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LA PROTEINA DEL CEMENTO 1 (CEMP1) INDUCE LA EXPRESION GENICA
DE MOLECULAS ASOCIADAS A LA REPROGRAMACION CELULAR

Introduccion:

El periodonto es un conjunto de tejidos que le brindan sostén y proteccion al
organo dentario, estd conformado por dos tejidos blandos: la encia y el
ligamento periodontal y dos tejidos mineralizados: el hueso alveolar y el

cemento radicular.

El cemento radicular esta constituido por un 50% de contenido inorganico que
es principalmente hidroxiapatita y un 50% de contenido organico formado por
colagena tipo | (90%) y colagena tipo Il (5%), proteinas asociadas al proceso
de mineralizacion: Osteopontina, Osteocalcina, Sialoproteina Osea vy
Fibronectina. Ademas se han identificado a dos proteinas cemento-especificas,
estas son: la Proteina de adhesion del cemento radicular (CAP) y la Proteina
del cemento 1 (CEMP1l). CEMP1 es una proteina que puede regular la
nucleacion de cristales de fosfato octacélcico. Se ha demostrado que al
transfectar la region codificante de CEMP1 y sobreexpresar dicha proteina en
Fibroblastos Gingivales Humanos, el resultado fue un cambio en el fenotipo
hacia mineralizante. Estos antecedentes permiten plantear que esta molécula

podria estar participando en los eventos tempranos de reprogramacion celular.

La reprogramacion celular es una técnica por la que se induce la pluripotencia
de células bien diferenciadas. Dicha técnica forma parte de la medicina
regenerativa que busca la regeneracion o reemplazo de tejidos u 6rganos

dafiados o perdidos para restablecer su funcién biolégica.
Objetivo:

Identificar reguladores transcripcionales implicados en reprogramacion celular

en HFG que sobreexpresen CEMPL1.

Materiales y métodos:

Se realizaron cultivos de fibroblastos gingivales humanos que sobreexpresan
CEMP1 y controles con un vector vacio, con el fin de identificar moléculas



relacionadas con reprogramacion celular (Oct3/4, Sox-2, c-Myc, Nanog, Klf4 y

SSEA-4) a nivel transcripcional (QRT-PCR) y traduccional (western blot).

Resultados:

A nivel transcripcional los HFG/CEMP1 reportan una mayor expresion de
Oct3/4 y Sox-2, sin embargo la expresion de otros marcadores que confirman
el mantenimiento de la reprogramacion poseen una menor expresion en los
HFG/CEMP1.

No encontramos diferencias significativas a nivel traduccional entre los HFG y
los HFG/CEMP1 a pesar de los altos niveles de Sox-2, posiblemente exista un
mecanismo de regulacion postranscripcional. Las diferencias que se observan
entre los HFG y los HFG/CEMP1 muestran que los reguladores de la
pluripotencia se encuentran regulados de forma negativa en los HFG/CEMP1,

por lo cual CEMPL1 parece no participar en el proceso de reprogramacion.
Conclusiones:

Los hallazgos sugieren que CEMP1 no interviene en procesos de
reprogramacion celular, sin embargo podria intervenir en el proceso de
diferenciacion celular, al regular de forma negativa a los marcadores de

reprogramacion celular.

Abstract



CEMENTUM PROTEIN 1 (CEMP1) GENE EXPRESSION INDUCED

MOLECULES ASSOCIATED WITH CELL REPROGRAMMING

Introduction:

The periodontium is a complex of tissues that provide support and protection to
the dental organ. It is composed by four tissues: gingival and periodontal
ligament (soft tissues) and two mineralized tissues alveolar bone and root
cementum.

The cementum has a 50% of inorganic content formed by hydroxyapatite and
50% of organic content comprising by collagen | (90%) and collagen Il (5%),
mineralization associated proteins (osteopontin, Osteocalcin , bone sialoprotein,
fibronectin, etc.) and two proteins that were described as cementum-specific
that are the cementum attachment protein (CAP) and cementum protein 1
(CEMP1). This protein is a regulator of octacalcium phosphate crystals. It
transfection of CEMP1 in Human Fibroblasts Gingival results in a change
toward a mineralizing phenotype. This suggests that this molecule could be
involved in the early events of cellular reprogramming.

Cellular Reprogramming is a technique that induces a distinct cell pluripotency,
reprogramming is part of regenerative medicine that seeks the regeneration or

replacement of tissues or organs to restore function.

Objective:
To identify transcriptional regulators involved in cellular reprogramming in
transfected with CEMP1 gene (HGF/CEMP1).

Materials and methods:



Cultured human gingival fibroblasts overexpressing CEMP1 and with empty
vector controls were used in order to identify related cellular reprogramming
molecules (Oct3 / 4, Sox-2, c-Myc, Nanog, KIf4, and SSEA-4) at the

transcriptional (QRT-PCR) and translational levels (western blot).

Results:

A transcriptional level HGF/CEMP1 reported the increased expression of Oct3 /
4 and Sox-2, however the expression of other markers that confirm the
maintenance of reprogramming showed a lower expression in HGF/CEMP1.
Unexpectedly, at the translational level no differences between HGF and
HGF/CEMP1 showed no differences.

Conclusions:

Our findings suggest that CEMP1 do not to participate in processes of cell
reprogramming, however, it seems to participate during the cell differentiation

process by regulating negatively markers of cellular reprogramming.

Introduccion

Periodonto

El periodonto es un conjunto de tejidos dinamicos que brinda proteccion y
sostén a los érganos dentarios, por lo que es considerado como un érgano
conectivo. Esta constituido por tejidos blandos como: el ligamento periodontal y

la encia; y tejidos mineralizados como: el hueso alveolar y el cemento radicular
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(Fig.1). El periodonto participa en el proceso de reparacion y remodelacion que

le confieren la capacidad de adaptacion® 2.
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Fig.1 Componentes del periodonto

El periodonto se adapta a las diversas condiciones como la masticacion, y
modificaciones fisioldgicas que lo remodelan por la edad. De acuerdo a su
funcién puede dividirse en: Periodonto de Proteccién formado por la encia que
forma un cuello alrededor del érgano dentario y la union dentinogingival.
Periodonto de insercion formado por el cemento radicular, el ligamento

periodontal y el hueso alveolar que tienen su origen en el saco dentario® (Fig.

2).
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Fig. 2 Periodonto de Insercidn

Encia

Es una membrana de epitelio estratificado escamoso queratinizado®, que
posee dos capas, una es la capa superior formada por epitelio y la otra inferior
formada por tejido conectivo (redes de proteinas fibrosas y no fibrosas, factores
de crecimiento, etc.) El tejido epitelial de revestimiento deriva del ectodermo y
el tejido conectivo subyacente del ectomesénquima. El epitelio se puede
clasificar en gingival, epitelio del surco bucal y el epitelio de unién. La encia
anatomicamente puede dividirse como: encia libre, encia interdental y encia fija
que es aquella que se encuentra adherida al periostio del hueso alveolar®. En la
poblacion el 85% tiene un biotipo periodontal grueso comparado con la forma
ondulada fina (15%). Los biotipos periodontales gruesos estan asociados con la

salud periodontal®.

Clinicamente podemos observar caracteristicas como son:

El color rosa coral que depende del grado de queratinizacién, cuanto mas
gueratinizado se encuentre el grosor del epitelio sera mayor, regularmente el
espesor del epitelio va 1mm a 0.25mm dependiendo de la localizacion
anatomica. Otros factores que intervienen en el color, es el aporte sanguineo,

los melanocitos y la melanina que se sintetice®.
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El componente celular predominante en esté tejido son los fibroblastos que
derivan del mesénquima y representan un 65% de la poblacién celular, tienen
una forma alargada o fusiforme, ademas de una gran cantidad de organelos
como mitocondrias, vesiculas y vacuolas en el citoplasma ademas de poseer
un extenso reticulo endoplasmico y aparato de Golgi. Desempefian un papel en
el desarrollo y en la reparacion de tejidos conectivos. Su principal actividad es
la sintesis de fibras conectivas ademas de la sintesis de matriz extracelular, sin
embrago también estan implicados en la homeostasis, debido a que tiene la
capacidad de censar los cambios en la matriz extracelular e incluso secretar
productos (Ejem. Factores de crecimiento) que actuan sobre la actividad
celular*. Se ha observado que la encia tiene una gran capacidad de
regeneracion después de sufrir alguna transgresion, generando nuevas fibras
gingivales® por lo que se sugirié que en la encia existen subpoblaciones de

células mesénquimales’.

Ligamento Periodontal

Deriva del ectomesénquima ¢, como se mencioné es un tejido blando
conectivo fibroso especializado y muy vascularizado, pertenece a las gonfosis
(articulacion fibrosa). El ligamento se une al cemento radicular que rodea a la
raiz del organo dentario y lo une al hueso alveolar. Las funciones que
desempefia son: soportar y distribuir las fuerzas oclusales, ademas de su
capacidad receptiva sensorial propioceptiva. El espesor del ligamento
periodontal varia de 0.15 a 38 um®, la variacién puede deberse a la edad, el
organo dentario al que rodea, si su localizacién es apical o cervical, e incluso
varia entre la poblacién. Posee una poblacién heterogénea de células, fibras,

matriz amorfa, nervios y vasos sanguineos™.
Poblacion Celular

En su mayoria constituida por Fibroblastos (20%) que juegan un papel
importante durante el desarrollo, para la funcion y como parte de la estructura,
Osteoblastos, Osteoclastos, Cementoblastos, Cementoclastos, ceélulas del
sistema inmune, células epiteliales, células de Malassez y células troncales®.

Ademas de la poblacion celular el ligamento esta constituido por diferentes
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tipos de fibras como: las fibras colagenas que son las mas abundantes
(principales), estas fibras tienen colagena tipo | que es la mas predominante,
se encuentran presentes coldgenas como la coldgena tipo Ill, IV y XIl. Aquellas
fiboras de colagena que se insertan en del cemento al hueso alveolar se
conocen como fibras de Sharpey*'. Otro elemento del ligamento es su matriz
amorfa que estd constituida por Proteoglicanos, glucosaminoglicanos
relacionados con las fuerzas de contraccion o extension, relacionada con los

haces de colagena® 2

Hueso alveolar

Recibe también el nombre de proceso alveolar y conforma los alveolos que son
cavidades donde se alojan a los 6rganos dentarios, se le considera como un
tejido conectivo y es parte de los huesos mandibulares®. Tiene una alta
concentracion de sales de calcio que formaran calcificaciones y dentro de estas
calcificaciones también encontramos lagunas 6seas donde quedan atrapadas

células.
Composicion

Esta constituido por: minerales (60%), agua (20%), moléculas organicas (20%),
el agua que le confiere elasticidad, mientras que el resto de los componentes
inorganicos le otorgan sus caracteristicas de dureza. Su matriz organica consta

principalmente de colagena tipo | y Ill *3

, Sin embargo también se encuentra
coldgena tipo Il y IV, otras moléculas no colagenas como: glicoproteinas
(Osteopontina, Osteocalcina, Sialoproteina Osea, Proteina Morfogénica Osea) ,
fosfoproteinas y proteoglicanos (Condritin, Dermatan, Heparan sulfato, Acido
Hialurdnico.) que representan un 8% de la matriz orgénica, la fosfatasa alcalina
junto con otras enzimas representan el resto de los componentes de la matriz
organica. La poblacién celular esta compuesta por células progenitoras,
osteoblastos (origen mesenquimal), osteoclastos y osteocitos®. Los
componentes inorganicos son: hidroxiapatita (80%), carbonato de calcio vy

sales minerales.

13



Cemento radicular

En 1835 se describié el cemento'®, es un tejido conectivo mineralizado no
vascularizado, que ancla las fibras de colagena del ligamento periodontal a la
superficie radicular del diente. Participa en la reparaciéon y adaptacion radicular
por lo que tiene una constante remodelacion. Cubre a la dentina en su porcién
radicular y tiene contacto con la pulpa (porcion apical), la dentina (raiz del
organo dentario), el ligamento periodontal y el esmalte (uniébn cemento esmalte)
17 El &pice es donde existe una mayor cantidad de cemento depositado, y
donde tiene menor espesor es en la parte coronal donde puede tener contacto
con el esmalte o apenas tocarlo 3. El cemento es de gran importancia para la
adecuada formacion del periodonto y tiene su origen en el foliculo dentario

(ectomesénquima) *’.
Cementogénesis

La cementogénesis es un proceso complejo del cual falta alin por dilucidar, sin
embargo se sabe que la funcion de la Vaina Epitelial de Hertwing reside en la
diferenciacion de las células como cementoblastos y odontoblastos, ademas de
la formacién del numero de raices segun el érgano dentario. Por lo que surgen
teorias que buscan explicar el proceso de la formacién del cemento, existen
dos teorias®® de las cuales, la primera (clasica) propone que las células del
foliculo dental se diferencian a cementoblastos y atraviesan la Vaina Epitelial
de Hertwig, causando la fragmentacién de la vaina'®. En estudios realizados
por Hammarstrom se determindé que la amelogenina estd implicada en el
proceso de desarrollo del cemento radicular ?°. La segunda teoria postula que
la formacion del cemento es un proceso originado de células epiteliales, en
donde hay una transformacion epitelio mesenquimal por parte de las células

epiteliales de vaina de Hertwig. *°.

Tipos de Cemento: La clasificacion clasica es aquella que se basa en la
presencia o ausencia de células (cementocitos) y el momento en que se forma,
siendo la siguiente; el cemento acelular es el primero en formarse por lo que se
encuentra en las dos terceras partes de la raiz y carece de cementocitos, esta
cubierto por el cemento celular; el cemento Celular (Secundario) empieza a ser

depositando cuando se inicia la oclusion y permanece depositandose por los

14



cementoblastos haciendo que las fibras de colagena queden atrapadas por el
cemento radicular (fibras de Sharpey), ademas estos cementocitos al

microscopio tienen una forma estrellada® **2.

Sin embargo, existe otra clasificacidon que se basa en las fibras intrinsecas o
extrinsecas en el cemento: Cemento afibrilar acelular: se forma después de
que la corona dental termina de formarse, este cemento estad constituido
exclusivamente por la matriz mineralizada, se localiza en la unién cemento
esmalte, y como lo indica no tiene fibras que lo anclen. Cemento celular con
fibras intrinsecas: contiene cementocitos atrapados en la matriz de colagena
que recubren a la raiz. Su aposicion es mas rapida lo que le confiere la
capacidad de reparacion, se encuentra en la porcién apical. Cemento acelular
con fibras extrinsecas: tiene una aposicion constante, la raiz se encuentra
cubierta por este tipo de cemento de un 40% hasta un 70% y se localiza

perpendicularmente* 172,

Composicion del cemento

El cemento esta constituido por un 50% de contenido inorganico que es
principalmente hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) y el otro 50% formado por
matriz organica. La composicion de la matriz organica contiene colagena tipo |
(90%) que desempeiia un papel estructural, colagena tipo Il (5%), en menor
proporcion se encuentran colagenas tipo Xll, V, VI y XIV. ElI cemento posee
también proteinas no colagenas como: proteoglicanos, glucosaminoglicanos 23
sialoproteina Osea , proteina de la matriz de dentina 1 (DMP-1), fibronectina,
osteocalcina, osteonectina, osteopontina, tenascina, proteolipidos , ademas de

factores de crecimiento’?*,

Se puede mencionar algunas de las proteinas no
colagenas que juegan un papel importante en el cemento radicular como:
Osteopontina: es una fosfoproteina glicosilada que contiene un dominio
arginina-glicina- Aspartato, desempefia un papel en el desarrollo y en la
reparacion celular, esta implicada en el crecimiento celular, diferenciacion y en
la migracién celular®. Sialoproteina ésea: es un monoéster ortofosférico
fosfohidrolasa, existen cuatro tipos que son: intestinal, de placenta, de células
germinales y no-tejido especifico. La de tipo no-tejido especifica es producida

por cementoblastos y osteoblastos?.

15



Tanto la Osteopontina como la Sialoproteina Osea se expresan durante etapas
tempranas del desarrollo de la raiz de los 6rganos dentarios y son abundantes
en el cemento afibrilar acelular, por su secuencia Arginina- Glicina-Acido
aspartico tienen una unién fuerte a la colagena y la hidroxiapatita, se piensa
que participan en la diferenciacion de las células troncales para que se
diferencien a cementoblastos’’. La osteopontina y la Sialoproteina ésea tienen
la capacidad de regular cristales de fosfato octacélcico (precursor de la
hidroxiapatita) por su estructura con poli- Asp y Poli- Glu que unen calcio a
superficies mineralizadas®’. Fibronectina: se piensa que tiene un papel en la
diferenciacion de los odontoblastos y en el desarrollo al unir ciertos elementos
de la matriz extracelular. La osteocalcina: es una proteina de peso molecular
pequefio (6kDa), se cree que esta implicada en el proceso de mineralizacion y
en el desarrollo, y que su papel consiste en controlar la concentracion de
minerales. La osteonectina es una proteina glicosilada se encuentra en el
cemento acelular y es expresada por los cementoblastos, también esta

implicada en el proceso de mineralizacién ** 2%%8,

Poblacién celular del cemento radicular.

Cementoblastos: estan localizados en la superficie del cemento orientados
hacia el ligamento periodontal, son los responsables de la constante aposicidon
del cemento celular. Cementocitos: son los cementoblastos que quedaron
atrapados en el cemento radicular. Cementoclastos: estas células son las
responsables de la resorcion del cemento radicular’. Como se menciond
anteriormente, el cemento radicular y el hueso alveolar tienen una composicion
similar, sin embargo en un estudio comparativo entre cemento radicular y
hueso alveolar, se encontraron 83 proteinas presentes en el cemento radicular.
A continuacion se listaran algunas de las 83 proteinas y el proceso al que se
encuentran asociadas: Metabolismo: SOD3, GALNT12, MCCC2, FAXDC2,
ENO1, HCG2026193: Comunicacion celular y sefalizacion: PPP1R10, GNAZ,
MFGE8, ALS2, TGFB1l, RAB5B, TGFB2, DEPDC5, SORCS1,TMEM9B,
SPARCL1, GP1BB, OR5M3, RAB1C, GASG6, ITGAV: Crecimiento celular y
mantenimiento de estructuras: COL25A1; PCOLCE; SPP1; FMOD; C1QTNFS5;
EMILIN1; COL11A2; COL5A3; STRIP2; KIF13B; COL11A1; VIL1".
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Las proteinas que se listaron anteriormente solo son la comparaciéon de dos
tejidos sin embargo hay dos proteinas que se describen como cemento-
especificas una de ellas es la Proteina de Adhesion del cemento radicular
(CAP) y la segunda es la Proteina del Cemento 1 (CEMP1), estas proteinas se
relacionan con procesos de biomineralizacién 2°, adhesién celular * vy

diferenciacién celular **,
Proteina de Adhesién al Cemento (CAP)

Otro nombre que recibe es PTPLA. (Proteina tirosina tipo fosfatasa; prolina con
sitio catalitico en lugar de la arginina). El gen que codifica para esta proteina se
encuentra en el cromosoma 10p14-pl3 *, considerado como un splicing
alternativo del gen PTPLA. La proteina pertenece a la familia de PTP (proteinas
tirosina tipo fosfatasa) que estd implicada en procesos de crecimiento celular,
diferenciacion y cuando se encuentra desregulada en oncogénesis. Esta familia
se divide en tres integrantes de los cuales uno de ellos es PTPL que
posiblemente tiene una localizacion nuclear, también se cree que el producto
de PTPLA regule la fosforilacion de miembros de la familia de Retinoblastoma,
cuando se elimina el gen se presentan el sindromes de DiGorge y el
velocardiofacial®®. CAP es una proteina colagena con una movilidad relativa de
56kDa, estda compuesta por 140 aminoacidos, participa en el reclutamiento y
diferenciacion, cuando el cemento esta en formacion, promueve la adhesién
celular fundamental para la regeneracion de tejidos, tiene la capacidad de
unirse a poblaciones de fibroblastos del ligamento que los diferencia hacia un

tipo osteoblastico®*.

Proteina del Cemento 1(CEMP1)

Inicialmente estd proteina fue aislada de células derivadas de un
cementoblastoma humano. El gen que codifica para esta proteina es el
16p13.3. La proteina de CEMP1 se compone de 1374pb, que codifican para
una proteina final de 247 aminoéacidos. Tiene un peso teérico de 25.9 kDa, pero
presenta una gran cantidad de modificaciones postraduccionales como
glicosilaciones y fosforilaciones. Debido a las modificaciones postraduccionales

obtiene una movilidad relativa de 50kDa. Se piensa que se localiza en el nucleo

17



pero no se han encontraron motivos de unién a DNA. Al buscar en las bases de
datos no se encontr6 homologia con otra proteina. Se encontré una expresion
alta del ARNm en la capa que recubre tanto al cemento celular como al
acelular®. Se expresa en cementoblastos, subpoblaciones del ligamento
periodontal que tienen una localizacion paravascular y espacios endosteales
del hueso®. En un sistema libre de células utilizando a la proteina
recombinante humana hrCEMP1, se demostré que regula la nucleacion de
cristales de fosfato octacalcico (precursor de la hidroxiapatita) en forma de
aguja®’, ademas se ha demostrado experimentalmente que tiene una alta
afinidad a la hidroxiapatita. En el afio 2007, Carmona et al., demuestran que al
transfectar con el gen de CEMP1 y sobreexpresar a la proteina en células
como son los Fibroblastos Gingivales Humanos (HFG), aumentaba la velocidad
de la proliferacion en los Fibroblastos que fueron transfectados con el gen de
CEMP1, de manera sobresaliente los fibroblastos transfectados formaron
nédulos de calcio que fueron tefiidos con alizarina roja que demostraba la
induccion de los fibroblastos hacia un fenotipo mineralizante, para corroborar
estos hallazgos se buscaron moléculas implicadas en el proceso de
biomineralizacion (Fosfatasa Alcalina, sialoproteina 6sea, osteocalcina y
osteopontina) que se expresaron en los fibroblastos transfectados, a nivel
transcripcional como traduccional, confirmando que los HGF al ser

transfectados con el gen de CEMP1 adquieren un fenotipo tipo mineralizante®.
Enfermedad Periodontal

La enfermedad periodontal es un proceso inflamatorio que afecta a los tejidos
de sostén del periodonto *, cuando este proceso se vuelve crénico hay una
pérdida de tejidos, una reduccion de la altura de la cresta alveolar derivando en
la perdida de los 6rganos dentarios, se considera que es una enfermedad
multifactorial, algunos de los factores que contribuyen son: el tabaquismo,
enfermedades sistémicas (diabetes, enfermedades autoinmunes, etc.),
farmacos, protesis mal adaptadas que permiten la acumulacion de biopelicula

bacteriana®.

La terapéutica empleada para la enfermedad periodontal es inicialmente la

eliminacién de microorganismos y la biopelicula dentobacteriana para detener
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el avance de la enfermedad periodontal. Una vez eliminado el foco de infeccidn
y que se ha delimitado el dafio pueden emplearse terapéuticas como la
regeneracion tisular guiada, la medicina regenerativa, ademas de agentes
activos biologicamente como la matriz derivada de esmalte (EMD) y factores de

crecimiento™,
Terapia Regenerativa

Para alcanzar la regeneracion es necesaria la formacion de cemento para que
puedan anclarse las nuevas fibras periodontales que se unan al hueso alveolar
y lograr restablecer totalmente la funcionalidad de aquellos tejidos que se
perdieron en la enfermedad periodontal, pero es complicado hacerlo en la
clinica por la cantidad de variables que dificultan el proceso, debido a que la
boca es un nicho expuesto a una gran cantidad de sustancias, aunado a la
respuesta inmune que desencadena debido a la insercion de agentes extrafos,
por ejemplo: los injertos 0seos. Las terapias que cominmente se usan son
aguellas dirigidas a hueso, por medio de sustitutos 0seos. Los injertos pueden

ser de diferentes tipos segn el origen que tengan *° (Tabla 1).

Tipn de [njerto Crigen
Autdgenos M istmo individuo
alogénicos Misima especie
¥enainjertos Otra especie
aloplasticos Sintetic o

Tablal. Tipos de Injertos

Una innovaciébn como alternativa para la regeneracion, es la medicina
regenerativa en la que participan células mesenquimales como un medio para
lograr la regeneracion de tejidos***®*’  las células que por excelencia poseen la
capacidad de formar cualquier tipo de tejido son las embrionarias, pero esto
plantea un problema ético *®, razén por la cual se buscan fuentes de las cuales
se puedan obtener células pluripotentes, pero las fuentes no son tan
accesibles, por lo que se buscé la forma de obtener una fuente de células con

capacidad de pluripotencia como es la reprogramacion celular.
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Reprogramacion Celular

La reprogramacion se puede definir como una técnica empleada para la
obtencion de iPS (células troncales pluripotentes inducidas) de células
somaticas. Las iPS presentan las caracteristicas similares a las células
embrionarias como son: autorenovacion, pluripotencia, morfologia, expresion
génica y la expresiéon de marcadores asociados a la superficie celular®®. La
autorenovacion puede definirse como la capacidad de las células troncales
para dividirse de forma asimétrica e ilimitada, manteniendo a las células en
estado indiferenciado. Mas de 100 genes fueron identificados como
reguladores de la pluripotencia®®. Yamanaka y Takahashi en el 2006
seleccionaron a 24 genes que podrian ser reguladores maestros y mediante la
transduccion viral en Fibroblastos Embrionarios de Ratones (MEF), llegaron a
la conclusion que se podia inducir a la pluripotencia los MEF con un minimo de

cuatro factores que fueron: Oct3/4, Sox2, Klf-4 y c-Myc>*>2.

La reprogramacion se divide en 3 fases de acuerdo al perfil de expresion

génica que son iniciacion, maduracion y estabilizacion
Primera etapa

Es una fase que se caracteriza por la transicion de mesénquima epitelio (MET)
que da como resultado un cambio en su morfologia. A nivel molecular la
expresion de genes exdgenos, causando la activacion de genes enddgenos por
ejemplo: Cdhl y Epcam, mientras que otros que son marcadores de linajes se
suprimen, existe un cambio en el metabolismo, en la velocidad de

proliferacion® >,

Segunda Etapa.

Se expresan genes asociados a la reprogramacion celular como: Oct/4, Nanog,
Fbox15, ICAM1, etc. pero todavia hay dependencia a los transgenes. En esta
fase se da la activaciéon del circuito de pluripotencia que se integra de Oct3/4,
Sox2 y Nanog. Es uno de los pasos criticos ya que son pocas las células que

llegan a esta fase®*.
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Tercera Etapa.

Ocurre cuando las células adquieren su estado de Pluripotencia, presentan
estabilidad y tienen la capacidad de autorenovacién sin la ayuda de los

transgenes, hay cambios epigenéticos y una remodelacion del citoesqueleto®
53,54

Proteinas asociadas a la reprogramacion celular.
* OCT 3/4 (Octamer binding protein)

Es conocido también como Oct3, Oct 4, OTF3, OTF4 y Pou5F1(Pit-Oct-Unc). El
gen que codifica para esta proteina se localiza en el cromosoma 6p21.1355 y
pertenece a la familia POU que son factores que activan la expresion de genes
blancos que se unen a la secuencia consenso AGTCAAAT usando una unién
bipartita al ADN °°. Oct3/4 esta formado por dos subdominios, cada subdominio
se constituye por una estructura dos hélice- vuelta- hélice que mantienen
contacto con el ADN, se mantienen conectados por una fraccion variable. El
primer domino tiene 75 aminoacidos en el extremo amino terminal, tiene gran
cantidad de prolina y residuos acidos, mientras que el segundo dominio de 60
aminoacidos en el extremo carboxilo terminal abundante en prolina, serina y
residuos de treonina. Parece que ambos tienen la capacidad de

transactivacion®” 8,

El homeodominio de POU esta implicado en el desarrollo
embrionario, el ARNm se encuentra en oocitos maduros, en el blastbmero y
posteriormente por la Masa Interna Celular (IMC), la expresion de Oct3/4 solo
se mantiene en células germinales primordiales (PGC), y se encuentra

asociada con el mantenimiento de la pluripotencia en células madre®.

Oct3/4 interactia con un 623 de genes °°

Nanog,Sox-2, LEFTY2/EBAC, CDX2 HAND1,DPPA4, GJA1l/ CONNEXIN43,
FOXO1A, CRIPTO/TDGF1, ZIC3, lbx-15°*,

, como por ejemplo: Oct4,

La manera en que se regula Oct3/4 a nivel transcripcional es mediante
elementos cis que se encuentran rio arriba del gen, ademas de las metilaciones
gue presenta la cromatina. Se reportaron dos elementos potenciadores, uno
distal y otro proximal que podrian regular la expresion de Oct3/4. Se demostrd

que el Factor Nuclear de Células Germinales al unirse con el potenciador
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proximal tiene la capacidad de reprimir al gen de Oct3/4 durante la
diferenciacion celular*®. Niwa et al., en sus estudio establecen que los niveles
de expresion de la Oct3/4 son determinantes para el mantenimiento de la
pluripotencia como para la diferenciacion celular. Cuando Oct3/4 se
sobreexpresa da como resultado una diferenciacion a linajes como el
endodermo y mesodermo, mientras que para mantener la diferenciacién se
requiere de niveles criticos, al subexpresarse hay una diferenciacion a
Trofoectodermo. Por lo que se le considera un gen maestro, en el
mantenimiento de la pluripotencia o para la diferenciacion. La familia de POU
cooperan con otros factores en este caso el que es de gran interés es un factor

de la familia Sry que es Sox2%.
Sox2 (SRY-related HMG-box )

Es integrante de la familia SRY (Sex Determining region Y )®* que consta 20
miembros, también se le conoce como ANOP3 y MCOPS3. El gen que codifica
para la proteina de Sox2 se localiza en el cromosoma 3g26.3-g27. Se expresa
en el neuroectodermo durante la gastrulacion y también el sistema nervioso.
Se ha demostrado que el ARNm se encuentra inicialmente expresado en la
moérula y posteriormente se expresa en la IMC ®2. Tiene un dominio HMG (High-
Mobility Group) que se encuentra muy conservado que le otorga la capacidad
de union al ADN. Se ha descrito que esta implicado en la autorrenovacion de
las células madre, ademas de que se requiere para la diferenciacion de las
células neurales®®. Se ha observado que Oct3/4 junto con Sox-2 y OPN se
encuentran presentes en células embrionarias de raton en estadios tempranos.
Probablemente, la OPN se correlaciona con los niveles de Oct3/4 y Sox-2
durante la diferenciacion de las células, y que Oct3/4 y Sox2 regulan la
expresion de la OPN, ademas de células del hipoblasto que se convertira en el
endodermo parietal ®. El sinergismo que hay entre Oct3/4 y Sox2 esta mediado
por las interacciones que hay entre sus proteinas, se ha descrito que cuando
Sox2 esta ausente la expresion de Oct3/4 no es suficiente para potenciar la
actividad de FGF4. Se ha demostrado que la eliminacién de Sox2 es letal en
células como el zigoto, debido a que Sox2 se encuentra implicado en la

formacién del trofoectodermo para la implantacion®.
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Nanog

El gen que codifica para esta proteina se localiza en el cromosoma 12p13.31%,
es un factor transcripcional que forma parte de una familia de 11 pseudogenes,
de los cuales NANOGP8 solo se encuentra en el genoma humano. Esta
implicado en el mantenimiento de la pluripotencia en células embrionarias,
autorenovacién y se encuentra expresado en la IMC y en células troncales®’.
La proteina de NANOG se forma por la union de 280 aminoacidos, posee un
dominio “Homebox”, que tiene homologia con la familia de genes NK2 (por sus
descubridores Kim y Niremberg). La estructura que posee es la siguiente: tiene
un dominio de 96 aminoacidos constituido principalmente por serinas en el
extremo amino terminal, y un dominio de 50 aminoacidos, principalmente
triptéfano en el extremo carboxilo. En el extremo carboxilo se encuentran
repeticiones de pentapéptidos (actian como transactivadores) que inician con
el aminoacido tripté6fano®. Se ha sefialado que Nanog puede inducir a las
células embrionarias hacia una diferenciacion a mesodermo, esto se obtiene
cuando Nanog interactia con SMAD1 e impide el reclutamiento de complejos
de las SMAD, impidiendo la activacion de las Proteina Morfogénica Osea
(BMP). Por lo que se piensa que Nanog tendria la capacidad de disminuir la

cantidad de progenitores del mesodermo®.

KIF-4 ( Kruppel-like factor 4)

En humanos, el gen que codifica para esta proteina se localiza en el gen 9931
0 es un factor de transcripcién del tipo de dedos de Zinc, se expresa en el

ectodermo y en el endodermo intestinal’

, que también se le conoce bajo los
nombres de EZF y GKLF. Es una proteina que consta de 479 aminoéacidos. Es
una familia que se compone de 25 miembros en humanos, incluidos los
factores KLF como los SP1, se ha determinado que KLF-5 se expresa a nivel
intestinal. La familia de KLF tiene relaciéon con diversos procesos biologicos
como son: diferenciacion, proliferacion y apoptosis celular, ademas de que
participa en la reprogramaciéon de células para la induccibn a la

pluripotencia’ "2,

Participa en la regulacién del ciclo celular, regulando
negativamente la expresion de marcadores relacionados con el endodermo,

regulando las funciones de p53 en la transicion de G1->S y G2->M. Un
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knockdown de KIf-4 va a conducir a sobreregular la expresion de marcadores
del endodermo y la diferenciacién hacia mesodermo’. Se ha demostrado que
con la delecién de Klf4 las células de piel no se diferenciaban de forma
adecuada lo que corrobora que KIf4 interviene en la proliferacion y
diferenciacion’®. Se ha identificado que cuando la expresion de KLF4
disminuye, también lo hace la proliferacién, porque evita el paso de G1 a S. Por
otro lado cuando la proliferaciébn es muy alta, los niveles de KLF4 tienden a
disminuir, por el contrario cuando no hay las condiciones apropiadas para el
crecimiento como la ausencia de suero o la presencia de citocinas que inhiben

el crecimiento la expresién de KLF4 se ve aumentada’.

c-Myc (myelocytomatosis oncogen)

Pertenece a la familia de factores transcripcionales Myc que tienen la
capacidad de reconocer la secuencia que estan relacionados con procesos
como el crecimiento celular, la replicaciéon, regulacion del ciclo celular,
apoptosis, diferenciaciéon e incluso la estabilidad del genoma, también se le ha
descrito como un activador y represor transcripcional”. La familia Myc tiene
una cremallera de leucina y un dominio hélice vuelta hélice. Por lo general esta
familia necesita de la heterodimerizacibn a MAX que es un factor X que se
asocia a alguno de los miembros de la familia MYC a sus dominios de la
cremallera de leucina’®. La familia Myc se divide en 4 miembros que son: c-
Myc, N-Myc, L-Myc y B-Myc (carece de los dominios que le dan funcién por lo
que algunos autores no lo consideran) . Se ha descrito que c-Myc puede
actuar rio arriba, rio abajo y paralelo. Cuando lo hace rio abajo actia sobre las
ciclinas, sobre Rb y E2F. También se ha observado que cuando se
sobreexpresa p21 subexpresa a c-Myc y como consecuencia se disminuye el
crecimiento celular. Mientras que rio arriba c-Myc regula de forma negativa a
pl5, pl6, y p 21. Por lo que evita una acumulacion de pl5 (impidiendo la
senescencia). Se piensa que c-Myc actua al regular los niveles de las ciclinas
E-CDK2®. Y por tanto es un regulador del ciclo celular, al controlar la transicion
de fase G1 a sintesis®. En los trabajos de Yamanaka se demostré que c-Myc
es uno de los factores que inducen la pluripotencia, posteriormente se
demostré que aun sin c-Myc se podia obtener la induccién sin embrago la taza
de reprogramacion es muy baja, finalmente Nakawaga afirma que c-Myc
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puede reprogramar a las células independientemente de su capacidad

transformante’.
SSEA-4 (Stage Specific Embryonic Antigen 4)

Se le conoce también por el nombre de Monosialosyl globopentaosylceramide
(MSGDb5). Es un glicofosfolipido que se propuso y se ha empleado como
marcador de células embrionarias humanas y para el aislamiento de células
pertenecientes al linaje mesénquimal®®®!. Se expresa en estados embrionarios,
en tumores testiculares de células germinales, entre otros. La funcién que
desempeiia aun es desconocida pero se emplea como un marcador de
poblaciones que tiene la capacidad de pluripotencia sin embargo no es
indispensable para la regulacién en la pIuripotenciagz. Sin embargo se piensa
que SSEA4 podria jugar un rol en la diferenciacion celular en células
pluripotentes pero todavia falta mucho por dilucidar®. En un estudio realizado
en pancreas humano fetal se encontrd la presencia de varios marcadores de
pluripotencia, de los cuales SSEA4 se expresaba en mayor cantidad, se ha
descrito la presencia de SSE en células neurales humanas, ademas de células
mesénquimales de la dermis humana®. Se piensa que no es una determinante
para la regulaciéon de la pluripotencia, incluso se expresa en células que estan
especializadas®. Se ha observado que las células del ligamento periodontal
expresan marcadores como: SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, OCT4, NANOG,

SOX2 y REX1, ademas de tener actividad fosfatasa alcalina®®.
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Justificacion

e Estudios recientes han demostrado que el gen de CEMP1 al ser
transfectado y expresado en células no mineralizantes como son los
fibroblastos gingivales humanos, induce un cambio en la expresion de
moléculas asociadas al proceso de biomineralizacion, asi como al
fenotipo cementoblastico/osteoblastico, por lo que es de suma
importancia determinar si CEMP1 podria intervenir en la reprogramacion

celular.
Hipotesis

La expresion de CEMP1 en fibroblastos gingivales humanos, induce la
expresion de reguladores transcripcionales implicados en la reprogramacion

celular.
Objetivo General

Identificar reguladores transcripcionales implicados en reprogramacion celular
en HGF transfectados con el gen de CEMP1 (HGF/CEMP1).

Objetivos Especificos

A nivel transcripcional y traduccional:
*Determinar la expresion del regulador Oct3/4
* Determinar la expresion del regulador Sox2
* Determinar la expresion del regulador c-Myc
* Determinar la expresion del regulador Klf4
* Determinar la expresion del regulador SEEA-4

* Determinar la expresion del regulador Nanog.
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Materiales y métodos
Cultivo Celular

Los fibroblastos gingivales que se utilizaron en este estudio se

obtuvieron de encia humana sana a través de la técnica de explante celular,

. . 87
como se ha descrito previamente™ .

Las células de encia humana fueron cultivadas en cajas falcon de 75
cm? en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), suplementado con
suero fetal bovino (SBF) al 10% y antibioticos (100 pg/ml estreptomicina y 100
U/ml penicilina, Sigma Chemical CO, Saint Louis MO). Las células se incubaron
a una temperatura de 37°C, con 95% de humedad y 5% de CO.. Las células de
encia humana se usaron en el segundo pasaje para todos los procedimientos

experimentales.
Cultivo Experimental

Las células se sembraron por triplicado y se recolectaron en los
siguientes periodos de tiempo (0, 1, 5 y 7 dias) tanto para HFG con el vector
vaci6 como para los HFG que fueron transfectados con el gen de CEMP1
(HFG/CEMP1). En cada periodo de tiempo las células se desprendieron de la
caja de cultivo con un gendarme y centrifugaron (2000 rpm, 5 min, temperatura
ambiente). El boton celular se lavé con amortiguador de fosfatos estéril pH 7.4.
Una vez obtenido el botdn celular, este se resuspendié con el amortiguador de

lisis 200ul y con inhibidores de proteasas.
Lisis Celular

La lisis celular se realizd6 mediante vibracion ultrasénica con un
homogenizador ultrasonico (Sonic Ruptor 250, OMNI USA) que genera una
frecuencia de salida de 20 kHz, teniendo la muestra en hielo, esta se sénico

durante un ciclo de 10 segundos y un pulso intermitente del 40%.
Transfeccion de Fibroblastos gingivales humanos.

La region codificante de CEMP1 (GenBank Accsession No.
NM_001048212) fue ligada al vector pENTR/SD/D (Invitrogen, Carlsbad, CA.).
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La construccion resultante fue pENTR/SD-CEMP1 que se recombino con el
vector de expresion pcDNA40 (invitrogen). Con el pladsmido resultante
pcDNA40-CEMP1, los HFG fueron transfectados mediante Lipofectamina 2000.

Expresion a nivel Transcripcional
Extraccion de RNA

Para la extraccion del RNA total de las células, se empleé un
amortiguador con un agente caotrépico como el tiocinato de guanidina (Trizol®
invitrogen). La cuantificacion del RNA se realiz0 mediante espectrofotometria
utilizando luz UV con una longitud de onda de 260nm (Nanodrop®ND-1000
Spectrophotometer).

PCR en tiempo Real (QRT-PCR)

Para los ensayos de gRT-PCR (por sus siglas en Inglés quantitative
polymerase chain reaction) se utilizé un kit SuperScrip®Ill Platinum® SYBR®
Green One-Step y un termociclador (Corvertt 6000). La cantidad de RNA usada
para cada reaccion fue 10 ng. La programacion para gRT-PCR fue la siguiente:
Reaccion de cadena polimerasa: a 95°C durante 5 minutos, 50 ciclos formados
por dos periodos: desnaturalizacion a 60°C durante 30 segundos Yy
realineamiento: a 60 grados por 30 segundos. La extension fue a 72°C por un

minuto.

Las secuencias de los cebadores que se emplearon so  n las siguientes:
OCT3/4

Sentido 5 GGTTCTCGATACTGGTTCGC 3’

Antisentido 5" GTGGAGGAAGCTGACAACAA 3’

SOX-2

Sentido5" GCTTAGCCTCGTCGATGAAC 3

Antisentido 5° AACCCCAAGATGCACAACTC 3
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NANOG

Sentido 5" ATGGAGGAGGGAAGAGGAGA 3

Antisentido 5" GATTTGTGGGCCTGAAGAAA 37

c-MYC

Sentido 5" GCAGCCTCAGAGTTTGAGAAA 3

Antisentido 5" CCCTCGTGTTCCGCTACC 3

KLF-4

Sentido5’ GTCAGTTCATCTGAGCGGG 3’

Antisentido 5" AGAGTTCCCATCTCAAGGCA 3

SSEA4

Sentido 5 AGGGTACATGAAATGGTGGG 3

Antisentido 5" GACGGGCACAACTTCATCAT 3

CEMP1

Sentido5” ATGGGCACATCAAGCAVCTGA 3

Antisentido 5" CCCCATTAGTGTCATCCTGC 3

GAPDH

Sentido 5"CAACGGATTTGGTCGTATTGG 3

Antisentido 5° GCAACAATATCCACTTTACCAAGAGTTAA 3
Expresion de Proteinas

La expresion a nivel traduccional de las moléculas relacionadas con la
reprogramacion celular (Oct3/4, Sox-2, Nanog, Klf-4, c-Myc y SSEA-4) se

confirmd mediante la técnica de Western Blot.

Preparacion de la muestra
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La cuantificacion de proteina se realizd con la técnica de Bradford®®. El
extracto de proteinas se precipito durante una noche con acido tricloroacético
20%. El boton de proteina se resuspendio en 12 pl de amortiguador de carga y
se le agrego 6 pl de agentes caotropicos, urea, detergentes no iénicos (MOPS
y CHAPS), EDTA vy ditiotrietol para evitar un replegamiento de la estructura de

la proteina.
Electroforesis SDS-PAGE

Para la realizacion de la electroforesis, en todos los casos, se utilizd
20ug de extracto de proteina por cada muestra. Se emplearon geles de
poliacrilamida SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) al 12%.

Inmunodeteccién (Western Blot)

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas que fueron
electroforéticamente separadas se electro-transfiieron a membranas de
fluoruro de polivinilideno (Immobilon-PVDF), posteriormente se bloquearon
sitios de unidén inespecificos en la membrana con la solucion de bloqueo
(apéndice 1 amortiguador de fosfoproteinas y 5% de leche descremada)
durante 2 horas a 4°C, en agitacion. Cumplido el tiempo de bloqueo, se
realizaron 3 lavados con PBS-Tween al 0.15% cada lavado con una duracion
de 15 minutos. Posteriormente se realizo la incubacion del anticuerpo primario
(Tabla 2) durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se hicieron 3 lavados
cada uno de 15 min para después incubar el anticuerpo secundario (1:2000)
durante 2 horas. La inmunodeteccion se llevo a cabo mediante precipitacion de
diaminobenzidina (DAB).

Anticuerpo Primario Dilucidn
Oct3fa 1:200
Sox%-2 1:500
Nanog 1:500
KIf-4 1:300
c-Myc 1:300
SSEA-4 1:200
GAPDH 1:1000

Tahla 2. Dilucitn de los Anticuerpos Primarios
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Procesamiento de la membrana.

La membrana de PVDF fue digitalizada, para obtener la densitometria
(Image J) de las bandas. Los resultados de la densitometria se analizaron con
la prueba estadistica t-student pareada con ayuda del programa informatico

Prism5, considerando como diferencia estadistica cuando la p< 0.05.
Analisis Estadistico

Los resultados del gRT-PCR se normalizaron y analizaron con el
programa Rotor Gene 6000, los datos recolectados se compararon con la

prueba estadistica t-student pareada mediante el programa GraphPad Prism 5.
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Resultados
Expresion a nivel transcripcional.
OCT 3/4

A nivel transcripcional observamos que en los dias 1,5y 7 la expresion génica
de OCT3/4 tiene diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) entre los
HFG y los HFG/CEMP1, donde los HFG/CEMPL1 tienen una mayor expresion
del ARN mensajero comparada con los HFG en los dias 1 y 5; para el dia 1 la
expresion en los HFG/CEMP1 es el doble de los HFG; para el dia 5 la
expresion geénica de los HFG/CEMP1 duplica a la cantidad de ARN mensajero
presente en los HFG, pero con el paso del tiempo del dia 0 al dia 7 la presencia
del ARN mensajero va disminuyendo en los HFG/CEMP1, hasta que la

expresion del gen OCT3/4 es mayor en los HFG para el dia 7 (Fig. 3).
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Fig. 3 Analisis de |a expresion diferencial del gen QCT3H4 en los HFG (BRzul v en los
HF GICEMP1 (Rojo) a los dias 0, 1, 5 ¥ 7. El experimento se realizo por triplicado v se
compararon los dos grupos con la prueba t-student pareada, p=0.05

Al comparar la expresion del gen de CEMP1 y OCT3/4 en los HFG/CEMPL1 se
muestra un comportamiento contrario donde a mayor expresion de ARN
mensajero de CEMP1 el ARN mensajero de OCT3/4 disminuye (Fig. 4),
posiblemente CEMP1 podria regular de forma negativa a OCT3/4. Como se
explico anteriormente OCT3/4 es parte del circuito de pluripotencia y la
expresion de esta molécula puede inducir la pluripotencia o la diferenciaciéon
segun los niveles que se exprese, segun la literatura al decaer la expresion de

OCT3/4 va a desencadenar la diferenciacién celular®.
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Fig: 4 Analisis de la expresidn del gen OCT34 enlos HEG (Azub v en los HF GICEM P
Merde), expresion de CEMP1 en los HF GICEMP1 (Rojo) alos dias0,1, Gy 7.

SOX-2

En la expresion del gen SOX-2 se observan diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) entre los HFG y los HFG/CEMP1, de tal forma que la
expresion génica de SOX-2 en los HFG/CEMP1 es mayor, comparada con la
expresion de los controles, esto se observa desde el dia 0 hasta el dia 7. En el
dia 0 los HFG/CEMP1 duplican la expresiéon de SOX-2 que la reportada por los
HFG; para el dia 1 la expresion del mensajero en HFG/CEMPL1 es cinco veces
mayor que la expresion de los HFG; durante el dia 5 el mensajero expresado
por los HFG/CEMPL1 se cuadriplica respecto a la expresion del mensajero de
los HFG vy finalmente para el dia 7 el mensajero presente en los HFG/CEMP1
supera por mas de 10 veces la expresion de SOX-2 en los HFG (Fig. 5).
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Fig. 5 Analisis de la expresidn diferencial del gen SOX-2 en los HF G Az ul) v en los
HF GICEMP1 (Rojo) a los dias 0, 1, 5y 7. El experitmento se realizo por triplicado ¥ se
compararon los dos grupos con la prueba t-student pareada, p=0.03
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La expresion de SOX-2 en los HFG/CEMP1 siempre tiene niveles altos de
expresion (Fig. 6), y de acuerdo a la metodologia, la Unica diferencia entre los
HGF es que un grupo fue transfectado con gen de CEMPL1, por lo que CEMP1
puede jugar un papel importante en la regulacion de la expresion a nivel
transcripcional de SOX-2. Al igual que OCT3/4 SOX-2 también es responsable
de activar diversos genes, pero SOX-2 no tiene la capacidad de auto-regularse
como lo hace OCT3/4, por lo que SOX-2 continua transcribiéndose, pero al
incrementarse su expresion se induce la diferenciacion celular al regular SOX-2

de forma negativa a otras moléculas como OCT3/4 y NANOG *°.
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Fig. B Analisis de la expresion del gen S0X-2 enlos HFG (Azull v en los HFGICEMP1
Merde), expresion de CEMP en los HFGICEMPY (Rojo a los dias0,1, 6y 7.

NANOG

Los HGF y HGF/CEMP1 presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0.05) en los dias 1,5y 7. Durante los dias 1 y 5 es cuando los HGF/CEMP1
tienen una mayor expresion génica que los HGF. En el dia 1 la expresién de los
HGF/CEMP1 es de mas de 20 veces mayor, que la de los HGF; en el dia 5 la
cantidad de mensajero en los HGF/CEMP1 es 0.5 mas que la de los HGF, pero
para el dia 7 en los HGF/CEMP1 hay una disminucién de 6 veces la expresion
del mensajero en los HGF (Fig. 7)
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Fig. 7 Analisis de la expresion diferencial del gen NANO G en los HFG (Azulb v en los
HFGICEMP1 (Rojoy & los dias 0, 1, 8y 7. El experimento se realizo par triplicado y se
compararon los dos grupos con la prugba t-student pareada, p=0.03

El nivel del mensajero en los HGF comparado con los HFG/CEMP1 parece
incrementar y disminuir en los mismos dias por lo que posiblemente CEMP1
no esta interviniendo en la regulacion a nivel transcripcional de NANOG (Fig.
8).
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Fig. 8 Analisis de la expresion del gen MANOG enlos HFG (Azul v en los HF GICEM P
Oferde), expresidn de CEMP1 en los HF GICEMPY (Rojd) & los dias 0,1, 8y 7.

NANOG es activado por OCT3/4 y SOX-2 °* si los niveles no son suficientes
para activar a NANOG, los niveles de NANOG disminuyen, en este caso podria
sugerirse que los bajos niveles de OCT3/4 causan que NANOG disminuya su
expresion génica, aunado a que cuando SOX-2 se encuentra elevado regula de
forma negativa a SOX-2.
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Se ha observado que cuando se reduce la expresion de OCT3/4 y NANOG se
produce la diferenciacién de las células %. Por lo que es posible que SOX-2 a
pesar de poseer niveles altos en los HFG/CEMP1 no sea capaz de mantener el
circuito de pluripotencia cuando OCT3/4 y NANOG se encuentran regulados a

la baja.
Circuito de Pluripotencia

El circuito de pluripotencia tiene la capacidad de activar a un gran niumero de
genes, entre ellos se encuentra KLF-4 y c-MYC, si el circuito de pluripotencia
estd activado desencadenara la activacion de genes relacionados con
pluripotencia mientras que reprime la expresiéon de otros genes que estan
asociados a la diferenciacion celular. La sobreexpresion de CEMP1 parece
tener repercusion en OCT3/4 pero principalmente influye en la expresion de
SOX-2 haciendo que tenga niveles muy elevados que podria contribuir a la
diferenciacion celular, mientras que los niveles de expresion en los controles
son mas uniformes lo cual podria conferirle un equilibrio al circuito de
pluripotencia y asi podria obtener las caracteristicas similares a las células

troncales. (Fig. 9)

A CIRCUNTO DE PLURIPOTENSIA B CIRCUITO DE PLURIPOTENCIA
CONTROLES 0 EXPERIMENTALES
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Fig. 9 (&) Grafica de |la expresidn de las proteinas que integran al circuito de Pluripotencia en
los HF G (B) Grafica de la expresiin de las proteinas del circuito de Pluripatencia en
HF GICERMP 1.

KLF-4

Los HFG y los HFG/CEMPL1 tienen diferencias a los dias 0,1 y 7. Donde los
HFG tienen una mayor expresion del gen KLF-4 respecto a los HFG/CEMP1,
en el dia 0 la cantidad de mensajero presente en los HFG es el doble de la que
expresan los HFG/CEMP1; durante el dia 1 la diferencia entre los controles y

experimentales es significativa pero no duplica la cantidad de mensajero en los
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controles como lo hace en el primer y en el dia 7, el mensajero expresado por
los HFG/CEMP1 es duplicado por el mensajero de los HFG. El dia 5 no
muestra diferencias significativas (Fig. 10)
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Fig. 10 Analisis de la expresion diferencial del gen KLF-4 en los HF G (&zull v en los
HF GYCEMPA (Rojo a los dias 0,1, 5y 7. El experimento se realizo por triplicado y se
compararon los dos grupas con la prueba t-student pareada, p=0.03

La expresion génica de KLF-4 a lo largo de los dias tanto en los HFG como en
los HFG/CEMP1 se incrementa o disminuye en los mismos dias (Fig. 11), no
parece existir una relacion entre la expresiéon de CEMP1 y KLF-4 sin embrago
en los experimentales es menor su expresion y dado que KLF-4 esta
involucrado en la diferenciacion de células epiteliales y en algunas funciones
del desarrollo esqueletal, y al estar a la baja es muy posible que facilite la
diferenciacion.
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Fig. 11 Analisis de la expresidn del gen KLF-4 enlos HF G (&zul) ¥ en los HFGICEM P1
Merde), expresidn de CEMP1 en los HF GICEMP1 (Rojo) a los dias0,1, 5y 7.
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c-MYC

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en los dias 0,1, y 5
donde los HFG tienen una mayor expresion génica en comparacion a los
HFG/CEMP1. En el dia 0 la cantidad de mensajero de los HFG duplica la
expresion de los HFG/CEMP1, para el dia 1 la cantidad en los HGF triplica la
cantidad de mensajero expresada por los HFG/CEMP1, y en el dia 5 la
cantidad expresada por los HFG supera por seis veces la cantidad de los
HFG/CEMP1, mientras que para el dia 7 no hay diferencias estadisticamente
significativas (Fig. 12)
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Fig. 12 Analizis de la expresion diferencial del gen oMY C enlos HFG 8zl v en log
HF GICEMPY (Rojod s los dias 0, 1, &y 7. El experimento se realizo por triplicado y se
compararon los dos grupos con la prueba t-student pareada, p=0.03

c-MYC interviene en la regulacion del ciclo celular que influye en los tiempos
del ciclo celular ya que las células troncales tienen tiempos cortos comparados
con la células somaticas que tiene ciclos celulares mas largos, ademas de que
participa en la transicion de epitelio mesénquima, cuando los niveles son bajos
los ciclos celulares se podria pensar en una taza de proliferacion baja,
aparentemente no parece existir una relacion entre CEMP1 y c-MYC sin
embrago la expresién génica en los HFG/CEMP1 es baja y podria ser que
directamente CEMP1 no lo regula directamente pero podria ser que interviene

con su expresion por otro mecanismo de regulacion(Fig. 13).
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Fig. 13 Analisis de la expresion del gen c-MYC en los HF G (Azul) v en los HFGICEMP1
fJerde), expresion de CEMP1 en los HF GICEMPY (Rojo) a los dias 0,1, 5y 7.

SSEA-4

SSEA-4 tiene una mayor expresion génica en los HFG durante los dias 0,1y 7.
En los dias 0 y 7 el mensajero en los HFG duplica la cantidad del mensajero
expresada por los HFG/CEMP1 y para el dia 5 no hay diferencias
estadisticamente significativas (Fig. 14).
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Fig. 14 Analisis de la expresion diferencial del gen SSEA-4 en los HF G {dzuly v en los
HF GICEMP1 (Rojo a los dias 0, 1, 8y 7. El experimento se realizo por triplicado y se
compararon los dos grupos con la prueha t-student pareada, p=0.03

SSEA-4 es un marcador de células embrionarias que también es expresado por

las iPS, en este caso la expresion del mensajero de SSEA-4 no supera en
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ninguno de los dias a la expresion de los HFG, podria sugerirse que CEMP1
regula de forma negativa a SSEA-4 y de esta manera podria facilitarse la

diferenciacion celular al tener este marcador de células troncales expresado a

la baja
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Fig. 18 Analisis de la expresidn del gen SSEA-4 en los HF G (Azul v en los HFGICEMP1
Merde), expresidn de CEMP1 en los HF G'CEMP1 (Rojo) alos dias 0,1, 8y 7.

Expresion a nivel traduccional

Rendimiento de proteina total

Se presenta en la siguiente tabla el rendimiento total de la proteina (Tabla 3)

CONDICIOR pg/pl pg totales
HFG dia 0 0.28426966 | 170.5617378
HFG dial 0.18184794 | 108.988764
HFG dia 3 0.13737828 | 118.4269663
HFG dia 7 0.23146067 | 231.4606742

HFG/CEMP1 dia 0 | 0.31535581 | 189.2134831
HFEG/CEMPL dial | 0.2588015 | 155.2808989
HFG/CEMP1 dia 5 | 0.39887a4 | 239.3258427
HFG/CEMP1 dia7 | 0.65168539 | 391.011236

Tahla 3. Rendimiento Total de la Proteing enlos HF G y en log HFGICEMPT.
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Las membranas donde se realizé la inmunodeteccion de las moléculas
asociadas a la reprogramacion celular y CEMP1, fueron digitalizadas y se
realizo la medicién de la densidad relativa de cada banda en pixeles (Fig. 16).

HEG HF GICEMPA h .
Dial  Dia1 DiaAa Dia7 Diad  Dia1l DiaAa Dia 7
Fig. 16 “Western Blot de los HFG v HGFICEMPY alos dias0, 1, 5y 7.
Oct3/4

A nivel traduccional, la expresion de Oct3/4 presenta diferencias
estadisticamente significativas en los dias 1, 5y 7 donde es mayor la expresion
de proteina en los HGF (Fig. 17). Contrario a lo que se observo a nivel
transcripcional los controles tienen una mayor expresion de proteina Oct3/4 por

lo que posiblemente hay un mecanismo de regulacion postranscripcional.

Segun lo reportado en la literatura cuando Oct3/4 se encuentra a la baja se da
la diferenciacién de las células. Cuando Oct3/4 no puede mantener su propia
transcripcion y no activar genes o reprimir genes se favorece al proceso de

diferenciacion celular.
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Fig. 17 Analisis de la expresion diferencial de la proteina Oct3’4 en los HFG v
HFGICEMPT & los dias 0, 1, 5 v 7. El experimento se realizo por triplicado v se
compararan los dos grupos con la prueba t student pareada, p=G0.03

Sox-2

No existen diferencias estadisticamente significativas a nivel traduccional entre
los HFG y los HFG/CEMPL1. Contrario a lo que se esperaria por la alta
expresion génica de SOX-2, por lo que al igual que Oct3/4 se sugiere un
mecanismo de regulacion postranscripcional, donde el ARNm se degrada

rapidamente.

EXPRESION DIFERENCIAL SOX-2
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Fig. 18 Anadlisis de la expresidn diferencial de |a proteina Sox-2 en los HFG v
HFGICEMP1 & los dias 0, 1, 5 v 7. El experimento se realizo por triplicado v se
compararon los dos grupos con la prueha t student pareada, p=0.03
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Nanog

La expresion proteica de Nanog muestra diferencias estadisticamente
significativas solo en el dia 7, donde los HGF expresan una cantidad mayor de
proteina en comparacién de los HGF/CEMP1. Conforme avanza el tiempo la
cantidad de Nanog presente en los HGF/CEMPL1 va disminuyendo (Fig. 19).
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Fig. 19 Analisis de la expresion diferencial de |a proteina Manog en los HFG y
HFG/CEMP1 a los dias 0, 1, 8 v 7. El experimento se realizo por triplicado v se
campararon los dos grupos con la prueba t- student pareada, p=0035

Nanog pertenece al circuito de pluripotencia, y también regula genes asociados
al mantenimiento de pluripotencia pero al reducir su expresiéon deja de
promover la expresion de genes que favorecen la pluripotencia. Como se sabe
los niveles tanto de Oct3/4 como de Sox-2 también son determinantes para la
expresion de Nanog, lo que nos podria indicar que en los HFG/CEMP1 no hay
un mantenimiento del circuito de pluripotencia y por tanto se favorece a la

diferenciacion celular (Fig. 20)
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Figy. 20 (A) Grafica de |a expresion de las proteinas gue integran al circuto de Pluripotencia en los HFG. (B) Gréfica de la expresiin de las prateinas
del circuito de Pluripatencia en HF GICEMP.
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Klf-4

Hay diferencias estadisticamente significativas para el dia 1 donde los
HGF/CEMP1 expresan menor cantidad de proteina comparada con la cantidad
de proteina de los HFG, que mantienen niveles constantes a lo largo de los
dias (Fig. 21), al igual que sucede a nivel transcripcional parece ser que
CEMP1 no regula a Kif-4.
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Fig. 21 Anélisis de la expresion diferencial de la proteina KIF4 en los HF Gy HF GICEMP1 a los

dias 0,1, &y 7. El experimanto se realizo por triplicadoy se cormpararon los dos grupos can la
prueba t- student pareada, p=0.035

c-Myc

A nivel traduccional encontramos diferencias estadisticamente significativas
entre los HGF y los HGF/CEMP1 donde los HGF estan expresando una mayor
cantidad de proteina en los dias 1 y 5 comparado con los HGF/CEMP1 pero al
dia 7 la cantidad de proteina presente en los HGF/CEMP1 es mayor que la que

se encuentra en los HGF. (Fig. 22).

c-Myc esta implicada en la regulacion del ciclo celular, por lo que durante la
reprogramacion hay un incremento en la actividad de c-Myc que desencadena
la elevacién de las CDK regulando asi al ciclo celular. Pero de acuerdo a los
resultados la expresion proteica de c-Myc se encuentra disminuida lo que nos
podria indicar que su ciclo es similar a la de una célula somatica o que su taza

de proliferacién no se encuentra asociada a esta molécula.
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Fig. 22 Andlisis de la expresion diferencial de la proteing o-Myc enlos HFG v HFGICEMPT a
los dias 0, 1, 5y 7. El experimento se realizo por triplicado v se cormpararon 105 dos grupos con
la prueba t- student pareada, p=0.03
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Discusion

Durante la enfermedad periodontal, los tejidos que dan soporte al 6rgano
dental, sufren alteraciones como resultado de la respuesta inflamatoria, esta
causa la pérdida de los 6rganos dentarios. La enfermedad periodontal en

México tiene una prevalencia del 67.2% .

Por lo general las terapias
empleadas para tratar esta enfermedad, se enfocan solamente a la limitacion
del problema y reparacion de los tejidos, pero no hay una regeneracién de los

tejidos.

Sin embargo siempre se ha buscado la regeneracion tisular y una de las
propuestas es la medicina regenerativa que emplea a las células como terapia
y aunque todavia falta mucho por dilucidar, esta terapia podria aplicarse en una
gran cantidad de campos clinicos. Como se mencion0 anteriormente mediante
la reprogramacién celular se pueden obtener iPS que poseen caracteristicas
similares a las células troncales que pueden diferenciarse a cualquier tipo
celular de las tres capas germinales por lo que la reprogramacion es una

alternativa para la regeneracion tisular.

El objetivo de este trabajo consisti6 en determinar la expresiéon a nivel
transcripcional y traduccional de aquellos reguladores relacionados con la
reprogramacion celular en HFG/CEMP1. De acuerdo a los resultados
obtenidos, la expresion a nivel transcripcional es diferente a la expresion a nivel
traduccional, las diferencias que se presentan a nivel traduccional entre los
HFG y los HFG/CEMPL1 es una disminucién de la expresion de los marcadores
de la reprogramacion en el grupo de los HFG/CEMP1. En un principio se
esperaba que solo los HFG/CEMP1 expresaran los marcadores relacionados
con la pluripotencia pero se encontré evidencia de que en la lamina propia de la
encia que expresan ciertos marcadores de la reprogramacion, esto se debe a

que existen subpoblaciones de células troncales en la encia %%

, Sin embargo
no es la unica fuente de células troncales también se han encontrado en el
ligamento, en medula 6sea, etc.?, la ventaja que se obtendria de las gingivales

es que es una fuente muy accesible.
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La diferenciacion de las células depende de la regulacion de genes que
reprimen o activan a su vez a otros. Niwa sustenta que los niveles de OCT3/4
pueden determinar el destino de la célula, un aumento en la expresion de

OCT3/4 induce la diferenciacion hacia endodermo o mesodermo, mientras que

o, . L 60
una disminuciéon da como resultado la diferenciacion a trofoectodermo

partiendo de que el control es similar a las células troncales al estar a la baja
Oct3/4 a nivel traduccional los HFG/CEMP1, se podria pensar que la
diferenciacion seria hacia trofoectodermo, pero a pesar de que Oct3/4 es
determinante en la diferenciacion o en el mantenimiento de la pluripotencia
también se tiene que considerar la expresion de Sox-2 ya que tienen una

regulacioén reciproca ¥’.

El papel que juega Sox-2 durante el desarrollo es de gran importancia por su
implicacion en la morfogénesis, proliferacion y diferenciacion. Sox-2 también
esta implicado en la proliferacion de los progenitores de los osteoblastos,
cuando hay una delecion de Sox-2 en cultivos de osteoblastos se observa que
adquieren un fenotipo de senescencia, mientras que cuando se sobreexpresa

61 en otros estudios se

se previene la diferenciacion segun Mansukhani
propone incrementos en la expresion de Sox-2 lleva a la diferenciacion celular
% sin embargo se ha llegado a asociar los altos niveles de Sox-2 a patologias

como: el cancer de ovario® , colangiocarcinoma *°

y cancer colorectal
esporadico '®°. No se ha publicado en modelo experimental donde se suprima
la expresion de Sox-2 en HFG, pero si tomamos en cuenta que al transfectar
los HFG con CEMP1 adquieren un fenotipo tipo cementoblastico/ osteoblastico
podriamos comparar con otro estudio donde al sobreexpresar a SOX-2 induce
la expresion de APC y GSK3 que intervienen en la via Wnt llegando a inhibir la
diferenciacion de los osteoblastos °*'% A pesar de que detectamos altos
niveles en la sobreexpresion de Sox-2 a nivel transcripcional, la expresion a
nivel traduccional no tiene diferencias significativas con el control, el
mecanismo por el cual se da esta regulacion se desconoce debido a que aun

no se han esclarecido en su totalidad el funcionamiento de CEMP1.

La expresion de NANOG en un inicio se encuentra en la ICM, posteriormente
en el blastocito, pero la expresién solo se ve sub-regulada después de la
implantacion. Las funciones de NANOG consisten en el mantenimiento de la
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pluripotencia, evitando la diferenciacion hacia el endodermo primitivo, se ha
observado que Nanog puede interferir con la sefializacion de las BMP que
pueden promover la diferenciacién hacia mesodermo % segiin nuestros datos
se podria sugerir que al expresar niveles bajos los HFG/CEMP1 de NANOG se
esta dando paso a la diferenciacion. En células estromales de la médula 0sea
de ratén se ha reportado que cuando los niveles de Nanog se subexpresan se
favorece la diferenciacion al linaje adipogénico *°* Otros estudios reportan que
el uso de ARN de interferencia logra disminuir la expresion de Nanog y con

esto la activacién de genes relacionados con el trofoectodermo *%.

Hay datos que sefialan que cuando disminuye la expresion de c-Myc las
células tienen una proliferacién baja *°°, Bennett también observé un arresto del
crecimiento cuando los niveles de c-Myc son bajos '°’. Se ha descrito que una
causante de la sub-regulacién de c-MYC es por hipoxia ®y si consideramos
que los HFG/CEMP1 presentan un fenotipo mineralizante podria ser que
exprese un componente presente en cemento que es SOD (Superoxido
Dismutasa) que causa hipoxia. Segun los resultados obtenidos, en los cuales la
expresion entre los HFG y los HFG/CEMPL1 es similar debido a que per se los
HFG expresan moléculas asociadas a la reprogramacion no podemos
determinar que CEMP1 induce la expresion de las moléculas asociadas a
reprogramacion, sin embargo, las diferencias que se presentan muestran una
regulacion negativa y con los antecedentes previos que indican que CEMP1
tiene la capacidad para diferenciar las células®’ , se podria pensar en la
posibilidad de que las células estén involucradas con el proceso de

transdiferenciacion.

La transdiferenciacidén consiste en que a partir de una célula ya diferenciada de
un linaje puede cambiar a otro tipo de célula bien diferenciada, presenta
cambios en la expresién génica con la activacién de genes maestros *°°.
Algunos de los genes maestros que se han descrito son: Pax5 que esta
involucrado con el desarrollo de linfocitos; el gen PDX-1 participa en el

desarrollo pancreatico y MyoD que induce la miogenesis*®

Se demostré la transdiferenciacion de Fibroblastos a Hepatocitos al usar
vectores virales con FOXA2, HNF4a y C/EBPB !. Con este antecedente se
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podria pensar en que CEMP1l podria participar en procesos de

transdiferenciacion.
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Conclusiones:

¢ A nivel de expresion traduccional no hay diferencias entre los HGF y los
HGF/CEMP1, lo que indica que CEMP1 podria no participar en el

proceso de reprogramacion celular.

e CEMP1 podria intervenir en el proceso de diferenciacion celular, al

regular negativamente los marcadores de reprogramacion celular.

e CEMP1 puede ser empleada en terapias que busquen la regeneracion
de tejidos mineralizados al dirigir la diferenciacion de células hacia un

fenotipo mineralizante
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