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Abreviaciones

ALP - Alkaline phosphatase, (Fosfatasa Alcalina).
APS - Ammonium Persulfate, (Persulfato de Amonio).

BMSCs - Bone Marrow derived Stem cell’s, (Células troncales derivadas de la médula
6sea).

BSP - Bone Sialoprotein, (Sialoproteina Osea).

CAP - Cementum Attachment Protein, (Proteina de Adhesion al Cemento Radicular).
CEMP1 - Cementum Protein 1, (Proteina del Cemento 1).

CD105 - Cluster of Differentiation 105. Endogline, (Endoglina).

CD14 - Cluster of Differentiation 14. Cell Surface Glycoprotein anchored to GPI,
(Glicoproteina de Membrana anclada por GPI).

CD146 - Cluster of Differentiation 146. MCAM, Melanoma Cell Adhesion Molecule;
(Molécula de adhesién celular de melanoma).

CD271 - Cluster of Differentiation 271. P75 Neurotrophin receptor, (Receptor de
neurotrofina).

CD34 - Cluster of Differentiation 34. Hematopoietic Progenitor Cell Antigen, (Antigeno de
células progenitoras hematopoyéticas).

CD45 - Cluster of Differentiation 45. Leucocyte Common Antigen, (Antigeno comun
leucocitario).

CD73 - Cluster of Differentiation 73. Ecto 5’ nucleotidase, (ecto-5-nucleotidasa).

CD79a - Cluster of Differentiation 79a. B-cell antigen receptor complex-associated protein
alpha chain and MB-1, (Complejo de Receptor de Antigeno de células B asociado a
proteina de cadena alfa y MB-1).

CD90 - Cluster of Differentiation 90. Thymus cell antigen 1, (Antigeno de células del timo).
CGF - Cementum derived growth factor, (Factor de crecimiento derivado del cemento).
c-Myc - Cancer-myelocytomatosis.

Col. Il - Colagena tipo I

CSD - Cold Shock domain, (Dominio de choque frio)

DAB - Diaminobencidina.

DMP-1 - Dentin matrix protein, (Proteina de la matriz dentinaria-1).

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium.
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DPSCs - Dental Pulp stem cells, (Células troncales derivados de la pulpa dental).
EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid, (Acido Etilendiaminotetraacético).

EGF - Epidermal Growth Factor, (Factor de crecimiento epidérmico).

ESC - Embryonic Stem Cells, (Células Troncales embrionarias).

FBS- Fetal Bovine Serum, (Suero Fetal Bovino).

GAPDH - Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, (Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa)

GMSCs - Gingiva-derived Mesenchymal Stem Cells, (Células Troncales Mesenquimales
derivadas de la encia humana).

HLA-DR - Histocompability complex, class Il, (Complejo mayor de histocompatiilidad clase

.
HGF - Human Gingival Fibroblasts, (Fibroblastos Gingivales Humanos).

HPLC - Human Periodontal ligament Cells, (Células derivadas del ligamento periodontal
humano).

HSPC - Hematopoietic Stem and Progenitor Cells, (Células troncales progenitoras
hematopoyéticas).

HrCEMP1 - Recombinant Human Cementum Protein 1, (Proteina Recombinante Humana
de CEMP1).

ICM - Inner Cell Mass, (Masa Celular interna)

JNK-MAPK - c-Jun N-terminal Kinase, (Quinasas c-Jun N-terminal); Mitogen activated
protein kinases, (Proteinas quinasas activadas por mitdbgeno).

Klf4 - Gut-enriched Krippel-like factor.

kDa - Kilodaltons.

LPL - Lipoprotein Lipase, (lipoproteina Lipasa).

MSCs - Mesenchymal Stem Cells, (Células Troncales Mesenquimales).
MO - Microscopio Optico.

NANOG - Inspirado en la Historia de la tierra de Tir Na Nog.

Oct4 Octamer-binding transcription factor 4, (Factor de transcripcion de unién al octamero
4).

OMSCs - Oral Mucosa Stem Cells, (Células troncales de la mucosa oral)
OPN Osteopontin, (Osteopontina).
p-38 Phospho-p38 MAP kinase, (fosfo-p38 MAP quinasa).
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PBS - Phosphate-buffered saline, (Tampén Fosfato Salino).
PDLF - Periodontal Ligament Fibroblasts, (Fibroblasto del ligamento periodontal).
PDLSCs - Periodontal Ligament Stem Cells, (Células troncales del ligamento periodontal).

PTHrP - Parathyroide hormone.related protein, (Proteina relacionada con la
paratohormona).

PTPLA - Protein Tyrosine phosphatases like protein A, (proteina tirosina fosfatasa
parecida a la proteina A).

PVDF - Polyvinylidene difluoride, (Polifluoruro de vinilideno).

RER - Reticulo Endoplasmico Rugoso.

SC - Stem Cell, (Célula troncal).

SCAP - Stem cells from the apical papilla, (Células troncales de la papila apical).
SDS - Sodium dodecyl sulfate, (Dodecilsulfato sédico).

SHED - Stem cells from human exfoliated deciduous teeth, (células troncales de dientes
deciduos humanos exfoliados).

Sox2 - Sex determining Region Y-box 2, (Regién determinante de sexo Y-box 2).
SRY-box2 - Sex determining region Y boxes , (Cajas Y de region determinante del sexo);

SSEAA4 - Stage Specific Embrionic Antigen, (Antigeno especifico del estadio embrionario
4).

TBS - Tris Buffered Saline, (Solucion Salina con Tris).

TBST - Tris Buffered Saline-Tween, (SOlucién Salina con Tris y Tween - polisorbato).
TEMED - Tetramethylethylenediamine (Tetrametiletilendiamina).

TGF-B - Transforming Growth Factor beta, (Factor de Crecimiento transformante ).
TGPCs - Tooth germ progenitor cells, (Células progenitoras de germen dental).
Thy-1 - Thymus cell antigen 1, (Antigeno de células del timo 1).

Tris-HCL - Tris Hydroxymethyl aminomethane hydrochloride, (Hidroximetil aminometano
Hidroclorado).
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1. Resumen
El cemento radicular, es un tejido conectivo mineralizado que no contiene irrigacion

sanguinea, inervacion ni sistema linfatico y a diferencia del hueso no sufre procesos
de remodelacion fisiolégicos como son; aposicion y resorcidn, sino que se deposita
continuamente a través de toda la vida. (V) La proteina del cemento 1 es un factor
clave en el proceso de biomineralizacion, ya que promueve la adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular, ademas regula el depdsito, composicion y
morfologia de cristales de fosfato octacalcico, el cual es un precursor de la
hidroxiapatita. ? En este estudio se buscé determinar, si una poblacion heterogénea
de fibroblastos derivados de la encia humana transfectados con el gen que codifica
para la proteina del cemento1 (CEMP1), adquieren propiedades de células
troncales como lo son clonogenicidad, plasticidad, autorreplicacion y si expresan
moléculas asociadas a pluripotencia, y a los fenotipos de tejido mineralizado, tejido
adiposo y cartilago. ® Los fibroblastos gingivales derivados de la encia humana se
obtuvieron por medio del método de explante, el plasmido pcDNA40-CEMP1 fue
transfectado en HGF (HGF/CEMP1) usando Lipofectamina 2000. El lisado celular
se obtuvo con amortiguador de lisis frio, la cuantificacion de proteinas se realizé por
meétodo de Bradford. Posteriormente se hizo la electroforesis, la transferencia y se
colocaron los anticuerpos primarios policlonales anti- OCT4, NANOG, SOX2, BSP,
OPN, SSEA4, Colagena tipo Il y LPL. Se us6 GAPDH como producto génico
constitutivo y la expresion de los productos génicos de este estudio se compararon
contra la expresion de éste. El analisis estadistico se realizé por medio de la prueba
estadistica T de student y ANOVA utilizando el software GraphPad, En conclusion,
se demostré que CEMP1 promueve la expresion de genes de pluripotencia, como
Oct4, NANOG, Sox2 y SSEA4, induce el aumento en la expresiéon de factores de
mineralizacion como BSP. OPN, PTPLA/CAP, regula la expresién relativa de
factores asociados a cartilago como COL. Il y tejido adiposo (LPL), regula
negativamente la expresién de un reconocido oncogén (c-Myc) y podria ser capaz

de prevenir el crecimiento tumoral.
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2. Introduccion

El periodonto es una unidad funcional, la cual estd conformada por dos tejidos
mineralizados (cemento radicular y hueso alveolar) y por dos tejidos conectivos
blandos (el ligamento periodontal y la encia), los cuales le dan soporte al érgano

dental. @

El cemento radicular cubre la superficie radicular de los 6rganos dentarios y las
células que depositan este tejido (cementoblastos) son derivadas del ecto-
mesénquima; (saco o foliculo dental) que rodea al germen dentario. Es formado por
cementoblastos, que se encuentran adosados a la superficie del cemento, proximos
al ligamento periodontal y por cementocitos, que son cementoblastos embebidos en

la matriz calcificada que ellos mismos secretan. ()

El cemento radicular contiene propiedades bioldgicas unicas ya que contiene dos
proteinas que son cemento-especificas: la proteina del cemento 1 (CEMP1) y la
proteina de adhesion del cemento radicular (PTPLA/CAP) las cuales se han
localizado y expresado en poblaciones celulares del ligamento periodontal,
cementoblastos y células de espacios endosteales y células troncales

mesenquimales localizadas perivascularmente en el ligamento periodontal. @)

Estudios in vivo han demostrado que la proteina recombinante humana CEMP-1
(hrCEMP-1) promueve la regeneracion 6sea en defectos de tamano critico en
calvarias de ratas, lo que sugiere que es un factor con propiedades osteogénicas
ya que juega un papel primordial durante el proceso de mineralizacion, asi como en

la regeneracion de tejidos mineralizados. ) (4
Las evidencias experimentales demuestran que el hrCEMP-1 estimula la

proliferacion y migracion de células derivadas del ligamento periodontal humano

(HPLC) y se coexpresa con STRO1 en células troncales mesenquimales del

11 |
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periodonto humano (antigeno de superficie celular caracteristico de las células
progenitoras mesenquimales presentes en la médula 6ésea, su nombre consiste de
STRO, que se relaciona con mesénquima y “1”, que significa que fue el primer
anticuerpo monoclonal identificado en células troncales mesenquimales). © Lo que
sugiere que esta proteina esta relacionada con el mecanismo de diferenciacion de

las células de localizacién perivascular en el ligamento periodontal. )

Asimismo, en otros estudios se demostro que la transfeccion del gen que codifica
para CEMP1 en fibroblastos gingivales humanos, regula la expresion de moléculas
asociadas a tejidos mineralizados, como lo son: osteopontina (OPN), sialoproteina
Osea (BSP) y la fosfatasa alcalina (ALP). ®

Estos hallazgos permiten establecer el potencial bioldgico y terapéutico de esta
molécula, al estimular el proceso de regeneracion tisular mediante células troncales.
Ademas de estar involucrado en diversas vias de sefalizacion (modulacién de la
expresion de genes) y ser mediador de procesos biolégicos como en el ciclo celular

del periodonto. (")

La ingenieria tisular es considerada una nueva frontera en cuanto a la regeneracion
de tejidos y organos dentales perdidos debido a patologias, principalmente la
enfermedad periodontal. Asimismo, el auge de las células troncales ha constituido
las bases para el desarrollo de la terapia celular y la medicina regenerativa, lo que
permite establecer nuevas vias para la regeneracion de las estructuras del

periodonto. ©

En 2009, Zhang et al., fueron los primeros en caracterizar a las células troncales
mesenquimales derivadas de la encia humana (Human Gingiva-derived MSCs o
GMSCs), las cuales exhiben las caracteristicas de clonogenicidad, autorenovacion
y capacidad de diferenciacion hacia tejido mineralizado, cartilago y tejido adiposo,

similar a las células troncales derivadas de la médula 6sea (BMSCs). (9 (10)
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Sin embargo, las GMSCs proliferan mas rapido que las BMSCs, muestran una
morfologia estable y no pierden sus caracteristicas de células troncales

mesenquimales. )

La multipotencia de las GMSCs, su facil aislamiento, abundancia clinica, expansién
rapida ex vivo, su capacidad de proliferar y de expresar marcadores tanto de células
troncales embrionarias como de células troncales mesenquimales, provee de una

gran ventaja para aplicaciones clinicas. (%

Su eficiencia de expansién in vitro y de diferenciacion es muy amplia, ya que se han
obtenido células derivadas de las tres capas embrionarias in vitro y teratomas
bilineales (ectodermo y mesodermo) in vivo. ® Asi mismo, los fibroblastos gingivales
humanos (HGF) desempenan un papel importante en la estructura y funcion de los

tejidos, y en la defensa inmune del huésped. (')

Las células troncales se han clasificado de acuerdo con el periodo en el que fueron
aisladas en: embrionales o somaticas, y a su capacidad de diferenciacion en:

totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales. (12) (13)

Las células troncales para poder ser identificadas como tales tienen que tener un
cierto fenotipo, en este caso han sido relacionadas con los genes de
pluripotencialidad: Oct4 (Octamer-binding transcription factor 4 6 POUSF), NANOG
(factor de transcripcion homeobox), Sox2 (conocido como SRY-box 2, de sus siglas
Sex determining Region Y-box 2), c-Myc (cancer-myelocytomatosis), Klf4 (gut-
enriched Krippel-like factor). (2 (13) Y |os marcadores embrionales que son: CD73
(ecto-5’-nucleotidasa), CD105 (endoglina), CD34 (Cluster of Differentiation 34
relacionado a tejidos hematopoyéticos), CD45 (Antigeno comun leucocitario) y
CD90 (thymus cell antigen 1,Thy-1). (12)(13)

Por lo cual en este estudio se busca determinar, si una poblacién heterogénea de

fibroblastos derivados de la encia humana transfectados con el gen que codifica
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para la proteina del cemento1 (CEMP1), adquiere propiedades de células troncales
como lo son clonogenicidad, plasticidad, autorreplicacion y si expresan moléculas
asociadas a pluripotencia, y a los fenotipos de tejido mineralizado, tejido adiposo y

cartilago. ®
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3. Antecedentes

3.1. Periodonto

El periodonto es una unidad
compleja presente en la
cavidad oral, cuyo principal
objetivo es brindar la unién
del diente al hueso alveolar y
distribuir las fuerzas
masticatorias, ademas
constituye un reservorio de
células necesarias para la
homeostasis del ecosistema
oral. Esta compuesto de
tejidos duros y blandos,
como el cemento, el
ligamento periodontal, el
hueso alveolar y la encia, los
cuales le dan soporte y
proteccion a la estructura
dental. (Fig. 1) @ (14)(15)(16)

Esmalte

Dentina

Epitelio del surco

Encia Libre

10 SN %

=
.‘,;..umm
el

Hueso Alveolar

Ligamento Periodontal

Encia Adherida

w7

Cemento

Figura 1. Diagrama de un corte longitudinal de un elemento dentario con
los tejidos del periodonto de proteccién e insercién. (%)

La formacion del periodonto inicia con el proceso de la formacion de la raiz, donde

el mesénquima apical prolifera, mientras que el epitelio dental interno y el externo

se fusionan para dar lugar a la vaina epitelial de Hertwig. Las células de la vaina

epitelial de Hertwig migran apicalmente hacia el ectomesénquima subyacente,

dividiendo la papila del foliculo dental hasta la region del futuro ligamento

periodontal, donde se re-asocian para formar los restos epiteliales de Malassez. @)

(14) (15)
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Se ha propuesto que las células de la vaina epitelial de Hertwig inducen la
diferenciacion de odontoblastos, para formar la dentina radicular y para diferenciar
células del saco dental hacia cementoblastos. Por otro lado, las células de los restos
de Malassez estan relacionadas con el desarrollo de la inervacion del ligamento
periodontal, asi como en la regulacion de la resorcion radicular y la induccion en la
formacion de cemento acelular. El desarrollo del periodonto esta regulado por un
gran numero de genes, que incluyen factores de crecimiento, sus receptores y

componentes de la matriz extracelular. ) (19

3.2. Encia

La encia es la parte de la mucosa bucal que rodea al diente y cubre el hueso
alveolar. Forma parte de los tejidos de soporte periodontal y, al formar una conexion
con el diente a través del surco gingival, protege a los tejidos de soporte
subyacentes frente al entorno bucal. Puesto que dependen de los dientes, cuando

éstos se extraen las encias desaparecen. (16)

Figura 2. Encia normal de un adulto joven. Las flechas marcan la linea mucogingival entre la
encia insertada y la mucosa alveolar. (13)

Estad compuesta de una capa epitelial y un tejido conectivo subyacente denominado
lamina propia. La encia adquiere su forma y textura definitivas con la erupcion de
los dientes. La union entre el diente y la mucosa bucal o union mucogingival es

Unica y especialmente vulnerable. (Fig. 2) (19
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La encia sana es rosa, firme, de margenes finos y con una forma festoneada que
le permite ajustarse al contorno de los dientes. Su color puede variar segun la
cantidad de pigmentacion por melanina en el epitelio, el grado de queratinizacion de

este y la vascularizacion y naturaleza fibrosa del tejido conjuntivo subyacente. (16)
(15)

Se pueden distinguir dos partes de la
encia: la encia libre y la encia adherida.

- La encia Insertada o0 mucosa
Margen gingival

funcional se extiende desde el surco

. . s . . Surco gingival libre
gingival hasta la union mucogingival, -

Encia Insertada

donde se encuentra con la mucosa

Mucosa Alveolar

alveolar. (16)

- La encia libre es concava y se ha

.
Unién Mucogingival " Surco Interdental

descrito como un “nicho” o “col” que

Figura 3. Diagrama que muestra las caracteristicas
une las papilas faciales y linguales.  anatémicas de la encia. (5

Es donde contactan los dientes, el “col” adopta la forma de los dientes en su
parte apical al area de contacto. La region interdental tiene una importancia
especial, porque es el lugar de mayor depdsito de bacterias y su estructura la

hace especialmente vulnerable. (Fig. 3) (1®)

3.3. Ligamento Periodontal

El ligamento periodontal es el tejido blando altamente vascularizado y celular, que
rodea a las raices de los dientes y conecta el cemento radicular con la pared del
alvéolo. En sentido coronal, el ligamento periodontal se continia con la lamina
propia de la encia y esta delimitado respecto de ella por los haces de fibras
colagenas, que conectan la cresta 6sea alveolar con la raiz (las fibras de la cresta

alveolar). (15) (14)
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El ligamento periodontal se ubica en el espacio situado entre

las raices y la lamina dura o hueso alveolar fasciculado. El

hueso alveolar rodea al diente hasta un nivel situado a

aproximadamente 1mm hacia apical de la conexion
cementoadamantina.
. . . [ 7) 5
Se ha investigado mucho sobre la estructura, funcion, A é
composiciéon del ligamento periodontal por razones funcionales ‘g %
inicas. (15 Ei N Z
y clinicas. Fig. 4 N =
= A
Sus funciones son las siguientes: = \E
- i i id i Z, N
Es el tejido de insercidn entre el diente y el hueso /%ﬂm“\§

alveolar. Por lo tanto, se encarga de resistir las fuerzas

de desplazamiento y protege los tejidos dentales de las

cargas oclusales excesivas. Figura 4. Diagrama de
las fibras del ligamento

Se encarga de mantener al diente en una posicion  periodontal. (14
funcional durante el proceso de erupcion dental y los

cambios de posicion se producen en el diente después de una extraccion,
atricién o carga oclusal excesiva.

Sus células forman, mantienen y reparan el hueso alveolar y el cemento.

Sus mecanorreceptores intervienen en el control neurolégico de la

masticacion.
Tiene un rico aporte vascular con anastomosis con las de los espacios

medulares del hueso y la encia, ademas de facilitar estas funciones. ('®)
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Z” De la cresta alveolar
/t/
7
-
. - Horizontales
Oblicuas
\ Apicales

Figura 5. Haces de fibras del ligamento periodontal (15

El ligamento consta de haces de fibras de colageno bien organizados de unos 5um
de diametro, en una matriz de sustancia fundamental por la que circulan vasos y
nervios. Los haces de fibras, insertadas por un extremo en el cemento y por el otro
en la pared del alvéolo como fibras de Sharpey. (' Los haces de fibras, insertadas
por un extremo en el cemento y por el otro en la pared del alvéolo como fibras de
Sharpey, suelen describirse en grupos identificables segun su orientacion

predominante. (Fig. 5) (16)

1. Las fibras de la cresta alveolar circulan del cemento del cuello del diente a la
cresta alveolar.
Las fibras horizontales van del cemento a la cresta alveolar.
Las fibras oblicuas forman el componente principal del ligamento y van desde
el hueso en sentido ligeramente apical para insertarse en el cemento, de forma
que parecen suspender el diente en su alvéolo.

4. Las fibras apicales van del apice radicular a la base del alvéolo. También
pueden incluirse las fibras interradiculares que se encuentran en la furcacion de
dientes multirradiculares y circulan como fibras transeptales de raiz a raiz

coronales a la cresta alveolar. (14
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3.4. Hueso Alveolar

La apdfisis alveolar se define como la parte
de los maxilares superior e inferior que

forma y sostiene los alvéolos de los dientes.

Hueso
Cortical

Proceso La apdfisis alveolar estda compuesta de

Alveolar

hueso que se forma tanto por células del

Hueso
esponjoso

foliculo dental (saco dentario), el hueso

Hueso

Canal Bosal

Mandibular

alveolar fasciculado, como por células que
son independientes del desarrollo dentario.
) (Fig. 6) (14 (16)

Figura 6.Corte Longitudinal de mandibula humana
con el diente en su sitio. La linea punteada marca la

ién entre el hueso basal y el hueso alveolar. . .
ceparacion entre effueso basaly elueso alveoldr:  periodontal, el hueso alveolar constituye el

Junto con el cemento radicular y el ligamento

aparato de insercion del diente, cuya funcién
principal consiste en distribuir y absorber las fuerzas generadas por la masticacion

y otros contactos dentarios. (14

El hueso alveolar tiene su origen embriolégico en la condensacion inicial del
ectomesénquima alrededor del germen del diente inicial. Estad formado por hueso
alveolar propio (en el que se insertan las fibras de Sharpey), hueso compacto

(formado por la cortical vestibular y oral) y hueso esponjoso, localizado entre ellos.
(15) (16)

Ademas de sostener los dientes, el hueso maxilar y mandibular también sirve para
insertar los musculos, como armazoén a la médula ésea y actua como reservorio de

iones, en concreto de calcio. (16)

El hueso es un tejido conjuntivo mineralizado y, por peso consta de alrededor de un
60% de materia inorganica, un 25% de materia organica y un 15% de agua. Por
volumen, estas proporciones son del 36, 36 y 28% respectivamente. La fase mineral
consta de hidroxiapatita, cristales pequefios en forma de aguja o finas laminas de

unos 8 nm de grosor y de longitud variable. Alrededor del 90% de la materia organica
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es colageno de tipo |I. Ademas, hay pequefas cantidades de otras proteinas, como

osteonectina, osteocalcina, osteopontina y proteoglucanos. (1% (16)

Pueden identificarse cinco tipos de células en el hueso. Se encuentran células
formadoras de hueso (osteoblastos) en la superficie del hueso. Las células grandes
multinucleares (osteoclastos) se encargan de reabsorber hueso. Ademas, se
encuentran células osteoprogenitoras, que aparecen como células largas y

delgadas que son una poblacion de células madre para formar osteoblastos. (1) (16)

Se situan cerca de los vasos sanguineos de la médula y el ligamento periodontal.
Cuando el hueso no sufre deposicidon ni resorcién activa, su superficie latente esta
recubierta por células relativamente indiferenciadas conocidas como células de

revestimiento 6seo, que pueden ser osteoblastos inactivos. (Fig. 7) (1) (16)

Células Gseas . —— Vaso Sanguineo
d AT o
e T i

Osteoblastos P e’ M 5

revestimiento /d\ 5 °~'- Células

o Bordeantes S\ s sy ;

S \) T "_/ Precursoras
| G A de

Osteoide
osteoclastos

Osteoclasto
oy g
P
@ \.

Matriz dsea
mineralizada

Osteocito

Figura 7.Diagrama que muestra las interacciones entre las interrelaciones entre las diferentes células del
tejido dseo. (1)
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3.5. Cemento

El cemento fue descrito por primera vez en 1835, es un tejido conectivo unico,
mineral y avascularizado que cubre la superficie radicular de los dientes. No sufre
procesos de remodelacion, pero si de aposicion, lo cual se mantiene durante toda

la vida. @

El cemento es derivado de la capa celular ectomesenquimatica del saco o foliculo
dental que rodea al germen dentario. Desde el punto de vista estructural, el cemento
es comparable al hueso, ya que su dureza y composicidn quimica son
practicamente similares; ademas ambos crecen por aposicion, poseen laminillas, y
cuando el cemento presenta células, éstas se alojan en lagunas, como los

osteocitos. (1)

El cemento radicular es formado por los cementoblastos, pero aun existe
controversia acerca de su origen. Provee de una interfase por la que la superficie

radicular es anclada a las fibras colagenas de Sharpey del ligamento periodontal. )

El cemento, al cubrir la porcion radicular de los dientes, se relaciona con la dentina
por su cara interna; con el ligamento periodontal, por su cara externa; por su

extremo coronario con el esmalte y con la pulpa dental por su extremo apical. ("

El cemento radicular no es uniforme y ademas difiere en composicion quimica.
Cerca del 50% es matriz inorganica constituida por fosfatos de calcio que se
organizan en forma de cristales de hidroxiapatita y el resto corresponde a la matriz
organica consistente, sobre todo de colagenas tipo | (95%) y tipo Il (5%), las cuales
en su conjunto desempefian un papel estructural; asi como glicoproteinas,
proteoglicanos y proteinas no colagénicas como la amelogenina, ameloblastina,
enamelina, fosfatasa alcalina (ALP), sialoproteina 6sea (BSP), proteina de la matriz
dentinaria-1 (DMP-1), osteopontina, fibronectina, osteocalcina y el factor de
crecimiento derivado del cemento (CGF). (1) (14 (16)

El cemento esta formado por elementos celulares, en especial los cementoblastos,

cementocitos y por una matriz extracelular calcificada. (1) (16)
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3.5.1. Cementoblastos:

Los cementoblastos se encuentran adosados a la superficie del cemento, del lado
del ligamento periodontal (zona cementdgena del periodonto). En un diente
funcional, los cementoblastos se consideran integrantes estructurales de dicho

ligamento.

Cementoblastos Dentina

Cemento

Ligamento
Periodontal

Tejido
Cementoblastos ¢ e

Figura 8. Distintos tipos celulares del cemento. (1%
Los cementoblastos pueden encontrarse en estado activo (con el MO se observan
como células cubicas, muy basdfilas) o inactivo (aparecen aplanados, con nucleo

de heterocromatina). (Fig. 8) (")

En las raices en desarrollo suele haber una capa continua de cementoblastos
activos en toda su extensioén. En los dientes con raices completamente formadas,
en cambio, se encuentran cementoblastos activos a partir del tercio medio o sélo en
el tercio apical, es decir, en las zonas donde hay deposicién de cemento secundario

(zonas cementogenas). ()
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Entre los cementoblastos activos y el cemento mineralizado, existe una delgada
capa de sustancia cementoide, cemento inmaduro o precemento, que representa la
deposicion mas reciente de matriz organica donde aun no se han precipitado las

sales minerales. ("

En los cementoblastos humanos se ha descrito la presencia de numerosos granos
de glucdégeno, asi como de filamentos intermedios y de actina. Las células se

asocian mediante uniones comunicantes y desmosomas muy simples. ()

Las membranas de los cementoblastos poseen receptores para la hormona del
crecimiento y para el EGF (factor de crecimiento epidérmico), para la accion de la
PTHrP (proteina relacionada con la paratohormona), la cual parece tener un

importante papel en la regulacion de la cementogénesis. ()

3.5.2. Cementogénesis

La formacion de dentina y cemento en la raiz de un diente en desarrollo depende
de la presencia de la vaina radicular de Hertwig. Esta vaina se origina por
proliferacion de las células del epitelio dental interno y externo en el asa cervical del
organo del esmalte, una vez que se ha completado la aposicion del esmalte en toda
la extension de la corona. La vaina epitelial crece extendiéndose en sentido apical
y en su extremo distal forma el diafragma epitelial, mas marcado en el caso de los

dientes multirradiculares. (Fig. 9) (M (14)
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Pulpa

Vaina
Epitelial
rota,
separada
de la raiz

Canal

Vaina Radicular

Epitelial en
contacto
con la
predentina

Diafragma
Epitelial

Figura 9. Origen de la vaina epitelial de Hertwig. Posicion del diafragma
epitelial. (14

A medida que la vaina crece y rodea a la papila en expansion, induce a las células
situadas en la periferia de ésta a diferenciarse en odontoblastos, los que una vez

maduros secretan la matriz organica de la dentina radicular. () (14

Al avanzar el proceso de mineralizacion, se interrumpe para las células epiteliales
la fuente de nutricion proveniente de la papila dentaria, por lo que la vaina radicular
se fragmenta, formando una red fenestrada. Las células provenientes de la
disgregacion de la vaina de Hertwig, persisten en el adulto constituyendo los restos

epiteliales de Malassez. (1) (14)

A través de la red que forma la vaina epitelial, migran las células

ectomesenquimaticas indiferenciadas provenientes del foliculo o saco dentario, y se
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colocan en estrecha aposicion con la capa hialina que cubre la superficie de la

dentina radicular. (V) (16)

Estas células ectomesénquimales aumentan de tamano y desarrollan todos los
organulos citoplasmaticos caracteristicos de las células sintetizadoras y secretoras
de proteinas, diferenciandose en cementoblastos. Estos comienzan a depositar la

matriz organica del cemento. (Fig. 10) () ®)

Predenting

Odontoblastos \

B

Predentine

Odontoblastos

Dentina

Cementoide

)
VO tus

-------

Ols
= Restos
o Epnteliales

Vaina de
Hertwiy

Vaina de
Hertwig

A El

-

Figura 10. A, B, C. Etapas de la Cementogénesis. (1)

La matriz organica se mineraliza por la formacion de vesiculas matriciales en los
momentos iniciales y por propagacion de los cristales de hidroxiapatita desde la

superficie dentinaria de la raiz. (1 (14)

Las zonas mas anchas dispuestas entre ellas son las laminillas, que corresponden
a nuevas capas de cemento. Las fibras colagenas de cada laminilla (fibras
intrinsecas del cemento, producidas por los cementoblastos) se orientan
paralelamente a la superficie radicular, pero la direccibn en cada laminilla es

diferente de las laminillas vecinas. (")
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Al mismo tiempo que se produce la aposicion del cemento, van quedando incluidas
en él las fibras colagenas del ligamento periodontal en formacién. Que constituyen
las fibras extrinsecas del cemento o fibras perforantes y que llegan a mineralizarse

total o parcialmente al estar dentro de este tejido. (1)

Desde la perspectiva histolégica se clasifica como celular o acelular, dependiendo
de la presencia o ausencia de cementocitos en su estructura. Otra clasificaciéon
incluye cemento con fibras intrinsecas o extrinsecas, dependiendo de la presencia

de fibras colagenas. @

En los ultimos afos se han descrito dos proteinas aisladas de la matriz del cemento
radicular (propuestas como tejido especificas), la proteina del cemento 1(CEMP-1)

y la proteina de adhesion del cemento radicular (CAP). @

3.6. Proteinas del cemento
3.6.1. Factor de Crecimiento Derivado del Cemento (CGF)

Es una proteina que se encuentra en la matriz mineral del cemento radicular, se
sabe que regula la concentracién de calcio y la hidrdlisis de fosfatos inorganicos
citosdlicos. @ (17) Este factor es el mayor componente en el cemento, asciende hasta
un 70% de la actividad mitogénica extraida de este tejido. Actua sinérgicamente con
el factor de crecimiento epidermal e induce muchas vias de sefializacién asociadas
a mitogénesis, activa la cascada de sefializaciéon de la proteina cinasa C(PKC), y la

expresion de proto-oncogenes. @) (17) (18)

Adicionalmente, este factor puede promover la migracién y el crecimiento de células
progenitoras, presentes en estructuras alternas hacia la matriz dentinaria y participa

en su diferenciacién en cementoblastos. (17)
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3.6.2. Proteina de Adhesién del Cemento (PTPLA/CAP)

Fue la primera proteina aislada del cemento radicular, caracterizada y purificada a
partir de extractos de cemento maduro de bovino y humano, su actividad biolégica
esta asociada a una especie proteica de 55kDa. La isoforma designada como
PTPLA-CAP surge del aislamiento de una variante cDNA para la proteina tirosina
tipo fosfatasa (prolina en lugar de arginina catalitica), miembro-a del cemento.
Contiene 15 aminoacidos codificados dentro del intron entre los exones 2 y 3 de
PTPLA. Las proteinas PTPLA tienen un rol en el desarrollo, diferenciacion y

mantenimiento de varios tipos de tejidos. (19 (17)

Se ha determinado que CAP participa en el reclutamiento y la diferenciacién celular
durante la formacion del cemento radicular. Se expresa en células del foliculo
dental, promoviendo su adhesion y diferenciaciéon. Ademas, las células
periodontales crecidas in vitro en presencia de CAP son capaces de formar un tejido

mineralizado. @

Su papel biolégico ha involucrado un papel quimiotactico de células del ligamento
periodontal y del hueso alveolar hacia la superficie radicular. Incrementa la actividad
de la enzima fosfatasa alcalina (ALP), asi como la expresién de proteinas asociadas

al proceso de biomineralizacion. @

3.7. CEMP-1

La matriz extracelular del cemento contiene moléculas especificas, entre estas

moléculas unicas se encuentra CEMP1.

El gen humano de la proteina del cemento 1 (CEMP1) contiene 1 exdn, se extiende
1.4kb, y mapea el brazo corto del cromosoma 16 (16p 13.3) El gen CEMP1 codifica
para una proteina de 247 aminoacidos con un masa molecular de 25.9 kDa, la cual
después de modificaciones postraduccionales, incrementa a 50 kDa. Analisis fisico-
quimicos de CEMP-1 revelaron que es una proteina alcalina con un punto

isoeléctrico de 9.73. ©
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La proteina del cemento 1 o CEMP 1 se ha localizado y expresado en poblaciones
celulares del ligamento periodontal, cementoblastos, células de espacios
endosteales y células troncales mesenquimales localizadas perivascularmente en
el ligamento periodontal; por lo que podria ser considerada como un marcador de
cementoblastos y regulador de actividades biolégicas de células del ligamento
periodontal. Estudios in vitro, han demostrado que es un regulador clave en el
proceso de biomineralizacién, ya que promueve la adhesion y diferenciacion celular,
asi como regula el depdsito, composiciéon y morfologia de cristales de fosfato

octacalcico (precursor de hidroxiapatita). (2

CEMP-1 parece ser un regulador clave de la cementogénesis, ya que regula la

velocidad de deposicién, composicion y morfologia de los cristales de hidroxiapatita.
(8)

Ademas, regula la expresion de proteinas que participan en la formacién y
maduracion de tejido mineral como la fosfatasa alcalina (ALP), osteopontina (OPN)
y sialoproteina ésea (BSP) en cementoblastos, mediante la activacion de vias de
sefalizacion caracterizadas como lo es la de p-38 y JNK-MAPK; asi como también
participa activamente en la mineralizacion de la matriz extracelular de los

cementoblastos. @

Investigaciones muestran que el CEMP-1 humano recombinante o (hrCEMP-1)
estimula la proliferacion y migracion células humanas del ligamento periodontal
(HUPLC) y conduce a la migraciéon de anticuerpos-1* de células troncales
mesenquimales, lo que sugiere que esta proteina estd relacionada con el
mecanismo de reclutamiento perivascular de células troncales. Estudios in vivo han
mostrado que, hrCEMP-1 promueve la regeneracion 6sea en calvarias de ratas con
defectos de gran tamafio, lo que sugiere que es un mediador para sanacion de
heridas y regeneracién periodontal. CEMP-1 sostiene propiedades bioldgicas y
farmacoldgicas y juega un papel primordial durante el proceso de mineralizacion,

asi como en la regeneracion de tejidos mineralizados. ©
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En otros estudios in vitro se comprob6é que CEMP-1 promueve la proliferacion
celular, promueve el incremento en la actividad de ALP cuando actua sobre las
HuPLCs. Ademas, el CEMP-1 puede inducir la diferenciacion de las HUPLCs hacia

un fenotipo parecido al mineralizante. )

En otros estudios se demostré que CEMP1 puede modular la expresion de muchos
genes relacionados con el desarrollo, crecimiento, ciclo y muerte celular en HGFs
(fibroblastos gingivales humanos, traducidos del inglés human gingival fibroblasts)
transfectados con CEMP1. ®)

Ademas, la transfeccion del gen que codifica para CEMP1 en fibroblastos gingivales
adultos humanos, resultan en la diferenciacion de estas células a un fenotipo de

células parecidas a las mineralizantes. (20)

Durante las ultimas décadas, las células troncales se han convertido en centro de
atencion en la biologia y en la medicina. Por un lado, su estudio ha ayudado a
entender procesos biologicos fundamentales, como la diferenciacion celular y la
regeneracion tisular; por otro lado, su versatilidad funcional, tanto in vivo como in
vitro, y la capacidad de cultivarlas y manipularlas ex vivo, han constituido las bases

para el desarrollo de la terapia celular y la medicina regenerativa. (12)

Los tejidos y 6rganos usados para estas estrategias de medicina regenerativa en
odontologia son la glandula salival, lengua y musculos craneofaciales, asi como el

cartilago del condilo de la articulacion temporomandibular. ©)
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3.8. Células Troncales
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Figura 11. Definicién funcional de célula troncal. (12)

Las células troncales son células inmaduras, no diferenciadas, con una alta
capacidad de autorreplicacion y que pueden diferenciarse en uno o mas tipos de

células especializadas con funciones especificas en el organismo. (Fig. 11) (12

Estas células estan presentes a todo lo largo de la escala filogenética animal,

organizando y dirigiendo el desarrollo y la regeneracion de tejidos y 6rganos. (12

Las células troncales no poseen caracteristicas morfoldgicas que puedan utilizarse
para su identificacion; por lo tanto, actualmente la forma de reconocer a estas
células incluye tanto el analisis inmunofenotipico (es decir, la expresion de
moléculas de membrana-antigenos-o moléculas intracelulares), como el analisis de
la expresion de ciertos genes que pueden actuar como marcadores. Sin embargo,
son los ensayos funcionales, tanto in vivo como in vitro, los que determinan, sin

lugar a duda, la identidad de toda célula troncal. (12)
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3.8.1. Origen

Figura 12. El cigoto (a) es una célula
troncal totipotencial (da origen al
embrion 'y a las  estructuras
extraembrionarias). Al autorreplicarse,
genera varias células idénticas a ella. (b),
las cuales constituyen el estadio de
morula. En el estadio de blastocisto (c),
las células de la masa celular interna (d)
corresponden a células troncales
embrionales pluripotenciales (pueden
formar células de cualquier tejido

embrionario). Dichas células troncales
¢ embrionarias dan lugar a células

troncales de la linea germinal (e), o bien,
u a células troncales somadticas (f) de las
tres capas embrionarias: Ectodermo,

l l l l l l endodermo y mesodermo. *?

Muasculo Sangre Higado Pancreas Cerebro Piel

A lo largo del desarrollo de los mamiferos se generan diversos tipos de células
troncales. La primera célula troncal es el huevo fertilizado o cigoto, la cual es una
célula troncal totipotencial, capaz de producir tanto al embribn como a las
estructuras que no formaran parte de él, pero que son esenciales para su desarrollo,

como la placenta, el saco vitelino y el cordén umbilical. (Fig. 12) (12

Hasta el estadio de moérula (8 células), cada célula es idéntica a las otras; es decir
todas son células troncales totipotenciales. Conforme avanza el desarrollo, el
embrion alcanza el estadio de blastocisto, en el que cada una de las células que
forma parte de la masa celular interna es capaz de formar células de cualquier tejido
del organismo, de ahi que se les considere células troncales pluripotenciales

(células troncales embrionarias, ESC, de Embryonic Stem Cells). (12)

A partir de las ESC se producen diferentes células troncales somaticas, incluyendo
aquellas que dan origen al sistema nervioso central, a los nervios periféricos, la

sangre, el higado, el pancreas, los musculos, los huesos, la piel, el corazén, etc. (12

Las células troncales dentales estan formadas por tejido ectomesenquimatico,

derivado de la cresta neural durante el desarrollo embrionario contrario a la médula
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Osea y a las células troncales del cordon umbilical, las cuales son derivadas del

mesodermo. 21

El periodonto y los dientes forman parte de las estructuras craneo faciales que estan
derivadas del ectomesénquima. Aunado a esto, las células troncales dentales
pueden servir como mejor opcion para la reparacion de tejidos derivados de la

cresta neural como el periodonto. ")

En sus estudios, Egusa, (2012) y Mao en el mismo afio, sefialaron que los tejidos
orales, los cuales son de facil acceso para el dentista, son una fuente rica de células

troncales. (9 (10)

Entre las opciones disponibles para obtener estas células troncales, las células
troncales de la mucosa oral (OMSCs) son las de interés debido a su localizacion,
facilidad de cultivar y la habilidad que tiene de diferenciarse en multiples tipos de

células. @V

Hay dos fuentes primarias de células troncales: células troncales adultas y células

troncales embrionarias (ES). ©

3.8.2. Propiedades

3.8.2.1. Auto-renovacion:

La division celular (meidtica y mitética) puede ocurrir en modo asimétrico o
simétrico. La division asimétrica de una célula troncal da lugar a otra célula troncal
(haciendo una copia exacta de la original), y a una segunda célula llamada célula
progenitora que difiere un poco de la célula madre. Estas dos células difieren en sus
propiedades y tienen diferentes destinos. Cuando una célula troncal recién
generada reemplaza a la original después de cada division, permite que haya una
autorenovacion ilimitada, mientras que la otra célula progenitora es responsable de

la produccion de otro tipos de células diferenciadas en un tejido. 22
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La division simétrica puede incrementar el numero de células troncales, las cuales
pueden ser usadas para expansion ex vivo de células troncales, para aplicaciones
terapéuticas o cuando estan asociadas a un crecimiento no controlado de tumores
malignos. La division simétrica produce dos células progenitoras en lugar de dos
células troncales, lo que puede provocar el agotamiento de células troncales en los

tejidos. (??)

3.8.2.2. Amplia capacidad proliferativa:

Mientras que las células diferenciadas tienen una capacidad proliferativa limitada
debido a la pérdida de secuencias teloméricas después de cada divisidon mitética,

las células troncales estan dotadas con un potencial proliferativo incrementado. (12)
(22)

La capacidad proliferativa cambia dependiendo su estado jerarquico; las células en
estado prematuro tienen una capacidad proliferativa mas larga, por el contrario, el
potencial proliferativo de una célula troncal adulta, de un tejido especifico esta

reducido, pero es suficiente alin para mantener la capacidad regenerativa. (12) (22)

3.8.2.3. Potencial de diferenciacién/plasticidad:

El término plasticidad se refiere a la capacidad de una célula troncal de un tejido
especifico para dar origen a células de otros tejidos. La potencia de las células
troncales para diferenciarse en distintos tipos de células difiere de acuerdo a su

disposicion jerarquica. (Fig. 13) (12(22)

a) La primer célula generada en la ontogenia es totipotencial, esto es que
son capaces de formar todos los tipos celulares del organismo, incluyendo
células que forman tejidos extraembrionalmente como el trofoblasto. Las
células totipotenciales pueden derivarse de los blastomeros, estas células

pueden dar origen a un organismo viable y completo. (12)(22)

34 |



Proteina del Cemento 1 (CEMP1) Como Inductor de Factores de Pluripotencia

b)

La pluripotencia es la habilidad de producir células de todas las capas
germinales. Ejemplos de células pluripotenciales incluyen las células
embrionarias o las células germinales, porque estas pueden producir
células ectodérmicas, endodérmicas y mesodérmicas. Para probar la

pluripotencia se realizan varios estudios:

La formacién de un teratoma.

La formacion de una quimera.

Ensayos in vitro, diferenciacion espontanea de células.

Prueba de la expresion de marcadores de pluripotencia, como Oct 4, Sox
2, Kif4, cMyc, etc., por medio de inmunohistoquimica, por microensayos de
DNA, etc. 2

El potencial de diferenciacién multipotencial de las células troncales esta
comprometido, ésea que esta restringido para producir solo un espectro
limitado de tipos de células, derivados de la misma capa germinal. Por
ejemplo, las células del ectodermo pueden derivar a todas los tipos de
células derivados del neuroectodermo y de la superficie del ectodermo.

La unipotencialidad o el potencial de diferenciacién unipotencial es
usualmente asociado a precursores de linajes celulares individuales.

Las células troncales consideradas prematuras como unipotentes pueden
tener un potencial de diferenciacién mas amplio. Por ejemplo, las células
troncales mamarias dan origen a células mioepiteliales, alveolares y

ductales. (12)(22)
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y extraembrionales
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Figura 13. a) Clasificacién del Potencial de Diferenciacién/plasticidad (b) Clasificacion por el estadio en el que se
encuentran las células troncales

3.9. Células Troncales Adultas

Las células troncales adultas también son llamadas células troncales somaticas o
células troncales postnatales. A pesar de que muy pocas de estas células estan
presentes en tejidos adultos, estas se someten a una auto-renovacién y
diferenciacion para mantener los tejidos sanos y reparar los tejidos lesionados.
Estudios recientes de células troncales en el campo de la odontologia han
identificado muchas fuentes de células troncales en la regién oral y maxilofacial.
(Fig. 14) ©)(10)

Se cree que estas células residen en un area especifica de cada tejido, en un nicho
de células troncal. Muchos tipos de célula troncal adulta residen en muchos tejidos
mesenquimales y estas células se conocen colectivamente como células troncales

mesenquimales o células troncales mesenquimales multipotentes. ©) (10)
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Figura 14. Diagrama de los tejidos orofaciales donde se encuentran células troncales. A) células troncales epiteliales que
residen en el desarrollo del germen dentario, epitelio oral, gldndula salival. Células troncales provenientes de tejido
conectivo (mesénquima o de origen mesodérmico) han sido aislados de calvaria, pulpa dental, papila dental, ligamento

periodontal y médula de hueso alveolar. 1

3.9.1. MSCs (Células Troncales Mesenquimales)

En cultivo celular, las células troncales mesenquimales (MSCs) pueden ser

identificadas y aisladas basado en su adherencia a medios tratados con cultivo de

tejidos. Las células troncales mesenquimales se encuentran entre las mas

prometedoras por sus aplicaciones clinicas, éstas fueron encontradas originalmente

en la médula ésea, pero subconjuntos similares de MSCs han sido aisladas también

de muchos otros tejidos adultos, incluyendo piel, tejido adiposo y varios tejidos

dentales. ) (22)
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3.9.2. BMSCs (Bone Marrow Stem Cells o Células Troncales de la Médula 6sea)
de los huesos orofaciales

Las BMSCs humanas pueden ser aisladas de médula ésea orofacial aspiradas
(maxila y mandibula), obtenidos durante procedimientos de cirugia dental como
tratamiento de implantes dentales, extraccion del tercer molar, extirpacion de

quistes y osteotomia ortoddntica. ©

Embriologicamente, la maxila y la mandibula se originan exclusivamente de células
de cresta neural craneal, mientras que la cresta iliaca se forma del mesodermo.
Estas propiedades de las BMSCs orofaciales pueden proveer una ventaja para la
regeneracion orofacial, aunque el volumen recolectable de médula 6sea es menor

(0.03-05ml) que la médula dsea de la cresta iliaca. ©

3.9.3. Células troncales derivadas de los tejidos dentales

Ademas, dos tipos de células troncales adultas han sido descritas en los tejidos
dentales, las primeras son las células troncales epiteliales y las células parecidas a

células troncales mesénquimales (MSC-like cells).

El nicho de células troncales epiteliales adultas esta localizado en el asa cervical de
los &pices dentales, estas células pueden diferenciarse notablemente en

ameloblastos productores de esmalte. )

Por el momento muchas fuentes de MSC han sido identificadas en los tejidos
dentales, en la pulpa dental fueron identificadas las primeras células (dental pulp
stem cells, DPSCs), las cuales tienen caracteristicas fenotipicas similares a las
BMSCs. Posteriormente, también se aislaron de la pulpa dental de dientes deciduos

humanos (stem cells from human exfoliated deciduous teeth, SHED).
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Las DPCs y SHED poseen propiedades de células troncales como multi-
diferenciacion y auto-renovacion. Ademas, estas células tienen capacidad
especifica para regenerar el complejo dentino-pulpar cuando han sido trasplantados

en ratones inmunocomprometidos. () (10)

El ligamento periodontal es otra fuente de MSCs adultas en los tejidos orales, las
células troncales del ligamento periodontal (PDLSCs) pueden ser aisladas de
dientes extraidos. Estas células tienen la capacidad de regenerar tejidos

periodontales (cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar). ) (10)

También se identificaron las células parecidas a MSC en los tejidos orales, como

las del foliculo dental, mesénquima dental y de la papila apical. ©

El foliculo dental humano es un tejido o saco que forma parte del germen dental que
rodea completamente al 6rgano del esmalte y limita con la papila dental en estadios

tempranos del crecimiento dental. 1)

Se inform6 que las células troncales y las células precursoras que residen en el
foliculo dental se diferencian en tres tipos de células llamadas: osteoblastos,
fibroblasto del ligamento periodontal (PDLF) y los cementoblastos, los cuales
resultan en la formacion de tres distintos tipos de tejidos periodontales; el cemento,

ligamento periodontal y el hueso alveolar. ")

Ikeda et al., identifico células troncales distintas en el mesénquima del germen del
tercer molar en el estadio de campana tardia (tooth germ progenitor cells, TGPCs),
las cuales tienen gran capacidad proliferativa, y la habilidad de diferenciarse in vitro
en linajes de las tres capas germinativas incluyendo osteoblastos, células neurales

y hepatocitos.

Las células de la papila apical (stem cells from the apical papilla, SCAP) se
encontraron en tejido de la papila, en la parte apical de las raices de los dientes en
desarrollo. Comparadas con las DPSCs, las SCAP demostraron una mejor
proliferacion in vitro y mejor regeneracion en la matriz dentinaria cuando son

trasplantadas en ratones inmunocomprometidos. ©
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Estos tejidos son de gran importancia para la investigacion debido a su
disponibilidad, por lo cual la obtencion de estas células presenta una buena opcion
de estudio para poder establecer sus potenciales aplicaciones clinicas. ® Todas

estas células se describen en la siguiente imagen: (Fig. 15)

DPSCs SHED

Figura 15. Origenes de las células troncales adultas en la regién oral y maxilofacial. BMSCs: MSCs derivadas de médula ésea del hueso
orofacial; DPSCs: Células troncales de la pulpa dental; SHED: Células troncales de dientes deciduos exfoliados humanos; PDLSCs: Células
troncales del ligamento periodontal; DFSCs: Células troncales del foliculo dental; TGPCs: Células troncales del germen dental; SCAP:
Células troncales de la papila apical; OESCs: Células troncales del epitelio oral; GMSCs: MSCs derivados de la encia; PSCSs: Células
troncales derivadas del periostio; SGSCs: Células troncales derivadas de la gldndula salival.

3.10. Células troncales derivadas de la mucosa bucal

La mucosa bucal es un tejido que proviene de la cresta neural, que es una

especializacion del ectodermo. 23)

La mucosa oral estda compuesta de un epitelio escamoso estratificado y un tejido
conectivo subyacente constituido por la lamina propia, el cual es un tejido bien
vascularizado, y la submucosa, que puede contener glandulas salivales menores,
tejido adiposo, haces neurovasculares y tejidos linfaticos dependiendo el sitio. ©
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Durante la vida, la mucosa bucal esta en constante regeneracion, esto debido a la
friccion que sufre durante la actividad de masticar y hablar. Usualmente las heridas
de la mucosa bucal se curan por regeneracion, sin complicaciones y sin dejar

cicatriz. (23)

Debido a esto, se pensé que la mucosa bucal deberia tener una poblacion de células
troncales, con gran capacidad de proliferacion que pudieran mantener la poblacion.
En 2010 se caracterizaron por primera vez las células troncales derivadas de la

lamina propia de la mucosa bucal. 24

Hasta la fecha se han identificado dos tipos diferentes de células troncales humanas

adultas en la mucosa oral. ©

Las primeras son las células troncales progenitoras del epitelio oral, las cuales son
una subpoblacion de pequefios queratinocitos orales (mas pequenos de 40um).
Pueden sdlo crecer en células epiteliales, poseen clonogenicidad y la capacidad de
regenerar un injerto de mucosa oral ex vivo altamente estratificado y bien
organizado, el cual sugiere que la células pueden ser de utilidad para injertos

intraorales. ©

Las otras células troncales de la mucosa oral han sido identificadas en la lamina
propia de la encia, las cuales se adhieren directamente al periostio del hueso
subyacente sin submucosa intermedia. La encia subyacente a la cresta alveolar y a
la region retromolar, es resecada frecuentemente durante el tratamiento dental
general y a menudo puede ser obtenido como una muestra biologica descartada.
En 2009, Zhang et al., fueron los primeros en caracterizar a las células troncales
mesenquimales derivadas de la encia humana (human gingiva-derived MSCs o
GMSCs), las cuales exhiben clonogenicidad, autorenovacion y capacidad de
diferenciacion multipotente similar a las células troncales derivadas de la médula
osea (BMSCs). ©)

Las GMSCs proliferan mas rapido que las BMSCs, muestran una morfologia estable

y no pierden sus caracteristicas de MSC. ©
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Recientemente, se ha reportado una poblacion parecida a célula troncal
multipotente de la cresta neural denominada célula troncal de la mucosa oral (oral
mucosa stem cells, OMSCs), que se puede generar de manera productiva de la

lamina propia de la encia humana adulta. ©

La multipotencia de las GMSCs/OMSCs, su facil aislamiento, abundancia clinica y
expansion rapida ex vivo, como fuente de células troncales, provee de una gran

ventaja para aplicaciones clinicas potenciales. )

Estas células presentan una gran capacidad de proliferar, expresan marcadores
tanto de células troncales embrionarias, como de troncales mesenquimales; su
eficiencia de expansion in vitro y de diferenciacion es muy amplio ya que se han
obtenido células derivadas de las tres capas embrionarias in vitro y teratomas

bilineales (ectodermo y mesodermo) in vivo. %)

3.11. Factores de Pluripotencia

Los genes de pluripotencialidad fueron descubiertos, clonados y caracterizados en
el periodo entre 1990 y 2003. En total fueron identificados mas de 100 genes

involucrados en estos procesos. (12

Dos hallazgos notables de estos estudios fueron que, un grupo de sélo tres genes
(Oct4, NANOG, Sox2) controlan el circuito total de los genes de pluripotencialidad y
que, en este circuito transcripcional también juegan un papel importante los genes

conocidos por su contribucion a la cancerogénesis, tales como SSEA4, c-Myc y Klf4.
(12)
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3.11.1. Oct4(POU5F1):

Oct4 es un factor de transcripcion embrional de unién al motivo octamer. Pertenece
a la familia POU de factores de transcripcion especificamente expresados en ESC,
en el embridn temprano y en células germinales. En estas células, tiene un rol vital
en la regulacién y mantenimiento de la pluripotencia, por lo que es usualmente
usado como un marcador de pluripotencia y de autorenovacion. Fue originalmente
designado como Oct3, Oct %, OTF3 y OTF4. (12)(25) (26)

El Oct4 humano puede generar tres isoformas principales, los cuales son Oct4A,
Oct4B y Oct4B1. Se ha confirmado que Oct4A es un factor de transcripciéon
responsable de las propiedades de troncalidad. En cambio, Oct4B no tiene la
capacidad de sostener la autorenovacién de las células troncales embrionales, pero
responde al estrés celular. Su ausencia en embriones causa la muerte en utero en

estadios de pre-implantacion. (25) (26)

La funcién de Oct4 es importante para los primeros eventos de diferenciacion del
embridn en estadios entre moérula y blastocisto. La ausencia de Oct4 en embriones
provoca la muerte al momento de la implantacion, la pérdida de Oct4 cambia el
destino de las células internas del blastocisto en embriones de raton. Los niveles de
expresion de Oct4 en el embridon temprano dictan si las células pertenecen a la ICM
(Masa Celular interna, Inner Cell Mass) (nivel alto) o al trofectodermo (nivel bajo).
El papel de Oct4 (junto con Sox2 y NANOG) en las células de la masa interna y de
las células del epiblasto (también denominado ectodermo primitivo) es preservar la

pluripotencialidad y autorenovacion. (12) (27) (28)

La expresion de Oct4 baja su regulacion cuando las ESCs estan a punto de
diferenciarse, y su expresion se pierde en células somaticas normales de tejidos
diferenciados. Se ha demostrado que Oct4 es el factor mas importante para formar
células iPS, ya que c-Myc puede ser omitido, Sox1 puede reemplazar a Sox2, Klf2
o KIf5 pueden reemplazar a Klf4; sin embargo, Oct4 no puede ser reemplazado por

otros miembros de la familia de Oct. 7

43 |



Proteina del Cemento 1 (CEMP1) Como Inductor de Factores de Pluripotencia

3.11.2. Sox2:

Es miembro de la familia Sox (SRY-related HMG-box), molécula de 34kDa que parte
de una familia de factores de transcripcidon expresados en ESC, en células
germinales y algunas SC adultas, especificamente del sistema nervioso. Su
importancia quedo firmemente establecida con el descubrimiento de que, al eliminar

ambos alelos de Sox2 produce letalidad embrionaria en ratones.

La ausencia de Sox2 en embriones causa la muerte debido al desarrollo fallido del
epiblasto. El interés por Sox2 aumentd drasticamente con el descubrimiento de
Takashi y Yamanaka, donde demostraron la conversion de fibroblastos
embrionarios de ratén a una célula troncal pluripotente inducida (iPS), por la
expresion ectdépica de Sox2 junto con Oct4, KlIf4 y c-Myc. Tal como Oct4, Sox2 es
indispensable para mantener la pluripotencialidad de ESC, pero con la distincion de
que Sox2 ademas tiene funciones en células que no son pluripotenciales. (12) (28) (29)
Por otra parte, la expresion ectopica y la amplificacion de este gen ha sido asociada
con la presencia y desarrollo de cancer en multiples tejidos, como en pulmén y

mamas. (29) (30)

Los diferentes roles en los que participa Sox2 en las redes regulatorias consisten
en la influencia de factores de transcripcion, micro RNAs, reguladores epigenéticos

y hasta en moléculas de sefializacion. (2°)©0)

En estadios embrionales Sox2 puede diferenciar directamente a las ESCs en
destinos de neuroectodermo; mientras que Oct4 y NANOG promueven
especificamente a mesoendodermo. EL efecto de Sox2 en la autorenovacion y
diferenciacion de las ESCs es altamente dependiente, lo que sugiere que su
expresion necesita ser balanceada con otros cofactores, en orden de mantener la
pluripotencia. La expresion de Sox2 es controlada en muchos diferentes niveles,

como a nivel transcripcional, traduccional y post-traduccional. 9
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3.11.3. NANOG

Es un factor de transcripcion homeobox, que tiene un papel importante en el destino
de las células troncales embrionales y su autorenovacion. @' En humanos, el gen
de NANOG esta localizado en el brazo corto del cromosoma 12, la regién promotora
de NANOG tiene 299 bp de largo, esta regién contiene motivos de union a Oct4 y
Sox2; forma homo y heterodimeros con Oct4 y Sox2 por medio de su dominio rico

en triptéfano, el cual es esencial para la autorenovacion y pluripotencia de las ESCs.
(32)

Los genes homeobox son un grupo de genes con una secuencia de DNA comun,
que estan relacionados con la diferenciacion celular durante el desarrollo embrional.
NANOG es una proteina de 305 aminoacidos de largo con un peso molecular de
34.6 kDa. GV

NANOG fue identificado inicialmente por dos grupos durante algunas pruebas de
deteccién para identificar factores que no necesitan de un factor inhibidor de

leucemia (LIF) para mantener la pluripotencia. (32

Se expresa especificamente en ESC’s manteniendo su autorrenovacion vy
pluripotencialidad. La inhibicion de la expresion de NANOG en cultivos de ESCs
resulta inmediatamente en su diferenciacion. Los blastocistos deficientes en
NANOG muestran morfologia normal, pero la ICM soélo produce células parecidas

al endodermo parietal. (12) (33)

EL rol significativo de NANOG para mantener la pluripotencia empieza cuando los
factores mas importantes Oct4, Sox2 no pueden soportar la carga de
autorenovacién de las células troncales embrionarias. Ademas, la transicién de
estado pre-iPS a estado iPS, requiere un reclutamiento de factores de
reprogramacion mediados por NANOG. Estos hallazgos sugieren que NANOG
actua como un “gen maestro”, orquestando un encendedor molecular hacia un

estado puramente indiferenciado. G
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3.11.4. c-Myc

c-Myc pertenece a una familia de protooncogenes que incluye a L-Myc, a N-Myc y
a c-Myc, los cuales se relacionan con el origen de diversas neoplasias en seres
humanos. El gen mas ampliamente estudiado de esta familia es c-Myc, que fue el
primero en ser descubierto, mediante su homologia con el gen transformante del
virus de la mielocitomatosis aviar MC29 (v-Myc). La mutagénesis de insercion
retroviral identific6 a c-Myc como un oncogén mayor. Por otra parte, se encontré
que el gen de c-Myc se encuentra alterado en diversos tumores solidos, como en

leucemias y linfomas, asi como en diferentes tumores en animales. ¢4

El gen de c-Myc codifica para la proteina c-Myc de peso molecular entre 64 y 74
kDa constituida por 439 aminoacidos, ademas se tiene interés particular en las
diferentes funciones de dos productos alternativos del gen que son: c-Myc 1 y c-
Myc 2. La proteina c-Myc2 estimula el crecimiento celular, mientras que c-Myc 1 lo

suprime. (34)

Estos genes actuan como factores de transcripcion y participan en la regulaciéon del
ciclo celular en varios tipos de células, tanto normales como tumorales (actua en la
inhibicion de la expresién de genes supresores de tumores, que controlan el paso

de la fase G1 a la fase S en el ciclo celular). (12) (35)

Esta documentado que c-Myc participa en la iniciacion de tumores, un descenso en
la expresion de c-Myc en lineas celulares con cancer establecido in vitro, muestran
una reduccién en la proliferacion celular y en algunas ocasiones induce apoptosis.
Ademas de su rol en la formacion de tumores, c-Myc fue también identificado como
uno de los cuatro genes que incluye a Sox2, Oct4 y KIf4, que pueden colectivamente
reprogramar fibroblastos a células troncales pluripotentes. (Takahashiy Yamanaka)
2006). 9
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3.11.5. Kif4

También conocido como gut-enriched Krippel-like factor (GKIf), pertenece a una
familia conservada de factores de transcripcion (SP/KLF factors) con 3 motivos de
dedos de zinc dentro de sus secuencias de carboxilo terminal, importante en la
regulacion de multiples procesos biologicos tales como la diferenciacion, la

proliferacion y la apoptosis. (12) (36)

KIf4 contiene 483 aminoacidos, con un peso molecular aproximado de 53kDa.
Varias variantes del gen de KIf4 han sido identificadas en células normales y con
cancer. 3% Su regulacion es mediada por genes de transactivacion en multiples
niveles, modulando a KLf4 por fosforilacion, acetilacion, metilacidn y ubiquinitizacion

dependiendo de donde se encuentre. (36)

Uno de los principales roles de KIf4 en la célula, es el promover la supervivencia
celular al suprimir la apoptosis. Se ha encontrado que Klf4 suprime la via apoptética
dependiente de p53 al inhibir directamente a TP53 y la supresion de la expresion de
BAX. (36)

En los ultimos afios, KIf4 ha ganado notoriedad gracias a su rol como uno de los
cuatro factores requeridos para inducir células troncales pluripotentes. Klf4 participa
en un rol dual durante la induccion de la pluripotencia, inicialmente reprimiendo
marcadores de diferenciacién y facilitando la expresion de genes de pluripotencia
en estadios tardios. Por si mismo, se ha demostrado que es directamente regulado

por el factor inhibidor de leucemia. (36)
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3.11.6. SSEA4

SSEA-4 (Stage Specific Embrionic Antigen-4) es un marcador de células troncales
embrionales, es un gangliésido que consiste en un glicoesfingolipido que contiene
un residuo acido N-acetilneuraminico. Es sintetizado a partir de SSEA3 por la
enzima ST3GAL2). La expresion de SSEA4 sufre cambios cualitativos vy

cuantitativos durante el desarrollo, diferenciacion y tumorigénesis. ©7)

Durante el desarrollo de preimplantacion humana, SSEA3 y 4 son los primeros
observados en las células pluripotentes de la masa celular interna y se pierde en la
diferenciacion. La promocién o inhibicion de la tumorigénesis por medio de
glicosilacion, es de crucial importancia en los estudios de investigacion de cancer.
Algunos estudios muestran que SSEA4 esta implicado en la malignidad de algunos
canceres, asi como en la invasion y en la metastasis. Su expresion esta asociada
al incremento en el potencial metastatico y en el prondstico malo de cancer renal,

oral, de mama y de pulmon. ©7)

Se ha documentado que es capaz de aislar MSCs genuinos de la médula ésea. La
expresion de SSEA4 fue también detectada en placenta, ligamento periodontal,

pulpa dental y membrana sinovial derivada de MSCs. (8

SSEA4 ha sido usado previamente como marcador para distinguir células
embrionales primitivas humanas de carcinoma y células troncales embrionales. En
tejidos dentales, se ha encontrado en células de la pulpa dental de dientes

permanentes. (39

3.12. Marcadores Mesenqguimales para Células Troncales

Las células troncales para poder ser identificadas como tales deben tener un cierto
fenotipo. Ya que las células troncales mesenquimales (MSC) pueden provenir de
cualquier tejido adulto, su inmunofenotipo ha sido mas dificil de determinar. Este
fenotipo suele cambiar dependiendo del tipo de célula troncal o del tejido adulto del
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cual fueron aisladas. Un numero de moléculas han sido sugeridas como marcadores
mesenquimales, entre ellos estan Stro-1, CD271 y CD146. 8 El consenso actual
es que deben ser positivos a CD73. CD105 y CD90 y negativos a CD45, CD34,
CD14, CD79a y HLA-DR. (13)(38)

3.12.1. Stro-1

STRO1 es uno de los marcadores mejor conocidos para células troncales
mesenquimales. Fue descubierto a principios de los 70s, en células troncales y
estromales, tiene un peso molecular aproximado de 75kDa.. El anticuerpo para Stro-
1 es producido por uno de los muchos hibridomas, que fue generado por ratones
inmunizados intra-renalmente con CD34 humano de células de la médula 6sea.

Anadlisis adicionales identificaron al anticuerpo Stro-1 como un isotipo de IgM. ¢9)

En el cuerpo humano, Stro-1 existe en muchos 6rganos como en higado y pulmoén,
ademas de que se ha observado su expresion en endotelio. 40 41) Un subconjunto
de células de médula enriquecidas con Stro-1, pueden diferenciarse en linajes
mesenquimales, incluidas las células estromales de soporte de hematopoyesis con

un fenotipo vascular de tipo musculo liso, adipocitos, osteoblastos y condrocitos.

3.12.2. CD73 (ecto-5'-nucleotidasa):

CD73 (también conocida como ecto-5’-nucleotidasa, ESNT, NT, NT5, NTE, eN y
eNT) es una proteina de adhesion anclada a glicosil fosfatidilinositol (GPI), que
cataliza la desfosforilacion de nucledtidos purinas y pirimidicos a su correspondiente
nucledsido bioactivo. CD73 es un dimero de dos subunidades idénticas, que

dependen de GPI para unirse con la cara externa de la membrana plasmatica.

Al igual que otras proteinas ancladas a GPIl, D73 es mediador de sefiales de

coestimulacion en la activacion de células T.

49 |



Proteina del Cemento 1 (CEMP1) Como Inductor de Factores de Pluripotencia

Se encuentra unida a la cara externa de la membrana plasmatica. También se cree
que participa en las interacciones estromales de la médula ésea, migracion de MSC

y modulacion de la inmunidad por parte de las MSC. 42)

3.12.3. CD90(Thy-1):

Es un marcador designado como Thy-1, también conocido como CDw90, es una
glicoproteina de superficie celular anclada cuando se coexpresa con CD34 en las
células de la médula 6sea normal humana. Esta identifica una subpoblacién que

incluye células troncales pluripotentes y hematopoyéticas.

Su funciéon no esta bien definida, pero se ha propuesto que participa en
interacciones célula-célula, como la adhesién de monocitos al endotelio y a

fibroblastos y también en la adherencia al estroma de células CD34+. (42)

3.12.4. CD105(Endoglina):

Endoglina también designado CD105 y ALK-1 (activin receptor like kinase 1,
también designada de la superfamilia Rl), que desempena una funcién en la
senalizacion durante la angiogénesis y durante la diferenciacion de células

mesenquimales a condrocitos. (13)

Endoglina y ALK-1 son miembros tipo Il y tipo | de la superfamilia de receptores

TGF-B respectivamente, que son expresados en células endoteliales.

Los tres marcadores (CD90, CD105 y CD73), no nos indican ninguna funcién
troncal, pero la combinacion de los tres nos ayuda a identificar células en nichos
celulares especificos dentro de los tejidos adultos, mismas que, usualmente, se

considera que se encuentran alrededor de capilares. (13
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3.12.5. CD34:

Es una glucoproteina situada en la superficie celular, que actia como molécula de
adhesion y se expresa selectivamente en las células madre precursoras de la
hematopoyesis. Regula el apego a células madre a la matriz extracelular de la
meédula ésea o directamente a células estromales. Clinicamente esta asociado con
la seleccidon y enriquecimiento de células troncales hematopoyéticas para

trasplantes de médula 6sea.

Sus anticuerpos son usados para cuantificar y purificar células troncales
hematopoyéticas progenitoras para investigacion y para trasplantes de médula

Osea. 43

3.12.6. CDA45:

Es una proteina tirosina fosfatasa que se encuentra presente en todos los
leucocitos, con una mayor expresion en los linfocitos. Es un marcador de linaje
linfocitico T; es una proteina que se requiere para la activacion de las células T. El
estudio de la expresion de este antigeno de superficie por citometria de flujo es de
particular importancia, ya que permite distinguir el linaje celular y también inferir el

estadio de maduracion de la mayoria de las células hematopoyéticas. 43

3.12.7. HLA-DR:

También conocido como el complejo mayor de histocompatibilidad clase I, es parte
del complejo que presenta antigenos al sistema inmune adaptativo. También forma
parte del sistema de reconocimiento de lo propio contra lo extrafo, por lo que suele

ser uno de los causantes de rechazo en los trasplantes de 6rganos. “3)

Las fuentes de MSC han sido identificadas en los tejidos orales, al igual que su
capacidad de diferenciacion, los marcadores a los que responden y sus factores de
pluripotencia. ? (TABLA 1)
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Células Troncales

Expresion de Antigeno CD

Positivo

Negativo

Otros
Marcadores

Importantes

Capacidad de
diferenciacio

n In vitro

Capacidad de
Formacion de

tejidos In vivo

DPSCs (Dental Pulp | CD9, CD10, CD13, CD14, CD31, |STRO-1, Nestin | Dent (od), mes (os, | Dent (dentin,
Stem Cells) CD29,CD44,CD49d, CD59, | CD34, CD45, ad, cho, myo), |Pulp), mes
CD73, CD90, CD105, CD117, ect(neu) (adipose, muscle)
CD106, CD146, CD166 CD133
SHED (Stem Cells CD13, CD44, CD73, CD90, | CD14, CD19, |STRO-1, Oct-4, | Dent (od), mes (os, | Dent (dentin), mes
from human CD105, CD146 CD34, CD43, | NANOG, Nestin, |ad, cho, myo, | (bone,
exfoliated CD45 SSEA-3, SSEA- | endo), ect (neu) microvessel)
deciduous teeth) 4
PDLSCs CD9, CD19, CD13,CD29, |CD31,CD34, |STRO-1, Dent (cem), mes | dent (cementum,
(Periodontal CD44, CD49d, CD59, CD45 Scleraxis (os, ad, cho), ect | PDL), mes (hueso
ligament Stem CD73, CD90, CD105, (neu) alveolar)
Cells) CD106, CD146, CD166
DFSCs (Dental CD9, CD19, CD13, Cd29, CD31, CD34, | STRO-1, HLA Dent (cem), mes | dent(cementum,
Follicle Stem Cells) | CD44, CD49d, CDS9, CD45, CD133 | class 1 (os, ad, cho), ect | PDL), mes (hueso
CD73, CD90, CD105, (neu) alveolar)
CD106, CD166
TGPC (Tooth Germ | CD29, Cd44, CD73, CD90, |CD14,CD34, |STRO-1,0ct-4, |Mes (os, ad, | Mes(bone)
Progenitor Cells) CD105, CD106, CD166 CD45 NANOG, HLA endo), ect (neu),
class 1 end (help)
SCAP CD49d, CD51/61, CD56, CD14, CD18, | STRO-1, Nestin, | Mes (ad), ect (neu) | Dent (dentin, Pulp)
CD73, CD90, CD106, CD34, CD45, | Survivin
(Stem Cells from = o146, cD166 CcD117,
the Apical Papilla) CD150
GMSCs (Gingiva CD29, CD44, CD73, CD90, |CD34, CD45, |STRO-1, Oct-4, |Mes (os, ad, cho), | Mes (bone,
Derived MSCs) CD105, CD106, CD146, CD117 NANOG, Nestin, | ect (neu, glia cell), | cartilage, fat,
CD166 SSEA-4, HLA- end (definitive | muscle), ect
OMSCs (Oral ABC, Sox-2, endoderm cell) (epithelia, neural
Mucosa- Derived Tra2-49, Tra2- tissue
Stem Cells) 54

Tabla 1. PDL: Linajes de diferenciacion del Ligamento Periodontal, dent (Linaje Dentinogénico), mes (Linaje Mesodérmico), ect (linaje ectodérmico),
end (linaje endodérmico), od (odontoblasto), os (osteoblasto), ad (adipocito), cho (condrocito), myo (mioblasto), neu (célula neuronal), endo(célula

endotelial), cem (cementoblasto), hep (hepatocito). (9)
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Entre marcadores de importancia estan los factores asociados a mineralizacion,

cartilago y a tejido adiposo.

3.13. Factores Asociados a Mineralizacion

El cemento contiene muchas proteinas no colagenas, incluyendo unas
fosfoproteinas mayores que son osteopontina y sialoproteina 6sea. Estas proteinas
participan en rellenar espacios, creados durante el ensamblaje de colagena y
permitiendo la deposicion mineral que se esparce a través de una malla entera de

colagena. (")

El rol propuesto para estas proteinas es, que son reguladoras de la nucleacion y del
crecimiento de cristales de hidroxiapatita. Ademas, se sugiere que osteopontina y
la sialoproteina ésea son necesarias para la iniciacion de la formacion de cristales

en las fibrillas altamente ordenadas de colageno tipo | y II. (1"

3.13.1. BSP (Sialoproteina Osea)

La sialoproteina 6sea o BSP es miembro del grupo de proteinas denominado
SIBLING. Es una glicoproteina fosforilada de alrededor de 327 aminoacidos, con
altos niveles de acido glutdmico. Esta proteina solo se expresa en tejidos
mineralizados como el hueso, cemento, durante estadios tempranos del desarrollo
de la raiz y en el diente maduro, asi como también en el cartilago hipertréfico y en
calcificaciones patoldgicas. Es una proteina quimioatrayente de precementoblastos,
que promueve su adhesion y diferenciacion. Se ha demostrado que tiene una alta

afinidad a la colagena tipo | con sitios de interaccion especificos. (17)

3.13.2. OPN (Osteopontina)

La osteopontina es la union de dos palabras que son: “osteo” y “pontina”, la cual es
usualmente nombrada para caracterizar su papel de enlace de las células dseas al

hueso extracelular. 44
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OPN es una glicoproteina acida de 34 kDa, después de ser secretada de la célula
sufre modificaciones post-traduccionales, dando como resultado, un peso molecular
de 44 a 75kDa. OPN es altamente expresado en osteoblastos y osteoclastos, con
un rol importante en la biomineralizacion, ademas de estar implicado en varios

funciones fisiologicas, incluyendo inflamacioén cronica y biologia tumoral. 44

3.14. Factor Asociado a Cartilago

3.14.1. Colagena tipo Il

La colagena tipo Il se encuentra en el cartilago y sélo en algunos sitios, incluyendo
la cérnea, el vitreo y la notocorda, asi como en el nucleo pulposo de los discos
invertebrales. La colagena tipo Il estd compuesta de una mezcla de algunas fibrillas
de unos 100 nm de diametro y otras de 20nm de didmetro. La variedad mas pequefia
es corta y no tiene las caracteristicas distintivas de bandas cruzadas de las fibrillas
largas. Esta red de fibrillas de colagena permite al cartilago que atrape el agregado

de proteoglicano, asi como también proporciona resistencia a la traccién al tejido.
(45)

La colagena tipo Il es la base del cartilago articular y del cartilago hialino, esta
formada por homotrimeros de colagena, tipo Il, cadenas alfa 1. Por lo que constituye
el 50% de todas las proteinas en cartilago y en un 85% de colagena de cartilago
articular. La administracion oral de colageno de tipo Il nativo induce tolerancia oral

a las respuestas inmunes patoldgicas y puede ser Util en la artirtis. 4%

3.15. Factor Asociado atejido adiposo
3.15.1. LPL(Lipoproteina Lipasa)

La enzima lipoproteina lipasa (LPL), fue originalmente identificada como un factor
de depuracion lipasa, que hidroliza triglicéridos presentes en lipoproteinas VLDL

(very low density lipids) y en quilomicrones. La lipolisis es llevada a cabo por esta
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proteina. LPL es expresado principalmente en tejidos que oxidan o almacenan
acidos grasos en grandes cantidades como el corazén, musculo esquelético, tejido
adiposo café y blanco. También se ha demostrado que, la actividad de LPL es
requerida para el mantenimiento de células troncales progenitoras hematopoyéticas
(HSPC). (46) (47)

3.16. Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)

Este gen codifica para un miembro de la familia de las proteinas gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa. Se ha identificado la funcién de la proteina codificada, la
cual es su capacidad para realizar funciones mecanicamente distintas. El producto
de este gen cataliza un paso importante para producir energia, en el metabolismo
de los carbohidratos, por medio de la fosforilacidn oxidativa reversible de
gliceraldehido 3-fosfato en la fosforilacion oxidativa, en la presencia de NAD

(Nicotinamida adenosin dinucleoétido). ¢“8)

Participa en la glucdlisis, donde cataliza el primer paso de la via al convertir D-
gliceraldehido 3-fosfato, en 3-fosfo-D-glicerol fosfato. Ademas de tener funciones
nucleares, participa en eventos en el nucleo incluyendo transcripcion, transporte de
RNA, replicacion del DNA y apoptosis. Modula la organizacién y el ensamblaje del

citoesqueleto. “8)

Ademas, se ha identificado que tiene actividad uracil DNA glicosilasa en el nucleo y
esta proteina contiene un péptido que tiene actividad antimicrobiana contra E. coli,

P. aeruginosa y C. albicans. 8
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4. Planteamiento del Problema

La proteina CEMP-1 ha sido relacionada a varios procesos bioldgicos, como
proliferacion celular, biomineralizacion y en varias vias de sefializacién celular. 9
Se ha descubierto que tiene relacion con la activacion de células troncales, en las
cudles estan relacionados varios factores de pluripotencia. (2> Pero no se tiene
claridad de la relacién directa de CEMP1 en cuanto a la induccion del fenotipo

troncal mesenquimal y la expresion de factores de pluripotencia.

5. Justificacion

CEMP1 ha demostrado ser una proteina con cualidades regenerativas e inductoras
de procesos biologicos, por lo que demostrar si los HGF transfectados con el gen
que codifica para CEMP1 promueve positivamente la expresion de marcadores de
pluripotencia, permitira ampliar las opciones terapéuticas asociadas a la
regeneracion tisular utilizando células troncales de facil adquisicion como son los

fibroblastos derivados de la encia humana. (V) (6) )
6. Hipotesis

Las células HGFs transfectadas con el gen que codifica para CEMP1 induciran la
expresion de los factores de pluripotencia Oct4, Sox2, NANOG, c-Myc, Kif4 y
SSEA4, asi como la expresion de factores asociados a tejido mineralizado (BSP,
PTPLA/CAP, OPN y CEMP1), factor asociado a cartilago (colagena tipo Il) y factor

asociado a tejido adiposo LPL.
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7. Objetivos

7.1. Generales

Determinar si el gen que codifica para CEMP1 transfectado en la poblacion celular
de fibroblastos humanos derivados de la encia humana, regula positivamente
diversos factores de pluripotencialidad y aquellos asociados a tejidos mineralizados,

adiposo y cartilago.

7.2. Especificos
» Determinar la expresiéon del producto génico de factores de pluripotencia Oct4,
Sox2, NANOG, c-Myc, Klif4 y SSEA4.

» Determinar la expresion del producto génico de factores asociados al proceso de
mineralizacién como lo son sialoproteina ésea (BSP), osteopontina (OPN), CEMP1
y PTPLA/CAP.

* Determinar la expresion del producto génico de factores asociados a cartilago

como lo es la colagena tipo Il.

» Determinar la expresién del producto génico de factores asociados a tejido adiposo

como lo es LPL.
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8. Metodologia

8.1. Cultivo Celular:

Los fibroblastos derivados de la encia humana se obtuvieron por medio del método
de explante y se cultivaran en cajas de cultivo de 75 cm2 en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium), suplementado con Suero Fetal Bovino al 10%
y antibidticos (100 pg/ml estreptomicina y 100 Ul/ml penicilina, Sigma Chemical CO,
Saint Louis MO). Las células se incubaron en un ambiente con 100% de humedad
a 37°C, 95% de aire y 5% de CO2.

8.2. Aislamiento/Construccién de pcDNA40-CEMP1 que expresa el vector y
la transfeccidon en fibroblastos humanos derivados de la encia:

La region codificante de CEMP1, (GenBank Accession No. NM_001048212) fue
subclonada en el vector pENTR/SD/D (Invitrogen, Carlsbad, CA). El resultante
pENTR/SD/D-CEMP1 cDNA construido fue ligado al vector pcDNA40 (+) [CEMP1-
pcDNA40 (+)] (Invitrogen, Carlsbad, CA). El plasmido pcDNA40-CEMP1, fue
transfectado en HGF (HGF/CEMP1) usando Lipofectamina 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Se seleccionaron las células que expresaron establemente el gen
CEMP1 con G418 600 pg/mL, (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) hasta por ocho

semanas.

L7 d atRi [CmRIETY atR2 VS epitope . oxtis [T TPV

PpCcDNA-DEST40. El
DNA del clon
entrante reemplaza
la region entre las
bases 918 y 2601.
(Invitrogen,
Carlsbad, CA)
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8.3. Western Blot:

Para determinar la expresion a nivel traduccional, los fibroblastos derivados de la
encia humana han sido transfectados con el gen que codifica para CEMP1. Para
que expresen este factor establemente, se cultivaron hasta llegar a confluencia. El
lisado celular se obtuvo utilizando amortiguador de lisis frio (1mM EDTA, pH 8.0,
10mM Hepes, 50mM NacCl, 0.5% Triton X-100, 1mM fenil-feni-metil-sulfonil fluoriro,
5uM leupeptina y 10ug/ul aprotinina), posteriormente se sonicaron y centrifugaron
por Smin a 2,000rpm. El sobrenadante se separd y se colocd en un tubo nuevo. La

cuantificacion de proteinas se realizé por método de Bradford.

8.3.1. Preparacion de las Proteinas.

Como controles se utilizé una poblaciéon heterogénea de fibroblastos derivados de
la encia humana, que no han sido transfectados con el vector vacio.

Para cada proteina que se midi6é se usé 3.9ul de buffer de carga + 3.9ul de nuestra
muestra transfectada. La muestra del estandar de proteinas llevd 10 ul y se agregdé

el volumen de la proteina equivalente a 30 ug (Fig.16)

[E ] B

r | Marcador [ ]I HFG23 " " HFGZ3 ]| || wra2a | | wrezz |

= -

Figura 17. Esquema que representa el ordenamiento de muestras en gel de Poliacrilamida. Se sefiala el marcador y
buffer de carga. También se ve cdmo serdn llevadas las muestras desde el tubo eppendorf por medio de
micropipetas hasta el gel.
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8.3.2. Preparacion del Gel.

Se preparo 1 gel de poliacrilamida al 7.5%, 5 al 12%, 1 gel de 10%. (TABLA 2.)
En un vaso de precipitado se colocaron los reactivos para hacer el gel separador y
se dejo reposar 10-15 min para gelificacion completa. Posteriormente, se preparo
en otro vaso de precipitado la solucion para el gel concentrador entre 15y 20 min.

Elaboracién del gel separador y gel concentrador.

Reactivos

Para dos Para dos A )
geles geles

Acrilamida-Bis |2.5m | 3.3m [4.1m |5.12 |5.8ml |Acrilamida-Bis |0.8m | 1ml 1.25 |1.56 |[1.8ml

ml ml

Tris-HCI1.5M |2.5m |2.5m |2.5m |3.12 |2.5m| |Tris-HCI0.5M [1.5m |[1.5ml |1.5m |1.87 |2ml

pH 8.8 | I | 5ml pH 6.8 | | 5ml
Agua 4.2m (3.4m [2.6m | 3.25 |1.2ml |[Agua 3.04 |3.06m |2.8 3.5m | 3.6ml
desionizada | | | desionizada | |
ml ml ml
SDS 10 % 0.2m {0.2m |0.2m |0.25 |0.2ml |SDS 10 % 60ul |60l 60ul | 75u |90l
I I I
ml

Persulfato de 126 |85ul | 140 [165u | 170 pl | Persulfatode | 20w |60l 50 pl | 50ul {60 pl
amonio (APS) amonio (APS)

ul ul I
TEMED 126 |85 |14 ul |16.5 |17 pl 4ul |8ul 10p (7.5p (7.4 pl
| TEMED |
u
wl ul

Tabla 2. Preparacion del gel separador y gel concentrador dependiendo de la concentracion de poliacrilamida

60| Pagina



|| Proteina del Cemento 1 (CEMP1) Como Inductor de Factores de Pluripotencia

8.3.3. Electroforesis

Una vez hechos los geles, se llené con el Buffer de Corrida en el interior y exterior
de los geles. Se coloco en el primer carril marcador Invitrogen con 4pl. En los demas
carriles para todos los geles, se colocé un carril con proteina control o en este caso
nombrada HGF normal y en el siguiente carril, se colocd la misma proteina
transfectada con HGF23.

Map
e

m

1 -3
Marcader || Lreezs | J[(wee22 ] [ ][ e | | | wFaz | Carga

TIﬂﬂJUU

Figura 18. Esquema que representa el ordenamiento de muestras en gel de Poliacrilamida. Se
sefialan los carriles donde irdn las muestras control(N) y las experimentales (HGF23).

Para HGF normal se colocaron 10ul y para HGF23, 15ul. Cuatro en cada gel, cada
uno intercalado. (Fig. 17) Se activo la electroforesis a 25mA, posteriormente se

subid progresivamente hasta 30-35 mA durante 60 min. (Fig. 18)

ey
o m ‘‘=m B

Figura 19. A) Cémara de electroforesis armada. B) Centro de Poder encendido con las condiciones seleccionadas.
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8.3.4. Transferencia:

Posterior a la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de
Polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Millipore, USA). Las membranas cortadas se
humectaron con metanol por 5 min y se humectaron los filtros con buffer de

transferencia.

Los metales de la camara de transferencia se humectaron con buffer de
transferencia. Se colocaron todos los componentes en la camara de transferencia
de la siguiente manera: papel filtro/membrana/gel/ papel filtro. Esto se hace para los
dos geles. Se cerrd la camara y el circuito, posteriormente se conecto el centro de

poder y se activo la transferencia a 50 V durante 1hr y media.

Inmediatamente después de la transferencia se tifieron las membranas con solucién
de Ponceau, para observar de manera adecuada los carriles y cortar las

membranas. (Fig. 19)

Figura 20. Tincién de una membrana de PVDF con rojo de ponceau. (Sigma)
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Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% durante 1hr a
temperatura ambiente. Se realizaran 3 lavados con TBST (Tris Buffered Saline-

Tween).

Se colocaron los anticuerpos primarios policlonales para pluripotencia anti- Oct4,
NANOG, Sox2, c-Myc y SSEA4 (Santa Cruz Biotechnology). Para mineralizacion
anti-BSP, CEMP1, OPN y PTPLA/CAP (Santa Cruz Biotechnology), para cartilago
anti-Colagena tipo Il y para adiposo anti-LPL (Santa Cruz Biotechnology). Las

membranas se incubaron durante 12hrs a 4°C en agitacion. (TABLA. 3)

Factor de Pluripotencia/ Peso Molecular Anticuerpo secundario/Concentracion
Anticuerpo Primario
1. Sox2 34kDa Rabbit polyclonal 1:3000
2. NANOG 40kDa Rabbit polyclonal 1:3000
3. Oct4 45kDa Isoforma B Mouse Monoclonal 1:3000
52kDa Isoforma A
4. SSEA4 43kDa Mouse Monoclonal 1:2000
5. c¢c-Myc 76kDa Rabbit polyclonal 1:2000
6. Kif4 53kDa Rabbit polyclonal 1:3000

Factor asociado a tejido Adiposo

7. LPL 53kDa Rabbit polyclonal 1:3000

Factor Asociado a tejido de Mineralizacion

8. BSP 33-60kDa Rabbit polyclonal 1:1000
9. CEMP1 - 50kDa Rabbit polyclonal 1:2000
PTPLA/CAP — 55kDa Rabbit Polyclonal 1:3000
10. OPN - 45-65kDa Rabbit polyclonal 1:3000
Cartilago
11. Colagena tipo Il — 190kDa Rabbit Polyclonal 1:1000
e e
12. GAPDH - 25-37Kda Rabbit Polyclonal 1:2500

Tabla 3. Distribucion de los primarios y concentracion de los anticuerpos secundarios con el peso molecular para cada factor
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Después se realizaron nuevamente 3 lavados con TBST y las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado, a peroxidasa
durante dos horas a temperatura ambiente. Para el revelado se realizaron lavados
con TBST y se reveld6 con diaminobenzidina (Tetrahidrocloruro de 3,3’-
diaminobenzidina (DAB), NiCI2, H202, PBS). (50)

8.4. Anélisis Estadistico

Las membranas se escanearon y se analizaron con el software ImagedJ, se
determind la expresion relativa de los productos génicos que se mencionaron
anteriormente. Se utilizé GAPDH como producto génico constitutivo y la expresiéon
de los productos génicos de este estudio se compararon contra la expresion de éste.
Como controles se utilizé una poblacion heterogénea de fibroblastos derivados de
la encia humana que no fueron transfectados. El analisis estadistico se realiz6 por
medio de la prueba estadistica T de Student y ANOVA. La p se establecié <0.05.
utiizando el software GraphPad (GraphPad Software INc, USA).
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Grdfica 1. Se puede observar un panorama general de todos los factores estudiados en este estudio, por medio
de la prueba estadistica T de Student y ANOVA. Hay algunos factores que tuvieron significancias, que se observan
marcadas con lineas que van desde la barra normal a la barra experimental, por ejemplo, en Klf4, c-Myc, Oct4 y
CAP. También se observa el error estdndar en cada barra.
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9. Resultados

9.1.1. CEMP1 promueve la expresion de genes pluripotencia.

HGF(N) HGF23
A A

SSEA4 - 43Kda

Oct % Isoforma A — 52kDa
Oct % Isoforma B — 45kDa

NANOG - 40kDa

Sox 2 — 34kDa

c-Myc — 76kDa

GKIf4 — 53kDa

GAPDH - 37kDa

Figura 21. Western Blot de los Factores de Pluripotencia. GAPDH fue la muestra control para todos los factores
estudiados, se puede observar las bandas del lado izquierdo corresponden a las muestras normales (N) y las bandas del
lado derecho corresponden a la muestras experimentales (HGF23).
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En el estudio de western blot se determind que, el gen que codifica para CEMP1
transfectado en una poblacion de HGF, provoca un aumento en la expresion de
Oct4, NANOG y Sox2 y SSEA4, comparandolo con el control.

Por otro lado la expresion de c-Myc, KIf4 tuvo un notable decremento en
comparacién con el control. (Fig. 21)
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Grdfica 2. Expresion relativa de las muestras génicas para factores de pluripotencia en muestras control y
experimentales. se observa la expresion relativa en azul de los controles y en amarillo de los experimentales.

En la Grafica 2 se puede observar como KIf4 tuvo una expresion casi 13 veces
menor en la muestra transfectada, respecto a la muestra control, lo cual muestra
una enorme significancia. En la muestra transfectada la expresion de c-Myc tuvo
diferencia con respecto al control casi 6 veces menor.
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Sox2 tuvo un incremento en su expresion 2 veces mayor en la muestra transfectada

respecto a la muestra control, En la muestra transfectada la expresion de NANOG

tuvo incremento con respecto al control 1.5 veces mayor. La expresion relativa de

Oct4 en las muestras control y experimentales se midié de acuerdo con la union de

cada una de las isoformas; en las cuales se encontré que en Oct4 hay un aumento

en su expresion casi 2.5 veces mayor. En la muestra transfectada se notd que la

expresion relativa de SSEA4 tuvo un incremento en la expresion 1.5 veces mayor.

9.1.2. CEMP1 induce el aumento en la expresion de factores de mineralizacion.

HGF(N) HGF23

| A
|

CEMP1 - 50kDa

OPN - 50kDa
PTPLA — 55kDa
BSP — 60kDa

GAPDH - 37kDa

Figura 22. Western Blot de Factores de Mineralizacién. GAPDH fue la muestra control para todos los factores

estudiados, se puede observar las bandas del lado izquierdo que corresponden a las muestras normales (N) y las

bandas del lado derecho corresponden a la muestras experimentales (HGF23).
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En el analisis del western blot se determind que el gen que codifica para CEMP1
transfectado en una poblacién de HGF, promueve el incremento en la expresiéon de
BSP, PTPLA/CAP y OPN, comparandolos con el control. Por otro lado, la expresiéon
de CEMP1 tuvo un aumento no tan significativo en comparacién con el control. (Fig.
22)
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Grdfica 3. Expresion relativa de las muestras génicas para factores de mineralizacién en muestras control y experimentales. se observa la
expresion relativa en verde de los controles y en azul de los experimentales.

En la grafica 3, se puede observar que BSP en la muestra transfectada respecto a
la muestra control, tuvo un incremento en su expresion 3 veces mayor. En la
muestra transfectada la expresion de PTPLA/CAP tuvo un aumento con respecto al

control casi 4 veces mayor.

OPN en la muestra transfectada respecto a la muestra control, tuvo incremento en
su expresion 2.3 veces mayor. En la muestra transfectada la expresion de CEMP1

tuvo un ligero aumento con respecto al control 1.3 veces mayor.
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9.1.3. CEMP1 regula la expresion relativa de factores asociados a cartilago y tejido
adiposo.

HGF(N) HGF23

| \

Col Il - 190 kDa

—— —

Figura 23. Western Blot de Factor asociado a Cartilago. GAPDH fue la muestra control para
todos los factores estudiados, se puede observar las bandas del lado izquierdo.

En el analisis de western blot se determiné que, el gen que codifica para CEMP1
transfectado en una poblacion de HGF regula y disminuye la expresion de Col. Il 'y

LPL comparandolos con el control

HGF(N)_ HGF23
-

LPL — 53kDa

S . | G/roH 7o

Figura 24. Western Blot de Factor Asociado a Tejido Adiposo. GAPDH fue la muestra
control para todos los factores estudiados, se puede observar las bandas del lado izquierdo
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Grdfica 4. Expresion relativa de las muestras génicas para factores asociados a cartilago y tejido adiposo. se observa la
expresion relativa en azul de los controles y en amarillo de los experimentales

En la grafica 4 se puede observar que Col Il en la muestra transfectada respecto a
la muestra control, tuvo una disminucion en su expresiéon casi 1.5 veces menor. El
factor asociado a tejido adiposo, LPL, tuvo una disminucion casi 1.5 veces menor,
en la expresion relativa en la muestra transfectada, con respecto a la muestra

control.
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10. Discusioén

En este trabajo se realizaron ensayos de western blot, para evaluar la capacidad
del gen que codifica para CEMP1 transfectado en una poblacion de fibroblastos
gingivales humanos, para inducir factores de pluripotencia y regular positivamente

factores asociados a tejidos mineralizados, adiposo y cartilago.

En estudios previos (Villegas, 2018), realizé la transfeccion de CEMP1 en
fibroblastos gingivales humanos para crear una linea celular de HGF-CEMP1, que
dio como resultado células con un fenotipo parecido al mineralizante. En este mismo
estudio se menciona que CEMP1 puede modular la expresién de diversos genes
relacionados con el desarrollo, crecimiento, ciclo y muerte celular en los HGFs
transfectados con CEMP1. Por lo tanto, el efecto de CEMP1 en los HGFs es a nivel

transcripcional, pero no en un nivel estructural. ©

Se realizé un estudio de expresion génica relativa para cada uno de los factores
(pluripotencia, mineralizacion, asociado a cartilago y a tejido adiposo), donde las
membranas se escanearon y se analizaron con el software Imaged. Se utilizd
GAPDH como producto génico constitutivo y todos los factores se compararon

contra la expresion de éste.

También se demostré que CEMP1 induce positivamente la expresiéon de Oct4, Sox2,
NANOG y SSEA4, el papel de los primeros tres en las células de la masa interna y
de las células del epiblasto (también denominado ectodermo primitivo) es preservar
la pluripotencialidad y autorenovacién, ademas de que son parte del circuito de
activacion de pluripotencialidad ("2, esto implica que el gen que codifica para
CEMP1, provoca una reprogramacion en la poblacidon de fibroblastos gingivales
humanos ©". En (Bermudez, 2015), realizan la transfeccion de CEMP1 en
fibroblastos humanos y encontraron que, con distintos ensayos las células
“transformadas” incrementan significativamente la expresién de un gran numero de

genes asociados con desarrollo celular, proliferacion, crecimiento, muerte y ciclo
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celular, que induce la expresion de proteinas asociadas a cemento, hueso y

mineralizacion de la matriz extracelular. ¢1)

En el presente trabajo se encontré un aumento en la expresion de Oct4, tanto en su
isoforma A como en su Isoforma B. En la expresion relativa de la isoforma Oct4A se
encontré que hay un aumento casi 2 veces mayor, esto puede indicar que aumentan
las propiedades de troncalidad. En la expresion relativa de la isoforma Oct4B hubo
un aumento dos veces mayor, lo que implica que la presencia de Oct4B, puede

participar en la respuesta al estrés celular. (25 (26)

En la expresion de Sox2, se observé un incremento en su expresion en la muestra
transfectada respecto a la muestra control 2 veces mayor, el valor de Sox2 es que
es indispensable para mantener la pluripotencialidad de ESC, pero hay que resaltar

que tiene funciones en células que no son pluripotenciales. (12) (28) (29)

En la muestra experimental, la expresién de NANOG tuvo un incremento con
respecto al control 1.5 veces mayor. En condiciones normales NANOG se expresa
especificamente en ESC, manteniendo su autorrenovacién y pluripotencialidad,

aunque se ha observado también en conjunto con Sox2 y Oct4 en MSCs.

En cuanto a SSEA-4 (marcador de células troncales embrionales), se observé que
en la muestra experimental la expresion relativa fue 1.5 veces mayor. Lo que quiere
decir que, CEMP1 puede incrementar la expresion de marcadores para distinguir
células embrionales primitivas humanas de carcinoma y células troncales

embrionales.

Se observo que la transfeccion del gen que codifica para CEMP1 en los fibroblastos

gingivales humanos provoca una disminucion en la expresion de Kif4 y c-Myc.

En la muestra transfectada, KIf4 mostré un decremento en su expresion 13 veces
mas bajo respecto a la muestra control. Esta disminucién sugiere un cambio
importante en la expresidon de este gen, el cual esta relacionado en la regulacién de

multiples procesos bioldgicos, tales como diferenciacion, proliferacion y apoptosis.
(12) (36)
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Ademas, se ha visto que KIf4 puede funcionar como un oncogén y se ha encontrado
una alta expresion de este gen en cancer de mama, aunque es dependiente del
estado de p21. También se ha reportado que, un incremento en la expresion de Kif4

se encuentra en carcinoma de células escamosas en cabeza y cuello. (36)

Como ya se ha mencionado, c-Myc es un regulador de ciclo celular en varios tipos
de células tanto normales como tumorales, que actua en la inhibicion de la expresion
de genes supresores de tumores que controlan el paso de la fase G1 ala fase S en
el ciclo celular. (2 En la muestra experimental la expresion de c-Myc tuvo una
expresion 6 veces menor, esto sugiere que CEMP1 regula negativamente la
expresion de reconocidos oncogenes como c-Myc y Kif4, por lo que podria ser

capaz de prevenir el crecimiento tumoral.

Sin embargo, es necesario realizar una observacion mas detallada de este conjunto
de resultados (los cuales podrian ser analizados de manera mas profunda e
individualmente) para establecer las posibles capacidades de regulacién tumoral de
CEMP1.

También se determind la expresion del producto génico de factores asociados al
proceso de mineralizacion como lo son sialoproteina 6sea (BSP), osteopontina
(OPN), CEMP1 y PTPLA/CAP, de los cuales se desprenden las siguientes

conclusiones.

La sialoproteina 6sea o BSP en la muestra experimental respecto a la muestra
control, tuvo incremento en su expresion casi 3 veces mayor. Como ya se ha
mencionado en estudios anteriores (Villegas, 2018), se llegd a la conclusion de que
la transfeccion del gen que codifica para CEMP1 en HGFS, produce células
parecidas a mineralizantes. Por lo que en este estudio se puede corroborar el
aumento de esta proteina, que sélo se expresa en tejidos mineralizados como el
hueso, cemento, durante estadios tempranos del desarrollo de la raiz y en el diente
maduro. El aumento de la expresion de BSP podria promover la quimioatraccion de

precementoblastos, su adhesion y diferenciacion.
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En la muestra experimental, osteopontina (OPN) tuvo un incremento 2.3 veces
mayor en su expresion respecto a la muestra control; esta proteina es altamente
expresada en osteoblastos y osteoclastos, por lo que esto podria sugerir que el
aumento en su expresion promueva la biomineralizacion, ademas de estar

implicada en varias funciones fisioldgicas. “4

En cuanto a la expresion de PTPLA/CAP, la muestra experimental tuvo un aumento
casi 4 veces mayor con respecto al control. Por [o que este aumento en su expresion
podria sugerir que, las células transfectadas puedan tener caracteristicas parecidas
a las mineralizantes, promover el reclutamiento y la diferenciacion celular durante la
formacién del cemento radicular, e incrementar la actividad de la enzima fosfatasa
alcalina (ALP), asi como la expresion de proteinas asociadas al proceso de

biomineralizacion.

CEMP1 tuvo un aumento en su expresion, con respecto al control aproximadamente
1.3 veces mayorr. En otros estudios (Villegas, 2018), demostré que CEMP1 puede
modular la expresién de muchos genes relacionados con el desarrollo, crecimiento,
ciclo y muerte celular en HGFs (human gingival fibroblasts) transfectados con
CEMP1.®

Se determind la expresion relativa del producto génico del factor asociado a
cartilago, colagena tipo Il. En donde se observo en la muestra experimental una
disminucién casi 1.5 veces menor en su expresion respecto a la muestra control.
Esto significa que hay una menor expresién de Col. Il, que se encuentra
normalmente en el cartilago y sélo en algunos sitios, incluyendo la cérnea, el vitreo
y la notocorda. (Arzate H. 1996) realiz6 experimentos in vivo en células
mesenquimales en un estadio embrionario, como los condrocitos y demostré que
CEMP1 podia promover la condrogénesis, regulando la diferenciacién de cartilago
y hueso, aunque esto sucedio por distintas vias y con distintas concentraciones de

la proteina del cemento. (52)

Los procesos de adhesion, mejora de la proliferacion y estimulacion de las células

mesenquimales, para expresar proteinas de origen cartilaginoso y asi poder generar
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después hueso; son de importancia para la regeneracion periodontal, debido a que
hay evidencia de que las células progenitoras de los tejidos periodontales residen
en areas perivasculares del ligamento periodontal y espacios endosteales del hueso

alveolar, como células mesenquimales no diferenciadas. 52)

Aunque, en este trabajo se utilizé una poblacion de fibroblastos humanos
transfectados con el gen que codifica para CEMP1, lo puede significar que hay algun
factor que impide la expresion para el gen de Col. Il en los fibroblastos, o que
CEMP1 no puede dar dicha capacidad. Porlo que se propone realizar mas estudios
en otras células mesenquimales para comprender mejor las capacidades de
CEMP1.

En otros estudios se realizaron experimentos sobre células del ligamento
periodontal para ver su potencial de diferenciacion hacia otros tejidos, como
ostegénico, adipogénico, condrogénico y cementogénico, ademas de que se mostro
que las células del ligamento periodontal son multipotentes y pueden diferenciarse
a distintos linajes celulares, se encontré que pueden diferenciarse a un linaje
adipogénico, por ejemplo, adipocitos. 53 En este estudio se midié la expresion de
LPL ya que es uno de los primeros genes en expresarse durante el proceso de
diferenciacion del adipocito. En cuanto a la expresion relativa del producto génico
del factor asociado a tejido adiposo, LPL, en la muestra experimental tuvo una
disminucién casi 1.5 veces menor con respecto a la muestra control. Esta
disminucion significa que CEMP1 puede no inducir la expresion de LPL, del cual se
ha demostrado que su actividad es también requerida para el mantenimiento de
células troncales progenitoras hematopoyéticas (HSPC). 46 (47) Esto al igual que con
la colagena tipo Il tiene que ser evaluado con distintos estudios, ya que es
importante conocer el potencial de diferenciacion a otros linajes que puede tener
CEMP1en distintas poblaciones celulares.

75 |



Proteina del Cemento 1 (CEMP1) Como Inductor de Factores de Pluripotencia

11. Conclusiones

En los ultimos afos la ingenieria tisular ha tenido un gran avance, y su uso en
técnicas de regeneracion en cuanto a las enfermedades periodontales ha llevado al
estudio de los diferentes mecanismos implicados. Entre las terapias usadas estan:
el uso de células troncales para regeneracion, el uso de proteinas (p. ej. emdogain),
el uso de membranas o la transfeccion de otros genes para inducir pluripotencia en

diversos tipos de células. 4

Se han realizado multiples estudios con CEMP1, debido a sus propiedades,
localizacion y funciones. Por ejemplo, regula el crecimiento y composicion de
cristales de apatita, regulacion de osificacion endoncondral, remodelamiento 6seo,
juega un papel importante en los estadios tempranos del proceso de

biomineralizacion.

Por los resultados obtenidos en este estudio se obtienen las siguientes

conclusiones:

En este trabajo se pretendié observar la capacidad del gen que codifica para
CEMP1 transfectado en una poblacién de fibroblastos gingivales humanos, para

inducir diversos factores de pluripotencia. Donde se observé que:

- CEMP1 promueve la expresion de genes pluripotencia, como Oct4,
NANOG, Sox2 y SSEA4.

- Se sugiere que CEMP1 regula negativamente la expresion de un
reconocido oncogén (c-Myc) y podria ser capaz de prevenir el crecimiento
tumoral.

- CEMP1 induce el aumento en la expresion de factores de mineralizacion.
BSP. OPN, PTPLA/CAP.

- CEMP1 regula la expresion relativa de factores asociados a cartilago como
COL. Il y tejido adiposo (LPL).
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Debido a la necesidad de comprender mejor la manera en la que CEMP1 puede
regular la expresion de estos factores y que el estudio se realizd de manera
cualitativa, se propone realizar en un futuro diversos analisis como: estudios de
citodiferenciacion, ensayos in vitro, diferenciacion espontanea de células, prueba de
la expresion de marcadores de pluripotencia, como Oct 4, Sox 2, NANOG, Kilf4,
cMyc, etc., por medio de inmunohistoquimica, por microarreglos de DNA, PCR y

Western Blot. (22)

Tener conocimiento del cemento es clave para el entendimiento de las funciones
del periodonto, identificando patologias para el desarrollo de terapias mas exitosas
en cuanto a la reparacion y regeneracion de tejidos periodontales dafados. El tener
conocimiento sobre las propiedades de CEMP1 y de diversas proteinas del
cemento, nos puede ayudar a entender de mejor manera la cementogénesis, las
vias y rutas necesarias para su formacion y correcto funcionamiento; por lo que
estas proteinas del cemento tienen un potencial terapéutico importante no solo para
estructuras periodontales, sino para tejidos. Aunque es importante reconocer que
aun hace falta realizar mas estudios para comprender de mejor manera los procesos

en los que interviene CEMP1 y sus implicaciones en el cuerpo.
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