 

la detección de AMEL B. Gráfica correspondiente al porcentaje de inhibición de cada ARNi 

sobre la expresión del producto génico de AMEL. Los datos fueron analizados con la prueba 

Dunnet (p<0.05). 

 

 

ARNi-C
EMP

ARNi-C
AP

ARNi-C
APyC

EMP1
0

20

40

60

80

100

*

*
*

0D

%
 D

E 
IN

H
IB

IC
IÓ

N
D

EN
SI

D
A

D
 Ó

PT
IC

A
 R

EL
A

TI
VA

ARNi-C
EMP

ARNi-C
AP

ARNi-C
APyC

EMP1
0

20

40

60

80

100

*

*

*

10D

%
 D

E 
IN

H
IB

IC
IÓ

N
 

D
EN

SI
D

A
D

 Ó
PT

IC
A

 R
EL

A
TI

VA

ARNi-C
EMP

ARNi-C
AP

ARNi-C
APyC

EMP1
0

20

40

60

80

100

3D

* * *

%
 D

E 
IN

H
IB

IC
IÓ

N
 

D
EN

SI
D

A
D

 Ó
PT

IC
A

 R
EL

A
TI

VA

ARNi-C
EMP

ARNi-C
AP

ARNi-C
APyC

EMP1
0

20

40

60

80

100

15D

*

* *
%

 D
E 

IN
H

IB
IC

IÓ
N

 
D

EN
SI

D
A

D
 Ó

PT
IC

A
 R

EL
A

TI
VA

0        3           10           15         días              

Control 

GAPDH 

iARN-CEMP1 

GAPDH 

iARN-CAP 

GAPDH 

iARN-CEMP1/CAP 

GAPDH 

     
30 kDa 

                         
30 kDa 

                         
30 kDa 

                          
30 kDa 

AMEL 



	  
	  

	   48	  

RESULTADOS  

EXPRESIÓN DEL PRODUCTO GÉNICO A NIVEL TRADUCCIONAL  DE AMBN 

Se determinaron los niveles de expresión relativos de AMBN en cultivos de 

cementoblastos humanos bajo las siguientes condiciones: control, ARNi CEMP1, 

ARNi CAP y ARNi CEMP1/CAP respecto al control (vector vacío); lo anterior en un 

curso temporal de 0, 3, 10 y 15 días respectivamente, mostrando reducción 

significativa en la inhibición de la expresión de la proteína en cada condición por 

debajo del 70% desde tiempos cortos (0 y 3 días) en el caso del ARNi de CEMP y 

CAP, la inhibición significativa disminuyó en el día 10 y 15 y la inhibición de la 

expresión en el caso del ARNi de CEMP1/CAP se mantuvo. 

A B	         

Figura 13. Expresión del producto génico a nivel traduccional de AMBN. A.Western Blot para 

la detección de AMBN B. Gráfica correspondiente al porcentaje de inhibición de cada ARNi 

sobre la expresión del producto génico de AMBN. Los datos fueron analizados con la 

prueba Dunnet (p<0.05). 
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RESULTADOS  

ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA (ALP) 

La actividad de fosfatasa alcalina se evaluó bajo las siguientes condiciones 

experimentales: control (vector vacío), ARNi CEMP1, ARNi CAP y ARNi 

CEMP1/CAP en un periodo de tiempo de 0, 3, 10 y 15 días respectivamente; para 

determinar el posible papel de las proteínas cementoespecíficas (CEMP1 y CAP) 

sobre una de las moléculas que regulan el proceso de mineralización. Dicha 

actividad disminuye significativamente desde tiempos cortos (0 y 3 días) al evaluar 

el ARNi de CAP y para el ARNi de CEMP1 y CAP/CEMP1 la disminución se logró 

a partir del día 10 y se mantuvo hasta el día 15. 

 

Figura 14. Actividad de Fosfatasa Alcalina. Los asteriscos indican la diferencia estadística 
p<0.001 
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RESULTADOS  

ENSAYOS DE MINERALIZACIÓN 

Para determinar si la formación de nódulos de calcio se ve disminuida al silenciar 

el gen de CEMP1 y CAP los cementoblastos se mantuvieron por un periodo de 

tiempo de 0, 3, 10 y 15 días bajos las siguientes condiciones: control (vector 

vacío), ARNi CEMP1, ARNi CAP y ARNi CEMP1/CAP, al término de cada uno de 

los periodos de tiempo las células se fijaron y se tiñeron con Alizarina roja. El 

grupo experimental con ARNi de CAP y CEMP1/CAP mostraron una mayor 

disminución respecto al control. El grupo experimental con ARNi de CEMP1 

disminuye respecto al control pero no respecto al ARNi de CAP. 

 

 

Figura 15. Tinción con Alizarina Roja al 2% en cultivos de cementoblastos durante los 
distintos periodos de cultivo. 
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DISCUSIÓN 

Los resultados del presente estudio demuestran  el establecimiento de un modelo 

in vitro  que permite una aproximación al entendimiento de una de las formas en 

que los sistemas biológicos regulan la expresión de sus genes involucrados en un 

evento en común, mediante el mecanismo denominado silenciamiento, knockdown 

o interferencia.89 Desde que Fire  y Mello92 en un lapso muy corto y productivo 

redefinieron la interferencia mediada por ARN, en organismos modelo como 

Caenorhabditis elegans, el mecanismo del ARN de interferencia (ARNi) ha surgido 

como una herramienta poderosa en el estudio de la función genética en 

mamíferos. En este sentido,  se logró mediante el presente trabajo, la generación 

de una línea celular de cementoblastos humanos que expresa de manera estable 

el ARN de interferencia de las proteínas hasta la fecha consideradas cemento 

específicas: CEMP1 y CAP. Lo  que  permite generar hallazgos,  como podría ser, 

el reconocer si la modulación de sus funciones en cementogénesis y 

biomineralización ocurre de manera sinérgica entre ellas (CEMP1 y CAP); así 

como su papel –si es que lo hay- en la modulación positiva o negativa de la 

expresión génica y el producto final de otras proteínas no colágenas  y  de matriz 

extracelular del esmalte, que hasta estos momentos se sabe que participan en 

procesos de biomineralización.  

La interferencia por un lado del ARN de CEMP1 y de CAP de forma individual  

influye de manera significativa en la expresión de BSP y ALP que son moléculas 

presentes en fases tempranas  para promover la formación de matriz 

mineralizada. Por otro lado, la interferencia de CEMP1 y CAP, al parecer también 

parecer impactar de manera significativa en la expresión génica y traduccional  de  

AMEL y AMBN, consideradas hasta hace poco como proteínas propias de la 

matriz del esmalte, pero que,  sin embargo actualmente se reconoce que 

participan en el reclutamiento, ensamblaje y direccionalidad de precursores para 

fosfato octacálcico e hidroxiapatita y  no sólo en el contexto de esmalte dental  

sino para tejidos mineralizados diversos. 
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La Fosfatasa Alcalina (ALP) es una proteína  que participa en le metabolismo del 

fosfato  y en la formación de tejidos biomineralizados.  Se ha descrito que participa 

tempranamente,  tanto en cementogénesis como en osteogénesis  por lo que,  su 

expresión y actividad en células formadoras de tejido mineralizado  es un 

parámetro que nos permite entender este mecanismo.  Su actividad enzimática 

está asociada a una actividad transferasa-fosfatasa, es decir, es responsable de 

proveer los fosfastos necesarios para formación de precursores de hidroxiapatita, 

además de que, se ha demostrado que su actividad es crucial para la formación y 

crecimiento del cemento. 68,94,95 Los resultados aquí reportados muestran que el 

ARN interferente de CEMP1(ARNi-CEMP1) disminuye la expresión génica de ALP 

en cementoblastos, en un 70%, a partir de 3 días  de cultivo, manteniendo un 

porcentaje alto de inhibición hasta los 10 días donde la disminución es de 

alrededor del 40%, para posteriormente descender y evidenciar de esta manera 

que el efecto se ve revertido. El efecto del ARN interferente de CAP (ARNi-CAP) 

sobre ALP, al igual que el de ARNi-CEMP1 se observa a partir del 3er día de 

mantenimiento de cultivo, pero de manera significativa el porcentaje de inhibición 

es mayor  a los 10 días con un 95% y se mantiene hasta los 15 días; demostrando 

que contrario a lo que sucede con el interferente de CEMP1, el efecto no es 

anulado. Importante es señalar que,  el efecto sinérgico sobre ALP al utilizar los 2 

interferentes es significativo inhibiendo la expresión en un 95% al décimo día, 

coincidiendo de esta forma con lo  reportado para el caso en particular del ARNi-

CAP. En lo que respecta al análisis de la actividad enzimática de ALP, los datos 

no distan de ser opuestos a lo obtenido para la expresión del  gen, ya que es 

justamente el interferente de CAP el que desde periodos tempranos impacta en la 

actividad de la enzima; también lo hace el ARNi-CEMP pero en menor proporción.  

Lo anterior podría sugerir que es CAP la responsable de modular el efecto 

sinérgico.   

La Sialoproteína ósea (BSP), es una proteína  de la cual se ha reportado que 

participa como nucleador potente y específico in vitro 85  para los cristales de 

hidroxiapatita96,97, tiene una asociación precisa con agregados minerales en 

estadios tempranos  y se une fuertemente a hidroxiapatita.  Los resultados aquí 
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reportados muestran que el interferente de CEMP1 promueve la inhibición de la 

expresión génica de BSP en cementoblastos, en un  20%  desde el tercer día y 

alcanza 80% de inhibición alrededor del décimo día, donde al final del periodo de 

mantenimiento del cultivo, es decir al os 15 días, el efecto del ARNi-CEMP1 se ve 

revertido. El efecto del ARNi-CAP sobre BSP, al igual que en el caso de ALP, se 

observa a partir del día inicial y mantiene su potencial de interferencia en un 95% 

a través del tiempo (día 3 y 10 de cultivo) siendo al final del periodo de 

mantenimiento del cultivo  donde el efecto es nulo. El efecto sinérgico parece ser 

favorecido desde tiempos tempranos y se mantiene hasta el día 10 en 

correspondencia con el ARNi-CAP, sin embargo cabe destacar que podría ser  el 

décimo día crucial en la expresión del gen que codifica para BSP  y donde la 

mayor inhibición se ve reportada, de manera interesante se observa que al día 15 

no hay efecto de silenciamiento que podría sugerir en correspondencia con lo 

reportado en diversos estudios.71,96,97  al respecto de que  tal vez la modulación de 

la expresión del gen de BSP en cementogénesis y mineralización es en etapas 

tempranas y que al llegar a este periodo de tiempo son otros los mecanismos que 

inciden en modular su expresión. En lo que respecta al análisis de la expresión del 

producto génico  por Western-Blot, se observa  que la inhibición en la actividad 

propia de la proteína  BSP se mantiene constante, oscilando entre el 80 y 90% de 

inhibición de su expresión desde fases tempranas hasta el día 15, siendo 

evidentemente el ARNi-CAP y en sinergia con CEMP1 donde residen los efectos 

observados. 

Amelogenina (AMEL) y Ameloblastina (AMBN) son dos proteínas que han 

despertado gran interés por  el hecho de que diversos estudios72, 73, 74,77 sugieren 

que son proteínas que además de estar en la matiz del esmalte, también 

participan  en eventos tales como promover diferenciación y mineralización en 

diversas células mesenquimales, incluyendo odontoblastos, osteoblastos y 

cementoblastos98. Se sugiere que amelogenina y ameloblastina  inducen la 

expresión de BSP y que se expresan  durante el depósito del cemento  radicular.99 

Se ha comprobado su participación no sólo en la mineralización del esmalte, sino 

que además regulan procesos como proliferación, diferenciación, adhesión y 
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migración celular.100,101,102 Por lo anterior y considerando la importancia que las 

proteínas del esmalte han adquirido, nuestros resultados demuestran que el ARNi-

CEMP1 reduce sólo de manera significativa  la expresión del gen de AMEL en 

periodos tempranos y en el curso del tiempo, al 3er y 10 día no hay mayor efecto 

en la interferencia de su expresión. Para el caso de CAP el efecto de inhibición 

está presente desde el día inicial, en casi un 100% siendo también en este perido 

de tiempo donde podría ponerse en evidencia un efecto sinérgico muy 

probablemente ligado a CAP. Contrariamente a lo reportado a nivel  génico, en el 

análisis por Western-Blot para reconocer el efecto del ANRi-CEMP1  y ARNi-CAP 

sobre la expresión de la proteína Amelogenina,  el porcentaje de inhibición es 

constante desde el día cero hasta el día 15, oscilando entre un 80 %  y 90%; 

observándose que el interferente que menor efecto tiene sobre su expresión sin 

dejar de ser significativo es el ARNi-CEMP1. La sinergia en el caso de AMEL, 

parece estar ligada a  CAP. 

Los resultados para AMBN, evidencian que el ARNi-CAP  reduce en un 90 % la 

expresión del gen  en periodos iniciales, y que el efecto se mantiene hasta el día 

3, sin embargo en el transcurso del tiempo, al día 10 y 15 el efecto es nulo. Lo 

resultados no muestran de manera contundente que el ARNi-CEMP1 tenga 

efectos en la inhibición de la expresión de AMBN. A nivel traduccional, el ensayo 

de Western-Blot demuestra el efecto opuesto, por lo que podemos observar que la 

reducida inhibición en expresión génica  de AMBN  no es proporcional al efecto 

que observamos en su producto  proteico, donde desde fases tempranas el 

porcentaje de inhibición es significativamente alto, 90-95%  en todas las 

condiciones. Al curso de los 15 días de mantenimiento de cultivo el efecto 

inhibitorio aunque reduce no lo hace de forma contundente y aún al final se 

mantiene una inhibición del 50% y el mecanismo de sinergia parece ser es el más 

evidente aunque no es claro si esta ligado al ARNi-CEMP1 o al ARNi-CAP.  

Sin lugar a dudas hemos evidenciado que  las proteínas hasta la fecha 

cementoespecíficas CAP y CEMP1 tienen un impacto en la expresión génica y 

traduccional  sobre otras proteínas involucradas en mineralización, sin embargo  la 
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metodología propuesta en este trabajo y las condiciones que se consideraron para 

evaluar nos permitieron observar por un lado que el diseño y síntesis del ARN de 

interferencia está perfectamente dirigido contra la secuencia blanco de CAP y 

CEMP1 respectivamente, esto lo demostramos en los ensayos donde es evidente 

que el porcentaje de mayor inhibición para CEMP1 es en efecto al utilizar su 

propio interferente y para el caso de CAP la situación es igual. Sin embargo, al 

pretender analizar si existe o no una condición de sinergia entre ambas proteínas, 

se demuestra que existe cierta proporcionalidad  y relación  entre el  ARNi-CAP y 

el ARNi-CEMP1/CAP lo que sin duda podría estar sugiriendo que es la proteína de 

adhesión al cemento CAP la que tiene la función de orquestar y quizás coordinar 

mecanismos como nucleación asociados a otras moléculas, que pueden cumplir el 

papel de ser los iniciadores del proceso de biomineralización.  

Tomando en cuenta lo reportado y hasta la fecha reconocido en la estructura 

génica, proteica y funcional de CAP,  por diversos investigadores, sería válido 

poder diseñar alguna otra herramienta que complemente las evidencias aquí 

mostradas en el papel biológico-funcional de CAP, quizás para reconocer si dentro 

de su estructura, dentro de su splicing alternativo, de su localización espacial,  así 

como en su multifuncionalidad reportada, sea donde residen los mecanismos 

moleculares que le permiten no sólo asociarse a otras moléculas que participan en 

procesos  similares,  sino de alguna manera regularlas.  
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CONCLUSIONES 

• Nuestros datos sugieren que al silenciar la expresión del gen para las 

proteínas CEMP1 y CAP se ve disminuida la expresión de genes que 

participan en el proceso de mineralización, tal es el caso de ALP, BSP, 

AMEL y AMBN.  

 

• Lo anterior se observa a nivel de expresión génica en tiempos cortos e 

iniciales y cercanos al décimo y quinceavo día tal efecto se ve revertido. 

Sin embargo a nivel de expresión proteica hemos comprobado que el 

efecto se mantiene a través del tiempo. Así como en la actividad 

enzimática de ALP donde a través del tiempo se ve disminuida. 

 

• Los hallazgos se ven reforzado con el efecto que tiene el ARNi de CEMP1 

y CAP sobre la disminución en la formación de nódulos de calcio en los 

ensayos de mineralización desde periodos cortos de tiempo. 

 

• Es evidente que tanto a nivel de expresión génica como a nivel de 

expresión proteica el ARNi de CAP sugiere tener un efecto mayor en el 

bloqueo de la expresión y que al utilizar ambos ARNi el efecto se 

incrementa, lo que nos sugiere que es probable que CAP tenga 

mecanismos moduladores sobre la expresión de estas proteínas no 

colágenas, sin embargo faltaría dilucidar cuales son dichos mecanismos. 
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