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ALP Fosfatasa Alcalina (Alkaline Phosphatase)

BMMSC Células Estromales Mesenquimales de la Médula Osea (Bone
Marrow Mesenchymal Stromal Cells)

BMP2 Proteina Morfogénica Osea 2 (Bone morphogenetic protein 2)

BMP4 Proteina Morfogénica Osea 4 (Bone morphogenetic protein 4)
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CAP-p15 Péptido 15 de la proteina de adhesiéon al cemento (Cementum
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Cbfal Factor alfa de unién al nucleo 1 (Core Binding Factor Alpha 1)
también conocido como RUNX2

CEMP1 Proteina del Cemento 1 (Cementum Protein 1)
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HACD1/CAP 3- Hidroxiacil-COA-deshidratasa 1 (3-hydroxyacyl-CoA dehydratase
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HGFs Factor de crecimiento Hematopoyético (Hematopoietic Growth
Factor)

hrCEMP-1 Proteina del Cemento 1 recombinante humana (Human Recombinant

Cementum Protein 1)
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SMADS Supresor de Madres contra Decapentaplejia (Supressor of Mothers
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SOX9 Factor de Transcripcion SRY-BOX 9 (SRY-Box Transcription Factor
9)
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like Factor for Pairing Sensitive silencing)

Tcfl Factor 1 de células T (T cell Factor 1)
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Integration Site)
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1. Resumen

El periodonto es una unidad funcional, la cual esta 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 6rgano dental (1). 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 alveolo (2).
Dentro de estos tejidos, el cemento radicular, es un tejido conectivo mineralizado con
caracteristicas sui generis, ya que no presenta irrigacion sanguinea, inervacion ni
sistema linfatico y a diferencia del hueso no sufre procesos de remodelacién fisiologicos
COMO sSoNn; aposicidn y resorcion, sino que se deposita continuamente a través de toda
la vida (3). Este tejido cubre la superficie radicular de los érganos dentarios y las células
gue depositan este tejido (cementoblastos) son derivadas del ecto-mesénquima; (saco
o foliculo dental) que rodea al germen dentario. EI cemento radicular contiene
propiedades biolégicas Unicas ya que contiene dos proteinas que son cemento-
especificas: la proteina del cemento 1 (CEMPL1) y la proteina de adhesion al cemento
radicular (HACD1/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 (1). La proteina de adhesién al cemento (HACD1/CAP) fue la primera
proteina aislada del cemento radicular, caracterizada y purificada a partir de extractos
de cemento maduro de bovino y humano. Se ha determinado que participa en el
reclutamiento y la diferenciacion celular durante la formacion del cemento radicular (4).
Se expresa en células del foliculo dental, promoviendo su adhesion y diferenciacion.
Ademas, las células derivadas del ligamento periodontal in vitro y en presencia de
HACD1/CAP son capaces de formar un tejido mineralizado. Su papel biol6gico ha
involucrado un papel quimiotactico de ceélulas del ligamento periodontal y del hueso
alveolar hacia la superficie radicular. Incrementa la actividad de la enzima fosfatasa
alcalina (ALP), asi como la expresidbn de proteinas asociadas al proceso de

biomineralizacion (1) (5).
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A partir de la secuencia proteica completa de HACD1/CAP se ha identificado una
secuencia compuesta de 15 aminoacidos (VSFPSCCFSIAVIFM), que integran el
péptido de la proteina de adhesion del cemento radicular (CAP-p15); la cual tiene un
punto isoeléctrico de 5.48 y un peso molecular de 1,651.03 daltons (6). El péptido
promueve la formacién de cristales de hidroxiapatita, ademas de tener la capacidad de
regular la morfologia y madurez de cristales en un sistema libre de células, promoviendo
la nucleacion de cristales de HAp (7); influye como inductor, estimulador de la
regeneracion 0sea en defectos segmentales de tamafio critico, con caracteristicas
histoldgicas y con una densidad ésea similar al de un hueso sano y vital; por lo tanto
podria jugar un papel clave en los procesos regenerativos involucrados en la
regeneracion periodontal (8). Por otro lado, el gen humano de la proteina del cemento
1 (CEMP1) codifica para una proteina de 247 aminoacidos con una masa molecular de
25.9 kDa. Y donde estudios in vitro han demostrado que es un regulador clave en el
proceso de biomineralizacion, ya que promueve la adhesion y diferenciacion celular,
asi como regula el depdsito, composicion y morfologia de cristales de fosfato
octacélcico (precursor de hidroxiapatita) (1). A partir de CEMP1, se cred un péptido
sintético (CEMP1-pl) obtenido a partir de la técnica de sintesis de fase solida,
sintetizado con una secuencia especifica de 20 aminoacidos
(MGTSSTDSQQAGAGRRTSTSN) tomados del extremo amino terminal de la proteina
CEMPL. Se eligio esta secuencia porque se cree que tiene sitios de actividad para la
mineralizacion, por su plasticidad y facilidad para unirse a los cristales de hidroxiapatita
(9) (10). Se han realizado diversos estudios comparando su efecto con relacién a la
proteina nativa, obteniendo una funcion similar: in vitro participa en la formacion de
cristales de hidroxiapatita en geles de silicato, en un cultivo de células del ligamento
periodontal mostr6 favorecer la proliferacion y la formacion de tejido mineralizado, asi
como estimular su diferenciacion hacia un tipo mineralizante (11). Ademas, al hacer un
analisis profundo, se obtienen mayores ventajas del péptido CEMP1-p1, a comparacion
con la proteina nativa, que permiten ser un buen candidato con potencial aplicacion en
la medicina regenerativa y mas importante aun, en la regeneracion periodontal (12). La
enfermedad periodontal es la causa principal de pérdida de los érganos dentarios en
los adultos (13); por lo que se han propuesto tratamientos alternativos para la terapia

periodontal, en la blusqueda por restaurar o establecer la estructura y funciéon de un
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organo o tejido dafiado. (14). Como se ha dicho previamente, los péptidos CAP-p15y
CEMP1-p1 promueven la formacion de tejido mineralizado, pero solo se han evaluado
sus capacidades por separado, por lo cual en este estudio se busca determinar, la
posible sinergia de estos dos péptidos derivados de las proteinas del cemento radicular
en la diferenciacion de las células del ligamento periodontal humanas in vitro. Para esto,
se cultivaron células derivadas del ligamento periodontal, las cuales fueron tratadas con
ambos péptidos. Para determinar la expresion de factores asociados a mineralizacion
se realizd la extraccion de proteinas y &cidos nucleicos de las células, para
posteriormente realizar qRT — PCR y Western Blot. En este estudio se prob6 que los
dos péptidos demostraron tener funciones inductoras importantes, ya que promovieron
la expresion relativa de mRNA de factores asociados a fases tempranas del proceso de
biomineralizacion como ALP y COL II, asi como de factores asociados a las fases
intermedias y tardias como son BMP2, OPN y BSPII. Esto prueba que los péptidos
pueden inducir la diferenciacion de las células derivadas del ligamento periodontal
humano hacia un fenotipo mineralizante in vitro.

También se demostro que los péptidos en conjunto logran una sinergia al superar los
resultados obtenidos por los péptidos por si solos, en todos los tiempos de cultivo al
inducir la expresion relativa del mensajero y aumentar los niveles proteicos de CEMP1
y HACD1/CAP de manera significativa in vitro. Estos resultados nos sugieren que al
usar ambos péptidos podriamos obtener mejores resultados a corto plazo, se podrian
acelerar los procesos de diferenciacion y de mineralizacion, asi como obtener mejores

resultados en la regeneracion en futuros estudios in vivo.
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2. Abstract

The periodontium is a functional unit, which is conformed by two mineralized tissues
(root cementum and alveolar bone) and two soft connective tissues (periodontal
ligament and gingiva), which support the dental organ (1). The periodontal ligament is a
highly vascularized and cellular soft tissue that surrounds the roots of the teeth and
connects the root cementum to the alveolar wall (2). Within these tissues, the root
cementum is a mineralized connective tissue with sui generis characteristics, since it
does not contain blood irrigation, innervation, or lymphatic system and unlike bone it
does not undergo physiological remodeling processes such as apposition and resorption
but is continuously deposited throughout life (3). This tissue covers the root surface of
the dental organs and the cells that deposit this tissue (cementoblasts) are derived from
the ecto-mesenchyme (dental sac or follicle) that surrounds the dental germ. Root
cementum contains unique biological properties as it contains two proteins that are
cemento-specific.: cementum protein 1 (CEMP1) and cementum attachment protein
(HACD1/CAP), which have been localized and expressed in cell populations of the
periodontal ligament, cementoblast and cells of endosteal spaces and mesenchymal
stem cells located perivascularly in the periodontal ligament (1). Cementum attachment
protein (HACD1/CAP) was the first protein isolated from root cementum, characterized,
and purified from bovine and human mature cementum extracts. It has been found to
be involved in cell recruitment and differentiation during root cementum formation (7). It
is expressed in dental follicle cells, promoting their adhesion and differentiation. In
addition, cells derived from the periodontal ligament in vitro and in the presence of
HACD21/CAP can form mineralized tissue. Its biological role has involved a chemotactic
role of periodontal ligament and alveolar bone cells towards the root surface. Itincreases
the activity of the enzyme alkaline phosphatase (ALP), as well as the expression of

proteins associated with the biomineralization process (1) (8).

From the protein sequence of HACD1/CAP, a sequence composed of 15 amino acids
(VSFPSCCFSIAVIFM) has been identified, which integrate the peptide of the cementum
attachment protein (CAP-p15); which has an isoelectric point of 5.48 and a molecular
weight of 1,651.03 daltons (11). This peptide promotes the formation of hydroxyapatite

crystals, besides having the ability to regulate the morphology and maturity of crystals



UTILIZACION DE PEPTIDOS DERIVADOS DEL CEMENTO RADICULAR EN LA DIFERENCIACION DE CELULAS DEL LIGAMENTO
PERIODONTAL IN VITRO.

in a cell-free system, promoting the nucleation of HAp crystals (12); it influences as an
inducer, stimulator of bone regeneration of critical size segmental defects, with
histological characteristics and with a bone density similar to that of a healthy and vital
bone; therefore it could play a key role in the regenerative processes involved in
periodontal regeneration (13). On the other hand, the human gene for cementum
protein 1 (CEMPL1) codes for a protein of 247 amino acids with a molecular mass of
25.9kDa. And where in vitro studies have shown that it is a key regulator in the
biomineralization process, as it promotes cell adhesion and differentiation, as well as
regulates the deposition, composition, and morphology of octacalcium phosphate
crystals (hydroxyapatite precursor) (1). From CEMP1, a synthetic peptide (CEMP1-p1)
obtained from the solid-phase synthesis technique, synthesized with a specific
sequence of 20 amino acids (MGTSSTDSQQAGAGAGRRTSTSN) taken from the
amino terminal end of the CEMP1 protein, was created. This sequence was chosen
because it is believed to have activity for mineralization, due to its plasticity and ease of
binding to hydroxyapatite crystals (15) (16). Several studies have been carried out
comparing its effect in relation to the native protein, obtaining a similar function: in vitro
it participates in the formation of hydroxyapatite crystals in silicate gels, in a culture of
periodontal ligament cells it was shown to favor the proliferation and formation of
mineralized tissue, as well as to stimulate its differentiation towards a mineralizing type
(17). In addition, upon further analysis, greater advantages of the CEMP1-p1 peptide,
compared to the native protein, were obtained, making it a suitable candidate for
potential application in regenerative medicine and, more importantly, in periodontal
regeneration (18). Periodontal disease is the leading cause of dental organ loss in adults
(19); therefore, alternative treatments for periodontal therapy have been proposed in the
quest to restore or establish the structure and function of a damaged organ or tissue
(20). As previously mentioned, CAP-p15 and CEMP1-pl promote the formation of
mineralized tissue, but their capabilities have only been evaluated separately, so in this
study we sought to determine the possible synergy of these two peptides derived from
root cementum proteins in the differentiation of human periodontal ligament cells in vitro.
For this purpose, periodontal ligament-derived cells were cultured and treated with both
peptides. To figure out the expression of factors associated with mineralization, proteins

and nucleic acids were extracted from the cells and then gRT-PCR and Western Blot
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were performed. In this study it was proved that the two peptides showed important
inducing functions, since they promoted the relative mRNA expression of factors
associated with early phases of the biomineralization process such as ALP and COL I,
as well as factors associated with intermediate and late phases such as BMP2, OPN
and BSPII. This proves that peptides can induce the differentiation of human periodontal

ligament-derived cells towards a mineralizing phenotype in vitro.

It was also shown that the peptides together achieve synergy by outperforming the
results obtained by the peptides alone, at all culture times by inducing relative
messenger expression and increasing the protein levels of CEMP1 and HACD1/CAP
significantly in vitro. These results suggest that by using both peptides we could obtain
better short-term results, accelerate the differentiation and mineralization processes, as

well as obtain better regeneration results in future in vivo studies.



| UTILIZACION DE PEPTIDOS DERIVADOS DEL CEMENTO RADICULAR EN LA DIFERENCIACION DE CELULAS DEL LIGAMENTO
| PERIODONTAL IN VITRO.

3. Antecedentes

3.1. Periodonto
El periodonto es una unidad compleja presente en la cavidad oral, cuyo principal

objetivo es brindar la union 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 cuéales le dan soporte

y proteccion a la estructura dental (Fig. 1). (1) (2) (13) (15)
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Figura 1. Estructura y Componentes del Periodonto. Extraido de: InformedHealth.org [Internet]. Cologne, Germany: Institute for Quality and Efficiency in
Health Care (IQWIiG); 2006-. How does the periodontium work? 2011 Mar 20 [Updated 2017 Dec 27]. Available from: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279619/

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. (1) (2) (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 induccién 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. (Fig. 2) (1) (2)
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Figura 2. Desarrollo del diente y periodonto. C) Primordio dentario en fase de copa en un embrion de 11 semanas. D) Primordio
de un incisivo central en estadio de campana en un embrion de 14 semanas, antes del depdsito de esmalte y dentina, E) Incisivo
de un feto a término antes del proceso de erupcion, nétese el desarrollo de la vaina epitelial de Hertwig F) Incisivo en erupcion
parcial donde se estd formando el cemento, el ligamento periodontal y el hueso alveolar primordial.
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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 conexioén 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. (13)

Esta compuesta de una capa epitelial y un tejido conectivo subyacente denominado
lamina propia. La encia adquiere su forma y textura definitivas con la erupcién de los
dientes. La union entre el diente y la mucosa bucal o unién mucogingival es Unica y
especialmente vulnerable. (2)

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 pigmentacién por melanina en el epitelio, el grado de queratinizacion de este y la
vascularizacion y naturaleza fibrosa del tejido conjuntivo subyacente. (2) (13)

Se pueden distinguir dos partes de la encia, la encia libre y la encia adherida: (Fig. 3)

- Laencia Insertada 0 mucosa funcional se extiende desde el surco gingival hasta la

union mucogingival, donde se encuentra con la mucosa alveolar. (13)

- Laencialibre es concavay
se ha descrito como un “nicho”
o “col” que une las papilas
faciales y linguales. 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

Figura 3 Tipos de encia.

estructura la hace
especialmente vulnerable. (13)
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3.3.Ligamento Periodontal

Figura 4. Micrografia ilustrando el ligamento
periodontal (PL). Se ven las fibras de coldgeno entre la
raiz cubierta de cemento (C) y el hueso alveolar (AB);
(D) dentina.

funciones son las siguientes:

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 continta
con la lamina propia de la encia y esta
delimitado respecto de ella por los haces de
fibras colagenas que conectan la cresta 0sea
alveolar con la raiz (las fibras de la cresta
alveolar). (2) (15)

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. (Fig. 4)

Se ha investigado mucho sobre la estructura,
funcién y composicion del ligamento periodontal

por razones funcionales y clinicas (2). Sus

Es el tejido de insercion entre el diente y el hueso alveolar. Por tanto, se encarga

de resistir las fuerzas de desplazamiento y protege los tejidos dentales de las

cargas oclusales excesivas.

- Se encarga de mantener al diente en una posicion funcional durante el proceso

de erupcion dental y los cambios de posicion se producen en el diente después

de una extraccion, atricion o carga oclusal excesiva.

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

- Sus mecanorreceptores intervienen en el control neuroldgico de la masticacion.
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- Tiene un rico aporte vascular con anastomosis con las de los espacios medulares

del hueso y la encia y facilita estas funciones. (13)

El ligamento consta de haces de fibras de colageno bien organizados de unos 5um de
didmetro, 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. (2) 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. (13) (Fig. 5)

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.

3. 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. (15)

il

Figura 5. Fibras del Ligamento Periodontal.
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3.3.1. Células del Ligamento Periodontal humanas (huPDLCS)

El ligamento periodontal es una estructura importante, donde las células del ligamento
periodontal generan fibras de tejido conectivo que cubren la brecha entre el cemento y
el hueso alveolar para sostener al diente. Esta estructura compleja de tejido del
ligamento periodontal comprende una gran diversidad de poblaciones de células, que
incluyen células del ligamento periodontal (PDLC), las cuales son predominantemente
fibroblastos y tienen un rol crucial en mantener y regenerar el tejido periodontal. (16)

(Fig. 6)

| Figura 6. Micrografia electrénica de un fibroblasto. Se
| observan multiples fibras de coldgena (flecha), en los
‘ fagolisosomas unidos a la membrana.

Es posible que los fibroblastos del ligamento periodontal sean células contractiles
moviles capaces de generar una fuerza para la erupcion de los dientes. (13) En
condiciones normales, los fibroblastos del ligamento periodontal in vivo intervienen
principalmente en la sintesis proteica de colagena, GAG, proteoglucanos vy

glucoproteinas. (13)

Las células del ligamento periodontal obtenidas de dientes extraidos son una fuente
prometedora de células para la regeneracion periodontal, medicina regenerativa e
ingenieria tisular, debido a que incluyen células troncales que tienen una alta capacidad
de proliferacion, autorenovacion y de diferenciacion multilinaje, ademas de tener la

habilidad de formar tejido parecido a ligamento periodontal y cemento in vivo. (17)

Aunque los fibroblastos gingivales y del ligamento periodontal tienen un aspecto similar
cuando se cultivan, presentan diferencias funcionales muy importantes. Por tanto, en

estudios en animales se ha hallado que, al recubrir raices dentales con células de
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ligamento periodontal cultivadas y reimplantadas in vivo, éstas actuaron como células

progenitoras y dieron lugar a formacion de nuevo tejido de ligamento periodontal. (13)

Ademas, se ha observado que algunas células del ligamento periodontal tienen
caracteristicas similares a los osteoblastos, como la produccion de osteonectina,
osteocalcina y concentraciones altas de fosfatasa alcalina. Estos estudios indican que
existen subpoblaciones funcionales y fenotipicamente distintas de células de la estirpe
de los fibroblastos y osteoblastos/cementoblastos en el ligamento periodontal y estas
células incluyen células troncales y precursoras importantes en la reparacion y la

regeneracion.

Las células troncales del ligamento periodontal humanas son similares a las células
troncales mesenquimales de la médula 6sea (BMMSC), son capaces de suprimir la
respuesta inmune y las reacciones inflamatorias, lo que sugiere que las células
troncales del ligamento periodontal puedan ser usadas en terapias basadas en células

troncales alogénicas. (18)

m Dental pulp Stem cells from human exfoliated
stem cells(DPSCs) ,- deciduous tooth(SHED)

: . o

Periodontal |igament Dental follicle Stem cells from
stem cells(PDLSCs) stem cells(DFSCs) apical papilla(SCAP)

Figura 7. Células troncales dentales. DPSCs son aisladas de la pulpa dental. PDLSCs son un grupo de células
aisladas del ligamento periodontal. SHED se obtienen de dientes deciduos exfoliados. DFSCs se aislan del foliculo
dental de dientes no erupcionados. SCAPs son aisladas de la papila apical.

Las células del ligamento periodontal humanas (huPDLCs) son células heterogéneas
que comparten las caracteristicas de células troncales mesenquimales (MSCs) y son
reconocidas como células troncales prometedoras para la regeneracion periodontal.
(19) (20) (Fig. 7)
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Las huPDLCs pueden diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y cementoblastos,
contribuyendo a la curacion fisiologica del complejo del ligamento periodontal-cemento

y hueso alveolar. (21)

La diferenciacion osteogénica permite a las huPDLCs a ser un potencial objetivo para

la promocion de la restauracion funcional de los tejidos periodontales. (22)

Las células del ligamento periodontal usadas en estudios experimentales son obtenidas
a partir de explantes de tejido de ligamento periodontal (medio de cultivo celular que

contiene 10% de suero fetal bovino como promotor de crecimiento). (22)

3.4.Hueso Alveolar

La apdfisis alveolar se define como la parte de los maxilares superior e inferior que
formay sostiene los alvéolos de los dientes. (Fig. 8) La apofisis alveolar esta compuesta
de hueso que se forma tanto por células del foliculo dental (saco dentario), el hueso
alveolar fasciculado, como por células que son independientes del desarrollo dentario.
(13) (15)

Junto con el cemento radicular y el ligamento periodontal, el hueso alveolar constituye

el aparato de insercion del diente, cuya
funcion principal consiste en distribuir y

absorber las fuerzas generadas por la

Cortical piate masticacion y otros contactos dentarios. (15)
ALVEOLAR PROCESS
Spongy bone
El hueso alveolar tiene su origen
BASAL BONE embriolégico en la condensacion inicial del

ectomesénquima alrededor del germen del

diente inicial. Esta formado por hueso

alveolar propio, en el que se insertan las

Figura 8. Esquema del hueso alveolar. Extraido de . .
https.//www.jaypeedigital.com/book/9789386261731/ch fibras de Sharpey, hueso CompaCtO’ formado

ter/ch4 . .
apter/c por la cortical vestibular y oral, y hueso

esponjoso, localizado entre ellos. (2) (13)
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Ademas de sostener los dientes, el hueso maxilar y mandibular también sirve para
insertar los musculos, como armazén a la médula 6sea y actia como reservorio de

iones, en concreto de calcio. (13)

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

osteonectina, osteocalcina, osteopontina y proteoglucanos. (2) (13)

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.

Son una poblacion de células madre para formar osteoblastos. (3) (13)

Se sitlan cerca de los vasos sanguineos de la médula y el ligamento periodontal.
Cuando el hueso no sufre deposicion ni resorcion activa, sus superficie latente esta
recubierta por células relativamente indiferenciadas conocidas como células de

revestimiento 6seo, que pueden ser osteoblastos inactivos. (3) (13)

3.5.Cemento Radicular

El cemento fue descrito por primera vez en 1835, es un tejido conectivo Unico,
mineralalizado y avascularizado que cubre la superficie radicular de los dientes. No
sufre procesos de remodelacién, pero si de aposicion, lo cual se mantiene durante toda
la vida. (1)

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 composicion 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. (3)
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El cemento radicular es formado por los cementoblastos, provee de una interfase por
la que la superficie radicular es anclada a las fibras colagenas de Sharpey del ligamento

periodontal. (23)

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. (3)

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%) vy tipo 111(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, el factor de crecimiento derivado del cemento
(CGF). (3) (13) (15)

El cemento estd formado por elementos celulares, en especial los cementoblastos y
cementocitos y por una matriz extracelular calcificada. (3) (13)

Los precursores de cementoblastos estan presentes en el ligamento periodontal y

pueden ser usados para regeneracion del cemento si es necesario.

3.5.1. Cementoblastos:

Los cementoblastos se encuentran adosados a la superficie del cemento, del lado del
ligamento periodontal (Zona cementégena del periodonto). En un diente funcional, los
cementoblastos se consideran integrantes estructurales de dicho ligamento. Los
cementoblastos pueden encontrarse en estado activo (con el microscopio 6ptico se
observan como células cubicas, muy basofilas) o inactivo (aparecen aplanados, con

nacleo de heterocromatina). (3)

En las raices en desarrollo suele haber una capa continua de cementoblastos activos
en toda su extension. En los dientes con raices completamente formadas, en cambio,

se encuentran cementoblastos activos a partir del tercio medio o s6lo en el tercio apical,
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es decir, en las zonas donde hay deposicibn de cemento secundario (zonas

cementogenas). (3)

Entre los cementoblastos activos y el cemento mineralizado existe una delgada capa
de sustancia cementoide, cemento inmaduro o0 precemento, que representa la
deposicion mas reciente de matriz organica donde ain no se han precipitado las sales

minerales. (3)

Con el microscopio electronico, los cementoblastos formativos presentan nucleo
exceéntrico de forma irregular, con uno o dos nucléolos, abundantes mitocondrias, RER
(Reticulo Endoplasmico Rugoso) y aparato de Golgi bien desarrollado. Los
cementoblastos presentan menor cantidad de RER, pero un mayor numero de

mitocondrias. (3)

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

mediante uniones comunicantes y desmosomas muy simples. (3)

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 regulacién de la cementogénesis. (3)

3.5.2. Cementogénesis

La formacién 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 6rgano del esmalte,
una vez que se ha completado la aposicién 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.

(3) (15)
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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. (3) (15)

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. (3) (15)

A través de la red que forma la vaina epitelial migran las células ectomesenquimaticas
indiferenciadas provenientes del foliculo o saco dentario, y se colocan en estrecha

aposicion con la capa hialina que cubre la superficie de la dentina radicular. (3) (13)

Estas células ectomesenquiméticas aumentan de tamafio 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. (3) (23) (Fig. 9)

Figura 9. Inicio de la cementogénesis. Micrografia electronica de
transmision que ilustra una preparacion inmunocitoquimica con
un anticuerpo anti-amelogenina y con técnica de proteina A-
dorada. Al inicio de la cementogénesis, depdsitos redondos de
matriz orgdnica unidos con particulas doradas (flechas) estdn
distribuidos de manera aleatoria a lo largo de la superficie de la
dentina (D) donde se colocaliza con la matriz coldgena del
precemento (PC).

<

Y

a por la formacion de vesiculas matriciales en los

La matriz organica se mineraliz

momentos iniciales y por propagacion de los cristales de hidroxiapatita desde la
superficie dentinaria de la raiz. (3) (15)

Las zonas mas anchas dispuestas entre ellas son las laminillas, que corresponden a

nuevas capas de cemento. Las fibras coldgenas de cada laminilla (fibras intrinsecas del
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cemento, producidas por los cementoblastos) se orientan paralelamente a la superficie

radicular, pero la direccion en cada laminilla es diferente de las laminillas vecinas.
(3)(Fig. 10)

Figura 10. Adherencia inicial de coldgeno del cemento a la
predentina. Micrografia electrénica de transmision que ilustra la
adherencia inicial de la matriz de coldgeno de las fibras extrinsecas
del cemento acelular a la matriz de predentina (PD) de la raiz en la
region de la futura union dentinocemento.

guedando incluidas en él las fibras colagenas del ligamento
periodontal en formacion, que constituyen las fibras extrinsecas
del cemento o fibras perforantes, las que llegan a mineralizarse

total o parcialmente al estar dentro de este tejido. (3) (Fig. 11)

Desde la perspectiva histologica se clasifica como celular o
acelular dependiendo de la presencia 0 ausencia de
cementocitos en su estructura. Otra clasificacion incluye
cemento con fibras intrinsecas o extrinsecas, dependiendo de

la presencia de fibras colagenas. (1)

Figura 11. Formacion del Cemento radicular. Las fibras de coldgeno se adhieren a la dentina de la raiz y su mineralizacion resultal
en la formacioén del cemento radicular.
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3.5.3. Vias de Sefalizacion de la Cementogénesis

En analogia con la dentinogénesis, TGF-8, BMPs, Wnt y factores derivados de
ameloblastos regulan la expresion de proteinas de la matriz estructural del cemento. El
factor de transcripcion central de la cementogénesis es Osterix (Osx) el cual es activado
por la sefalizacion de Wnt y TGF- B. Osx es expresado abundantemente por
cementoblastos y cementocitos durante la deposicion del cemento, el cual regula la
expresion de DMP1, BSP, OCN y ALP. (24)

La estabilizacién de B- catenina lleva a una alta formacion de cemento por medio de
una regulacion positiva de Osx, el cual es logrado por p-catenina al unirse al promotor
de Osx, lo que apunta a una regulacién directa de Osx por B-catenina. Ademas, Osx
regula la expresion de la proteina 1 relacionada a dickkopf (DKK1), un antagonista de
B-catenina, y el factor 1 de los factores de transcripcion de las células T (Tcfl) y el factor
1 de unién potenciador linfoide (Lefl), los cuales en conjunto con B-catenina forman un

complejo iniciador de la transcripcién con B-catenina en el nucleo celular. (24)

Ademas de la regulacion de Wnt/ B-catenina, Osx es regulado via el eje TGF- f/Smad,
por ejemplo, Smad3 tiene un rol importante en la expresion del gen Osx durante la
cementogénesis. BMP2 y BMP4 a su vez regulan la expresion de Osx por via de la

cascada de BMP-Smad-Runx2, asi como por la via de Runx2 independientemente. (24)

Los componentes de sefializaciéon derivados del esmalte, amelogenina y sus isoformas,
regulan la cementogénesis al modular la expresion de varias proteinas de la matriz. En
un estudio se determiné que la aplicacion de una proteina recombinante de
amelogenina induce la expresion de mRNA de osteopontina (OPN), proteina de
adhesién al cemento (HACD1/CAP), OCN, COL |, BSP, DMP1 y ALP, lo que mejora la
mineralizacion de lineas celulares de cementoblastos de ratones inmortalizados
(OCCM-30). (24) (Fig. 12)
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Figura 12. Cascadas de Senalizacion de la cementogénesis. Mayor cascada de sefializacion relacionada a la cementogénesis
con Osx como el factor de transcripcion central, el cual es regulado por medio de Wnt/6- catenina en un loop de
retroalimentacion. Los productos derivados de ameloblastos (LRAP y amelogenina) muestran que modulan la expresion de genes
cementogénicos clave in vitro.

En los dltimos afios 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 (HACD1/CAP). (1)

3.6.Proteinas del Cemento

3.6.1. Proteina de Adhesion del Cemento (HACD1/CAP)

Fue la primera proteina aislada del cemento radicular, caracterizada y purificada a
partir de extractos de cemento maduro de bovino y humano Es una variante producida
por el splicing alternativo para la 3-hidroxiacil-CoA-deshidratasa 1, antiguamente
denominada PTPLA y actualmente denominada HACDL1 (25) (26).

La 3-Hidroxiacil coenzima A deshidratasa 1/proteina de adhesion del cemento, esta
conformada por una secuencia de 140 amino&cidos, tiene un peso molecular teérico de

14.9 kDa y una movilidad relativa de 54kDa y tiene un punto isoeléctrico tedrico de 7.82.
(6)

El gen que codifica para la proteina HACD1/CAP se localiza en el cromosoma 10 region
pl3-14, se trata de una de las dos isoformas del gen HACD1, la primera de ellas se
expresa en tejido muscular y se ha demostrado que cataliza multiples reacciones en el
ciclo de los &cidos grasos de cadena larga, ademas de participar en la formacion de

membranas lipidicas. (6) (Fig. 13)
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—————————————— —————————————— ——————————————————————————————————]
Por otro lado, la isoforma 2, difiere de la secuencia candnica en los siguientes
aminodcidos: 126-140: IVHCLIGIVPTSVIV ---- VSFPSCCFSIAVIFM (UniProtKB-
BOYJ81-2) (27) (Fig. 14)

1e 268 3¢ 44 5@
MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPL:S PTSPRCAATM ASSDEDGTNG
15 7@ &0 9@ 184
GASEAGEDRE APGERRRLGY LATAWLTFYD IAMTAGWLVL ATAMVRFYME
11& 126 13a8 144 1568
KOTHRGLYKS IQKTLEFFQT FALLEIVHCL IGIVPTSVIV TGWIWSSRLIF
16e 174 18d 19¢ 20
MVWLITHSIK PIQHEESVVL FLVAWTVTEL TRYSFYTFSL LDHLPYFIKW
21@ 229 230 248 258
ARYNFFIILY PVGVAGELLT IYAALPHVKK TGMFSIRLPN KYNVSFDYYY
268 274 280
FLLITMASYT PLFPOQLYFHM LRQRRKVWLHG EVIVEKDD

Figura 13. Secuencia de aminodcidos de la Isoforma 1 HACD1 (Entrada: UniProtKB-B0OYJ81-1). (Extraido de Nidome M. 2018)
(27)

1e 2 3p 4 50
MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPLS PTSPRCAATM ASSDEDGTNG
60 72 86 Qg 166
GASEAGEDRE APGERRRLGY LATAWLTFYD IAMTAGWLVL ALAMVRFYME
110 120 120 148
KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT FALLEVSFPS CCFSIAVIFM

Figura 14. Secuencia de aminodcidos de la isoforma 2 HACD1/CAP, en el recuadro rojo se observan los 15 aminodcidos que
diferencian a la isoforma 2 de la isoforma 1 (Entrada: UniProtKB — BOYJ81-2) (Extraido de Nidome M. 2018) (27)

Se ha determinado que participa en el reclutamiento y la diferenciacion celular durante
la formacion del cemento radicular (4). Se expresa en células del foliculo dental,
promoviendo su adhesién y diferenciacion. Ademas, las células periodontales crecidas

in vitro en presencia de HACD1/CAP son capaces de formar un tejido mineralizado (1)
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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 expresion de proteinas asociadas al

proceso de biomineralizacién (1) (5).

En estudios de dicroismo circular se ha observado que esta proteina posee un alto
porcentaje de estructura aleatoria. En estudios de microscopia electrénica de barrido
(SEM), se ha observado que la proteina se auto ensambla en esferas que a su vez se
aglomeran en fibras. Los resultados observados tanto en los estudios de dicroismo
circular, asi como en SEM muestran un comportamiento recurrente en otras proteinas

involucradas en la mineralizacion. (5) (28)

En estudios de formacion de cristales in vitro en un medio libre de células, se ha
observado que la proteina es capaz de promover la formacion de estructuras esféricas
compuestas de cristales de hidroxiapatita que crecen desde un centro de nucleacion.
(28)

La obtencion de la proteina recombinante a través de sistemas procariontes ha
permitido realizar investigaciones in vitro permitiendo conocer su actividad en la
formacién de cristales de hidroxiapatita y en la formacién de tejido mineralizado en

defectos criticos en calvaria de ratas in vivo (5) (29) (30)

3.6.2. Proteina del Cemento 1 (CEMP1)

La matriz extracelular del cemento contiene moléculas especificas, entre estas

moléculas Unicas se encuentra CEMPL1.

El gen humano de la proteina del cemento 1 (CEMP1) contiene 1 exoén, 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 una masa molecular de 25.9 kDa, la cual
después de modificaciones postraduccionales, incrementa a 50kDa. Analisis
fisicoquimicos de CEMP-1 revelaron que es una proteina alcalina con un punto
isoeléctrico de 9.73. (10)
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La proteina del cemento 1 o CEMP 1 se ha localizado y expresado en poblaciones
celulares del ligamento periodontal, cementoblastos y células de espacios endosteales,
células troncales mesenquimales localizadas perivascularmente en el ligamento
periodontal, por lo que podria ser considerado 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 biomineralizacion, ya
que promueve la adhesion y diferenciacion celular, asi como regula el depésito,
composicidon y morfologia de cristales de fosfato octacalcico (Precursor de
hidroxiapatita). (1)

La proteina del cemento 1 (CEMP1) parece ser un regulador clave de la
cementogénesis ya que regula la velocidad de deposicion, composicion y morfologia
de los cristales de hidroxiapatita. (31)

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
O0sea (BSP) en cementoblastos, mediante la activacion de vias de sefializacion
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. (1)

Investigaciones muestran que la recombinante humana CEMP-1 (hrCEMP-1) estimula
la proliferaciéon y migracién células humanas del ligamento periodontal (HuPDLCs) y de
anticuerpos-1* de células troncales mesenquimales, lo que sugiere que esta proteina
esta 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
biolégicas y farmacolégicas y juega un papel primordial durante el proceso de

mineralizacién, asi como en la regeneracion de tejidos mineralizados. (10)

En otros estudios in vitro se comprob6 que CEMP-1 promueve la proliferacion celular,
promueve el incremento en la actividad de ALP cuando actua sobre las HUPDLCs.
Ademas, el CEMP-1 puede inducir la diferenciaciéon de las HUPDLCs hacia un fenotipo

parecido al mineralizante. (10)
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Ademas, se demostré6 que CEMP1 puede modular la expresion de muchos genes
relacionados con el desarrollo, crecimiento, ciclo y muerte celular en HGFs (fibroblastos

gingivales humanos) transfectados con CEMPL1. (31)

Ademas, la transfeccion de CEMPL1 en células no osteogénicas como los fibroblastos
gingivales adultos humanos resultan en la diferenciacion de estas células a un fenotipo

de células parecidas a las mineralizantes. (32) 4
3.6.3. Generalidades de los péptidos en la biomineralizacion..

Los péptidos son polimeros compuestos por aminoacidos en secuencias cortas que, a
diferencia de las proteinas, pueden no poseer estructura tridimensional. (33) En general
un péptido consiste en por lo menos dos aminoacidos. Un polipéptido es una larga
cadena de aminoacidos. También la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada
(IUPAC) establecié que un oligopéptido consiste en alrededor de 10 a 20 aminoacidos,
mientras que los polipéptidos, mientras que la definicibn médica indica que es un

fragmento de proteina que consiste en menos de 25 aminoacidos. (34)

Los péptidos cortos tienen caracteristicas de oligdbmeros, mas que de polimeros, pero
no hay un consenso claro entre cientificos. En la literatura se encuentra informacion
contradictoria, en unos estudios mencionan que pueden ser hasta 30 (Habault J. y
Poyet J., 2019; Fisher F. et al., 2019), 50 (Pavan S. y Berti F., 2012, Baig M. et al, 2018)
y hasta 100 (Hamley I. W. 2017) aminoacidos. Por otro lado, péptidos ultracortos son
precisamente definidos como péptidos que tienen alrededor de 7 aminoacidos. También

los péptidos cortos no deben exceder los 45 aminoacidos. (34)

Cumplen funciones como estimular, regular o inhibir numerosas funciones bioldgicas;
actiian como transmisores de informacion y coordinar distintas actividades en diferentes
tejidos. (33)

Estas moléculas se han encontrado presentes en células o en fluidos del cuerpo en
cantidades pequefas, por lo cual, se consideran como posibles agentes terapéuticos.
Pueden sintetizarse quimicamente a grandes cantidades, y el costo es mucho menor al

compararlos con proteinas.
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Los péptidos han estado a la vanguardia de la investigacion cientifica de las Ultimas
décadas. Su diversidad estructural y alto nivel de selectividad, los posicionan como
principales candidatos para desarrollo terapéutico. Para este fin, es deseable ser capaz
de sintetizar péptidos bajo condiciones de laboratorio controladas utilizando reacciones
quimicas altamente eficientes. (33)

A través de diferentes estudios en el campo de la biomineralizacion, se ha logrado
identificar algunos factores que deben cumplir los péptidos para participar en este
proceso entre los cuales podemos destacar:

- Composicion y secuencia de aminoacidos:

La estructura primaria se refiere a la secuencia de aminoécidos que compone los
péptidos. Esta estructura puede ser modificada y sutiles sustituciones en la
composicién de aminoacidos del péptido pueden tener diferentes efectos.

- Cada residuo dentro de la secuencia peptidica tiene un papel que desempefiar:
La histidina y la cisteina son residuos comiunmente asociados con la union y la
guelacién, mientras que la tirosina se sabe que induce la reduccion de los iones
metalicos en su estado de valencia cero. Los residuos acidos y basicos son
responsables de la carga global del péptido y los aminoacidos hidréfobos estan
implicados en la conformaciéon del péptido de union a metales que son criticos
para regular la biomineralizacién son consecuencia del sinergismo que existe

entre los diferentes aminoécidos.

3.6.3.1. Péptidos de HACD1/CAP

A partir de la secuencia proteica de HACD1/CAP se ha identificado una secuencia
compuesta de 15 aminoacidos (VSFPSCCFSIAVIFM) del extremo carboxilo terminal,
que integran el péptido de la proteina de adhesion del cemento radicular (CAP-p15); la
cual tiene un punto isoeléctrico de 5.48 y un peso molecular de 1.65 kDa (6). Estos
aminoacidos al no ser compartidos por otra secuencia hacen Unica esta region de la
proteina. De estos 15 aminoacidos constitutivos, 10 son hidrofobicos y 5 hidrofilicos,
por lo cual, se considera un péptido hidrofébico de estructura globular. (8) (Fig. 15)
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Figura 15. Modelo teérico del péptido PTPLA/CAP. Estructura secundaria con cadenas laterales de la secuencia de los
aminodcidos: VSFPSCCFSIAVIFM. Extraido de Salgado F (2014) (8)

El péptido promueve la formacion de cristales de hidroxiapatita, ademas de tener la
capacidad de regular la morfologia y madurez de cristales en un sistema libre de
células, promoviendo la nucleacion de cristales de HAp (7); influye como inductor,
estimulador de la regeneracion 6sea en defectos segmentales de tamafo critico, con
caracteristicas histolégicas y con una densidad ésea similar al de un hueso sano y vital;
por lo tanto podria jugar un papel clave en los procesos regenerativos involucrados en
la regeneracion periodontal (8).

3.6.3.2. Péptidos de CEMP1

Existe un péptido sintético de CEMP1 (CEMP1-p1) obtenido a partir de la técnica de
sintesis de fase sdlida, sintetizado con una secuencia especifica de 20 aminoacidos
(MGTSSTDSQQAGAGRRTSTSN) tomados del extremo amino terminal de la proteina
CEMPL1. Se eligi6 esta secuencia porgue se cree que tiene sitios de actividad para la
mineralizacién, por su plasticidad y facilidad para unirse a los cristales de hidroxiapatita
(9) (10).
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Se han realizado diversos estudios comparando su efecto con relacion a la proteina
nativa, obteniendo una funcién similar: in vitro participa en la formacion de cristales de
hidroxiapatita en geles de silicato, en un cultivo de células del ligamento periodontal
mostro favorecer la proliferacion y la formacion de tejido mineralizado, asi como

estimular su diferenciacion hacia un tipo mineralizante (11).

También se realizaron estudios in vivo en defectos criticos de calvaria de ratas Wistar
donde se observo su participacion en la formacion de tejido mineralizado. Ademas, al
hacer un andlisis profundo, se obtienen mayores ventajas del péptido CEMP1-pl, a
comparacion con la proteina nativa, que permiten ser un buen candidato con potencial
aplicacion en la medicina regenerativa y mas importante aun, en la regeneracion

periodontal (12).

3.7.Diferenciacién y Formacion de hueso

El hueso es el tejido mas duro entre todos los tejidos conectivos del cuerpo, consiste
en 50% de agua. La parte solida consiste en varios minerales, especialmente 76% de
sales de calcio y un 33% de material celular. Las células formadoras de hueso,
osteoblastos y osteoclastos tienen un papel importante en el crecimiento y desarrollo
del hueso.

La funcién del tejido éseo es influenciada por muchos factores, asi como hormonas,
factores de crecimiento y a la carga mecanica. La microestructura del hueso es la
distribucion y alienacién de cristales de apatita bioldgica. Esto es determinado por la
direccién del comportamiento de células éseas, por ejemplo, la migracién y regulacion
celular. El desarrollo de hueso inicia con el remplazo de tejido mesenquimal rico en

colagena por hueso.

Esto resulta en la formacion de tejido 6seo nuevo, una forma primitiva de hueso con
fibras de coldgena organizadas de manera aleatoria que se remodela a un hueso
laminar maduro, el cual pose anillos paralelos regulares de colageno. Generalmente, el

hueso es formado por una osificacion endocondral o intramembranosa. La osificacion
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intramembranosa es esencial en huesos como el craneo, los huesos faciales y la pelvis
en donde las MSCs directamente se diferencian en osteoblastos. Mientras que, la
osificacion endocondral tiene un papel importante en muchos hueso en el esqueleto
humano, incluyendo huesos, largos, cortos e irregulares, en donde las MSCs, primero
experimentan una condensacion y luego una diferenciacion en condrocitos para formar
la placa de crecimiento de cartilago y la placa de crecimiento es gradualmente
reemplazada por un nuevo tejido 6éseo. La migracion y diferenciacion de MSCs son dos

procesos fisioldégicos importantes en la formacion de hueso. (35)

En la osificacion intramembranosa, las MSCs llevan a cabo una proliferacion u
diferenciacion por medio de una linaje osteoblastico para formar hueso directamente
sin formar cartilago primero. La migracién de MSCs y preosteoblastos esta involucrada
en este proceso y esta mediado por diverso factores. MSCs inicialmente se diferencia
en preosteoblastos los cuales proliferan cerca de la superficie del hueso y secretan
ALP. Asi se convierten en osteoblastos maduros y empiezan a formar osteocitos que
queda atrapados en la matriz extracelular (ECM). Otros factores que regulan la
osificacion intramembranosa de MSCs son Runx2, Proteina 2 de union a la secuencia
rica en AT (SATB2) y Osterix, asi como las vias Wnt/- cateninay la via de las proteinas

morfogenéticas 6seas (BMP). (35)

En la osificacion endocondral, las MSCs son las primeras en condensarse para iniciar
la formacion de la placa de cartilago. Este proceso esta mediado por las BMPs a través
de fosforilacion y activacion del receptor SMADs que transduce las sefiales. Durante la
condensacion, la parte central de MSCs se diferencia en condrocitos y secreta matriz
cartilaginosa. Mientras, que las otras células en la periferia forman el pericondrio que
continta expresando colagena tipo | y otros factores importante, como proteoglicanos
y ALP. Los condrocitos en el centro empiezan su maduracion acompafados de una
invasion de cartilago hipertréfico por la vascularizacion, seguido de la diferenciacion de
osteoblastos dentro del pericondrio y de la cavidad de la médula 6sea. Muchos factores
gue regulan la osificacion endocondral son los factores de crecimiento: factor de
crecimiento transformante 8 (TGF-B)y SOX9. (35)



UTILIZACION DE PEPTIDOS DERIVADOS DEL CEMENTO RADICULAR EN LA DIFERENCIACION DE CELULAS DEL LIGAMENTO
PERIODONTAL IN VITRO.

A medida que las células precursoras se van diferenciando expresan en la membrana
celular proteinas especificas de su funcion o marcadores. La expresion de Cbfal es la
primera evidencia de la diferenciacion osteogénica. La colagena | y la osteopontina

(OPN), se expresan de forma temprana en células osteoprogenitoras.

Igualmente, la fosfatasa alcalina (ALP) es una proteina de superficie que podria
participar en la regulacion de la proliferacion, migracion y diferenciacion de las células
osteoblasticas. La sialoproteina 6sea (BSP) y la osteocalcina (OCN), son marcadores
de diferenciacion del preosteoblasto al osteoblasto y aparecen cuando se inicia la
mineralizacién. La expresion de estas proteinas resulta especialmente util como

marcadores osteogénicos en los estadios finales de la diferenciacion osteoblastica. (36)
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Figura 16. Desarrollo de las vias de sefializacion que regulan la diferenciacion osteobldstica. Varias vias de sefializacion
funcionan de manera coordinada para asegurar el apropiado desarrollo y reparacion del hueso. A) Progenitores mesenquimales
(MP) iniciado por la expresion de SOX9 a un linaje osteocondroprogenitor. B) Via de sefializacion Notch de regulacion negativa
la diferenciacion osteobldstica. C) Via de sefializacion candnica de Wnt que actua como un regulador positivo de la diferenciacion
osteobldstica. El ligando Wnt se une a proteina relacionada al receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP5) o LRP6, lo que
lleva a la acumulacion de B-catenina, esto permite su translocacion al ntucleo donde afecta expresion génica, incluyendo el
incremento de RUNX2 y Osterix (0SX), el cual marca el proceso de maduracion de los osteoblastos. D) La Sefalizacion de la
proteina morfogenética dsea (BMP) induce la diferenciacion a un linaje osteobldstico. La union de BMP2 o BP4 lleva a la
fosforilacion de SMAD1, SMAD5 o SMADS. Esto forma un complejo con SMAD4 y luego entra al ntcleo para controlar la
expresion génica, permitiendo | transicion de células RUNX2+OSX+ a osteoblastos maduros. E) El Factor de crecimiento
fibrobldstico (FGF) se une a los receptores FGF tirosin cinasa de la superficie celular (FGFR1-FGFR4), lo que lleva a una cascada
de eventos de sefializacion intracelular. La sefializacion de FGF controla la proliferacion de preosteoblastos, la diferenciacion de
osteoblastos y la funcion de osteoblastos maduros. (36)
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3.8.Marcadores de Biomineralizaciéon

En el proceso de biomineralizacidon participan multiples proteinas que tienen diversas
funciones, desde ser las responsables de obtener sustratos minerales del medio,
precipitar sales minerales, nuclear cristales de calcio y organizar la agregacion y

posterior crecimiento mineral. (4) (37)

La nucleacion de dichos cristales puede ser de tipo homogénea, si en el proceso se ven
involucrados solamente la saturacion de minerales que forman los cristales, o de tipo
heterogénea si ademas de existir la saturacion local de minerales estan involucradas
macromoléculas como proteinas que promueven la formacion de estos cristales. Este

ultimo tipo de nucleacion es el que se lleva a cabo en los seres vivos. (4) (37)
3.8.1. Proteina Morfogenética Osea 2 (BMP2)

Las proteinas morfogenéticas dseas son moléculas de sefalizacién multifuncionales
con roles esenciales en la formacidén y mantenimiento del sistema 6seo. Son miembros
de la superfamilia del factor de crecimiento transformante g (TGF-B). Las BMPs son
polipéptidos acidicos multifuncionales, que son predominantemente sintetizados y

secretados por osteoblastos. (38)

Las BMPs son proteinas basicas de bajo peso molecular que se pueden aislar desde
el hueso cortical, la dentina y algunos tumores 6seos. (39)

Se han identificado por lo menos 20 subtipos, entre estas, BMP2 es un factor regulador
importante en la osteogénesis. (40) BMP2 es un factor de crecimiento polipeptidico que
contiene 396 aminoacidos, tiene como funcion inducir células mesenquimales

indiferenciadas a tejido 6seo y cartilago. (41)

3.8.2. Fosfatasa Alcalina (ALP)

Esta proteina tiene un peso de 42, 190 Da (UniProtKB — P28296), mayoritariamente
enriquecida en estructura secundaria de alfa hélices. Es una hidrolasa, la cual tiene la
capacidad de regular las concentraciones extracelulares de fosfatos mediante la

desfosforilacion de diversas moléculas que se encuentran en el medio como
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nucledtidos, proteinas y alcaloides; esto lleva a clasificar a la ALP como un marcador
del inicio del proceso de biomineralizacion, en el cual se reclutan moléculas minerales

del medio para la formacion de cristales. (42)

3.8.3. Sialoproteina Osea (BSP)

La sialoproteina 0sea es un componente importante de la matriz mineralizada del
hueso, dentina, cemento y cartilago calcificado. La BSP es una fosfoproteina de la
matriz extracelular de hueso, aislada a partir de hueso cortical con un peso aproximado
de 23, 000 Da, sin embargo, presenta una movilidad relativa de 60-80,000 Da en geles
SDS-PAGE, el cual muestra una gran diferencia en peso teérico obtenido a partir de su

secuencia de aminoacidos. (43)

El papel de esta proteina es el de servir como nucleador de cristales de hidroxiapatita
durante el proceso de biomineralizacion y se le ha considerado como un marcador de

la diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos. (44)

Ademas, la presencia de BSP indica una fase tardia de la diferenciacion de los
osteoblastos y una fase precoz de la mineralizacion de la matriz. Existe también una
presencia débil en el ligamento periodontal en sitios de unién en el hueso alveolar y en
el cemento. Es expresada por células que revisten la superficie radicular en la primeras
fases de la cementogénesis durante el desarrollo dental. También, puede servir como
factor de insercion porque tiene afinidad por las fibras de colagena y aumenta la

insercion de osteoblastos y fibroblastos a superficies plasticas. (13)

3.8.4. Osteocalcina (OCN)

Es una proteina de 10,963 Da, constituye hasta el 2% del total de las proteinas del
hueso. Se caracteriza por tener una union muy fuerte a la apatita de calcio. (UniProtkKB
-P02818).

Es producida por osteoblastos y osteoclastos, localizada principalmente en hueso
alveolar, cemento radicular y dentina. Tiene la funcion de modular el crecimiento,
tamafo y forma de los cristales de hidroxiapatita que forma de los cristales de
hidroxiapatita que forma estos tejidos y estd completamente involucrada en el proceso

de remodelacién 6sea. (45)
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3.8.5. Osteopontina (OPN)

También llamada sialoproteina 6sea | (BSPI) es una proteina con un peso molecular
tedrico de 35, 400 Da. En su secuencia contiene multiples sitios putativos de union a
hidroxiapatita, tiene la capacidad de unirse a colagena, fibronectina y osteocalcina. Esta
proteina puede ser localizada en el frente de mineralizacion de hueso, aunque se ha
encontrado en multiples sitios no mineralizados como el rifién y secreciones como
saliva, leche y bilis. Las funciones principales de esta proteina son el regular la adhesién
celular, regular la actividad osteoclastica y la regulacion de la mineralizacion de la matriz

extracelular. (46)



UTILIZACION DE PEPTIDOS DERIVADOS DEL CEMENTO RADICULAR EN LA DIFERENCIACION DE CELULAS DEL LIGAMENTO
PERIODONTAL IN VITRO.

4. Planteamiento del problema

La enfermedad periodontal es prevalente en paises desarrollados y subdesarrollados
por igual, afecta entre el 20-50% de la poblacién global, aunque se espera siga
incrementando. La alta prevalencia de la enfermedad periodontal en adolescentes,

adultos y en poblacién anciana la hace una preocupacion en salud publica (47).

Ademas, uno de los mayores retos es la limitacion para estimular la neoformacion de
cemento radicular, el cual es uno de los eventos cruciales requeridos para la
regeneracion de estructuras periodontales. (48) (49). Por lo que se han creado diversas
terapias en la regeneracion periodontal, dentro de ellas, el estudio con diversos
péptidos que han demostrado tener propiedades regenerativas, inductivas, importantes
(50), aunque aun falta realizar mas estudios para aclarar sus capacidades ante una

enfermedad de caracter global.

Aunque se han realizado diversos estudios con el uso de péptidos derivados del
cemento radicular, no se han realizado estudios con el uso de estos péptidos en
combinacion y tampoco se ha evaluado si en conjunto pudieran tener un efecto

sinérgico en las células derivadas del ligamento periodontal humano.



| UTILIZACION DE PEPTIDOS DERIVADOS DEL CEMENTO RADICULAR EN LA DIFERENCIACION DE CELULAS DEL LIGAMENTO
| PERIODONTAL IN VITRO.

5. Justificacidn

Como se menciond antes, se ha investigado sobre el uso de diversos péptidos para la

regeneracion periodontal. El estudio se centrara en la actividad de dos péptidos, estos
son:

1) el péptido CEMP1-pl, el cual es un péptido derivado de CEMP1 el cual ha
probado tener las mismas caracteristicas funcionales que la proteina
recombinante, lo que permite la formacién de tejidos mineralizados, ademas de
tener un papel inductor en células troncales mesenquimales (10).

2) El otro es el péptido derivado de HACD1/CAP, CAP-p15 el cual, dadas sus
caracteristicas fisicoquimicas, y a que previamente se ha demostrado su papel
en la nucleacién de cristales de hidroxiapatita. (6).

Por lo tanto, en este estudio se pretende evaluar las propiedades en conjunto y la
posible sinergia de CEMP1-pl y CAP-pl5 en los procesos de diferenciacion y

mineralizacién en células del ligamento periodontal humano.
Esta investigacion ayudara a la generacion de conocimiento para determinar el

comportamiento celular con el uso combinado de los péptidos para una futura

terapéutica regenerativa en la enfermedad periodontal.

6. Hipotesis

La aplicacion combinada de los péptidos derivados de las proteinas del cemento
radicular HACD1/CAP y CEMPL1 induciran la expresion de moléculas asociadas a la

diferenciacion cementoblastica de células derivadas del ligamento periodontal in vitro.
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7. Obijetivos

Generales

Evaluar el efecto en la expresion de marcadores asociados a diferenciacion
cementoblastica de los péptidos CAP-pl5 combinado con CEMP1-pl en células

derivadas del ligamento periodontal in vitro.
Especificos

a) Determinar silos péptidos CAP-p15 y CEMP1-pl en combinacién promueven la
expresion de moléculas relacionadas en el proceso de regeneracion 6sea.

b) Determinar si los péptidos CAP-p15 y CEMP1-pl favorecen la expresion a nivel
traduccional de moléculas relacionadas al proceso de biomineralizacion.

c) Analizar por medio de AACt los niveles de expresion de mRNA de marcadores

asociados al proceso de biomineralizacion.
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8. Metodologia

8.1.Sintesis de los péptidos de CEMP1-ply CAP-p15

La siguiente secuencia de aminoacidos: MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, fue
sintetizada en Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Corresponde a los primeros 20
aminoacidos de la secuencia de la proteina CEMP1 (Protein Database
NP_001041677.1). El fragmento obtenido se denominé péptido 1 de CEMP1 (CEMP1-
pl). Se utilizé PBS pH 7.2 para las diluciones del péptido que se requirieron en los
ensayos realizados. La sintesis de la secuencia VSFPSCCFSIAVIFM fue llevada a cabo
por la casa comercial NEP (New England Peptide) a partir de la técnica de sintesis
peptidica en fase solida (SPPS). Durante este proceso los ciclos repetitivos de
acoplamiento-lavado-desproteccion-lavado son muy meticulosos ya que se requiere del
empleo de agentes de acoplamiento, en este caso se utilizd Fluorenil-9-metoxicarbonil
(Fmoc) como protector de extremo amino terminal, t-Butil-éster para la porcion carboxilo
terminal y acido tricloroacético (TFA) como eluyente. Posteriormente el péptido se

prepard a una concentracién de 5ug/ml en agua bidestilada.

8.2.Cultivo Celular

Las células huPDLCs se aislaron con la técnica de explante celular. Las células se
cultivaron hasta la subconfluencia en frascos de 75cm? (Nunc, Life Technologies, MX),
en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Gibco-BRL, Rockville, MD,
USA) suplementado con 1% (v/v) Anti-anti, MEM NEAA, 100 mM de piruvato de Sodio
y 10% (V/V Suero Fetal Bovino inactivado (SFB) (Gibco, Invitrogen, MX) en una
atmosfera de 37°C, 5% de CO2 y 100% de humedad. Las células entre el segundo y

quinto pasaje se utilizaron para los procedimientos experimentales.

Las células huPDLCs se tripsinizaron, homogeneizaron y contaron. La densidad celular

fue ajustada a 1.5x10°y posteriormente se sembraron en cajas de cultivo de 96 pozos
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(Nunc, Life Technologies, MX) a una densidad de 2.5x103 células por pozo en medio
DMEM 1X (Gibco).

Después de 24 hrs las células adheridas se lavaron con PBS pH 7.2 y se agrego el
medio DMEM suplementado para el grupo control positivo con 10% SFB y todos los
grupos experimentales con SFB al 2%, el primer grupo experimental estara con
CEMP1-p1, el segundo con CAP-p15 vy el tercer grupo experimental con CEMP1-P1y
CAP-p15 en concentraciones entre 5 ug/ml. (TABLA 1)

Las células se incubaron durante 0 a 15 dias, realizando cambio de medio cada tercer

dia.

GRUPO T5—-T10 - T15
CONTROL POSITIVO 10% SFB

EXP 1 2% SFB + CEMP1-p1 (5ug)

EXP 2 2% SFB + CAP-p15 (5u9)

EXP 3 2% SFB + CEMP1-p1y CAP-p15 (5ug)

Tabla 1. Grupos experimentales y Controles. Tabla en donde se ven los grupos controles y experimentales. Los cuales estdn
determinados por distintos tiempos (5, 10 y 15 dias de cultivo). El grupo control estard conformado por células derivadas del
ligamento periodontal que son tratadas con 10% de SFB, luego son 3 grupos experimentales. El 1) Grupo experimental 1. Son
HuPDLCs tratadas con 2% de SFB y una concentracion de 5ug de péptido CEMP1-p1. 2) Grupo Experimental 2. Son HuPDLCs
tratadas con 2% de SFB y una concentracion de 5ug de péptido CAP-p15. Y por ultimo el 3) Grupo Experimental 3. HuPDLCs
tratadas con 2% de SFB y una concentracion de 5ug de péptido CAP-p15 + 10ug de péptido CEMP1-p1.
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8.3.Ensayo de gRT-PCR en tiempo real

Las células huPDLCs fueron sembradas a una densidad de 5x10* en placas de 6 pozos
hasta la confluencia. Fueron tratadas segun se explicO para los grupos controles y
experimentales con ambos péptidos. A los tiempos de 5 y 15 dias el RNA total se

aislaron mediante el método de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Se usaron 10ng de RNA para realizar el ensayo de PCR cuantitativa en tiempo real
(One-Step gRT-PCR (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). Se realizé la transcripcion en
forma inversa del RNA en un analizador de tiempo real (Rotor — Gene 6000; Corbett
Life Science PO, NSW, NZ).

Para realizar la reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizaron
oligonucledtidos sintéticos sentido y antisentido, disefiados para amplificar el transcrito
de las proteinas BSP, BMP 2/4, ALP, COL |, OPN, HACD1/CAP, CEMP1 y GAPDH
(control interno). Las condiciones de termociclado utilizadas fueron las siguientes: 30
ciclos de 1 minuto, desnaturalizacion a 94°C, alineamiento a 55°C y extension a 72°C.
Los ensayos se realizaron por triplicado. Los resultados se cuantificaron mediante
fluorescencia y reportados como expresion relativa de mRNA.

8.4.\Western Blot:

Para determinar la expresion a nivel traduccional, las células derivadas del ligamento
periodontal humano fueron tratados con los péptidos de HACD1/CAP y CEMP1 como
se indicé anteriormente. Para que expresen este factor establemente, se cultivaron

hasta llegar a confluencia.

El lisado celular se obtuvo utilizando amortiguador de lisis frio (ImM EDTA, pH 8.0,
10mM HEPES, 50mM NacCl, 0.5% Tritobn X-100, 1mM fenil-metil-sulfonil fluoriro, 5uM
leupeptina y 10ug/pl aprotinina), posteriormente se sonicaron y centrifugaron por 5min
a 2,000rpm. El sobrenadante se separé y se coloco en un tubo nuevo. La cuantificacion

de proteinas se realizé por método de Bradford.
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8.4.1. Preparacion de las Proteinas.

Como controles se utilizd una poblacidon heterogénea de células derivadas del
ligamento periodontal humana que no fueron tratados con ningun péptido. Para cada
proteina que se midi6 se agregaron los agentes reductores 2ul de DTT 2mM + 2 pl de
Urea 8M junto con buffer de carga + las muestras controles y experimentales. La
muestras tanto control como experimentales de proteinas se llevaron a el volumen de

la proteina equivalente a 20ug.

8.4.2. Preparacion del Gel.

Se prepararon 9 geles de poliacrilamida al 12%. En un vaso de precipitado se colocaron
los reactivos para hacer el gel separador y se dej6 reposar 10-15 min para gelificacion
completa. Posteriormente, se prepard en otro vaso de precipitado la solucién para el
gel concentrador entrel5y 20 min.

8.4.3. Electroforesis

Una vez hechos los geles, se llen6 con el Buffer de Corrida en el interior y exterior de
los geles. Se colocod en el primer carril marcador Invitrogen con 4ul. En los demas
carriles para todos los geles, se colocé un carril con proteina control a 5, 10 y 15 dias 'y
en los siguientes carriles, se colocaron las muestras experimentales de 5, 10 y 15

dias cada uno intercalado, para cada tipo de condicion.

Para cada muestra tanto experimental como control se colocé 20 pl. Se activo la

electroforesis a 20 mA.
8.4.4. 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.
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Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% durante 30 min a
temperatura ambiente. Se realizaron 2 lavados con PBS (Phosphate-Buffered Saline).
Se colocaron los anticuerpos primarios monoclonales para GAPDH, CEMP1 vy
HACD1/CAP (Santa Cruz Biotechnology).

Las membranas se incubaron durante 12hrs a 4°C en agitacion.

Después se realizaron nuevamente 2 lavados con PBS y las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario anti-conejo y anti-ratobn conjugado a

peroxidasa durante dos horas a temperatura ambiente.

Para el revelado se realizaron lavados con PBS y se reveld con diaminobenzidina
(Tetrahidrocloruro de  3,3’-diaminobenzidina (DAB), NiClz, H202, PBS). Los

procedimientos se realizaron por triplicado.

8.5. Analisis de datos.

En el analisis de gRT-PCR, la determinacion de la expresion en el analisis se realizo
por el software Rotor Gen 6000 (Qiagen, USA) mediante AACt y posteriormente
mediante la prueba estadistica ANOVA *p<0.05.

En el caso del Western Blot, las membranas se digitalizaron y se analizaron con el
software ImageJ, se determind la expresion relativa de los productos génicos que se
mencionaron anteriormente. Se utilizo6 GAPDH como producto génico constitutivo y la
expresion de los productos génicos de este estudio se compararon contra la expresion
de éste.

Como controles se utilizé una poblacién de células del ligamento periodontal humano
tratadas con 10% de SFB.

El andlisis estadistico se realiz6 por medio de la prueba estadistica T de Student y
ANOVA. La p se estableci6 <0.05 utilizando el software GraphPad (GraphPad Software
Inc, USA).
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9. Resultados

9.1.Ensayo de gRT -PCR

9.1.1. El uso de ambos péptidos induce el aumento en la expresion relativa de mRNA
de HACD1/CAP y CEMP1 a partir de los 5 dias.

Los resultados de la qRT-PCR muestran la expresion relativa del mRNA de las

proteinas seleccionadas con valores de fluorescencia. Los resultados expresan la

cantidad de mRNA normalizado contra la expresion enddgena de GAPDH vy

comparados contra los valores de los grupos
tienen ambos péptidos: CAP-pl15 y CEMP1-pl.

10.00 1

8.00 ~

6.00 -

4.00 -

2.00 A

Expresion Relativa AACt

100

HACD1/CAP

control. Las muestras experimentales

0.00 -
Cx SD

I 447 I

Ex 5D Cx 15D Ex 15D

Grdfica 1. HACD1/CAP. Andlisis por qRT-PCR de la expresion
de HACD1/CAP. Resultado del tratamiento con los péptidos
CAP-p15y CEMP1-p1 en HuPDLCs a diferentes tiempos (T0, 5
y 15 dias respectivamente), donde se puede observar el
tiempo O (barra negra) y las muestras control (barras azules)
comparadas contra las muestras experimentales (barras
rojas). Se observa un efecto reducido de las muestras control
a los 5 dias mientras que a los 15 dias hay un aumento en la
expresion relativa de mRNA de CAP. La determinacion de la
expresion en el andlisis se realizo por el software Rotor Gen
6000 (Qiagen, USA) mediante AACt y posteriormente
mediante la prueba estadistica ANOVA *p<0.05. TO: tiempo
cero, cx 5D: control 5 dias, Ex 5D: Experimental 5 dias. Cx
15D: Control 15 dias y Ex 15D: Experimental 15 dias.

Las muestras experimentales con CAP-p15 y CEMP1-pl, a los 5 dias produjeron un

efecto que fue 1.85 veces menor en comparacion con las muestras control a 5 dias,

mientras que las muestras experimentales a los 15 dias tuvieron un efecto 1.47 veces

mayor en comparacion con las muestras control a 15 dias de la expresion relativa de

MRNA de HACD1/CAP.
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Grdfica 2. CEMP1. Andlisis por qRT-PCR de la expresion de CEMPI.
Resultado del tratamiento con los péptidos CAP-p15 y CEMP1-p1 en
HuPDLCs a diferentes tiempos (TO, 5y 15 dias respectivamente), donde
se puede observar el tiempo 0 (barra negra) y las muestras control
(barras azules) comparadas contra las muestras experimentales
(barras rojas). Se observa un efecto reducido de las muestras control a
los 5 dias mientras que a los 15 dias hay un aumento en la expresion
relativa de mRNA de CEMP1. La determinacion de la expresion en el
andlisis se realizé por el software Rotor Gen 6000 (Qiagen, USA)
mediante AACt y posteriormente mediante la prueba estadistica
ANOVA *p<0.05.

Las muestras experimentales con CAP-p15y CEMP1-p1l alos 5 dias tuvieron un efecto

1.2 veces mayor que las control, mientras que las muestras experimentales a los 15

dias tuvieron un efecto 2.25 veces mayor de la expresion relativa de mRNA de CEMPL1.

9.1.2. Eluso de ambos péptidos induce cambios en la expresion relativa de mRNA de

los factores asociados a mineralizacion.

Las muestras experimentales tratadas con CAP-p15 y CEMP1-pl a los 5 dias tuvieron

un efecto 1.05 veces menor, mientras que las muestras experimentales a los 15 dias

tuvieron un efecto 1.34 veces menor que el control. Por lo que ambos péptidos tienen

un efecto menor al inducir la expresion relativa de mRNA de BSP II.
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Grdfica 3. BSP Il. Andlisis por gqRT-PCR de la expresion de BSP II.
Resultado del tratamiento con los péptidos CAP-p15y CEMP1-p1
en HuPDLCs a diferentes tiempos (T0, 5 y 15 dias)
respectivamente, donde se puede observar el tiempo O (barra
negra) y las muestras control (barras azules) comparadas contra
las muestras experimentales (barras rojas). Se observa un efecto
reducido de las muestras control a los 5 dias mientras que a los
15 dias hay un aumento en la expresion relativa de mRNA de
BSPII. La determinacion de la expresion en el andlisis se realizo
por el software Rotor Gen 6000 (Qiagen, USA) mediante AACt y
posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA *p<0.05.
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Grdfica 4. OPN. Andlisis por qRT-PCR de la expresion de OPN.
Resultado del tratamiento con los péptidos CAP-p15y CEMP1-p1
en HuPDLCs a diferentes tiempos (TO, 5y 15 dias) respectivamente,
donde se puede observar el tiempo 0 (barra negra) y las muestras
control (barras azules) comparadas contra las muestras
experimentales (barras rojas). Se observa un efecto reducido de las
muestras control a los 5 dias mientras que a los 15 dias hay un
ligero aumento en la expresion relativa de mRNA de OPN. La
determinacion de la expresion en el andlisis se realizé por el
software Rotor Gen 6000 (Qiagen, USA) mediante AACt y
posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA *p<0.05

Para la expresion relativa de mRNA de OPN, las muestras experimentales tratadas con

ambos péptidos a los 5 dias demostraron tener un efecto 1.7 veces menor que las

muestras control, mientras que las muestras experimentales a los 15 dias tuvieron un

efecto 1.3 veces mayor de que las muestras control. Por lo que los dos péptidos en

conjunto tienen un efecto menor a corto plazo, pero mayor a los 15 dias.
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Grdfica 5. BMP2. Andlisis por gqRT-PCR de la expresion de
BMP2. Resultado del tratamiento con los péptidos CAP-p15y
CEMP1-p1 en HuPDLCs a diferentes tiempos (TO, 5 y 15 dias)
respectivamente, donde se puede observar el tiempo 0 (barra
negra) y las muestras control (barras azules) comparadas
contra las muestras experimentales (barras rojas). Se observa
que las muestras experimentales disminuyen la expresion de
BMP2 a los 5 dias mientras que a los 15 dias hay un aumento
significativo en la expresion relativa de mRNA de BMP2. La
determinacion de la expresion en el andlisis se realizo por el
software Rotor Gen 6000 (Qiagen, USA) mediante AACt y
posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA
*p<0.05

En el caso de la expresion relativa de mRNA de BMP2, las muestras experimentales

con CAP-p15y CEMP1-pl a los 5 dias tuvieron un efecto 3 veces menor, mientras que

las muestras experimentales a los 15 dias tuvieron un efecto 2.3 veces mayor en

comparacion con las muestras control. Por lo que ambos péptidos tienen un efecto
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menor a los 5 dias y este incrementa significativamente a los 15 dias en la expresion
de mRNA de BMP2.
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Grdfica 6. ALP. Andlisis por qRT-PCR de la expresion de ALP.
Resultado del tratamiento con los péptidos CAP-pl5 y
CEMP1-p1 en HuPDLCs a diferentes tiempos (TO, 5 y 15 dias)
respectivamente, donde se puede observar el tiempo 0
(barra negra) y las muestras control (barras azules)
comparadas contra las muestras experimentales (barras
rojas). Se observa que las muestras experimentales
aumentan la expresion de BMP2 a los 5 dias mientras que a
los 15 dias hay una ligera disminucion en la expresion de
BMP2. La determinacion de la expresion en el andlisis se
realizo por el software Rotor Gen 6000 (Qiagen, USA)
mediante AACt y posteriormente mediante la prueba
estadistica ANOVA *p<0.05

En el caso de la expresion relativa de mRNA de ALP las muestras experimentales

tratadas con ambos péptidos demostraron tener un efecto 7 veces mayor, mientras que

las muestras experimentales a los 15 dias tuvieron un efecto 1.1 veces menor en

comparacion con las muestras control. Por lo que ambos péptidos provocan un efecto

mayor a los 5 dias, pero un efecto menor a los 15 dias.
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Grdfica 7. COL 1. Andlisis por gRT-PCR de la expresion de COL1.
Resultado del tratamiento con los péptidos CAP-p15 y CEMP1-
pl en HuPDLCs a diferentes tiempos (TO, 5 y 15 dias)
respectivamente, donde se puede observar el tiempo 0 (barra
negra) y las muestras control (barras azules) comparadas
contra las muestras experimentales (barras rojas). Se observa
que las muestras experimentales aumentan significativamente
la expresion de COL1 alos 5 dias mientras que a los 15 dias hay
una ligera disminucion en la expresion de COL1. La
determinacion de la expresion en el andlisis se realizé por el
software Rotor Gen 6000 (Qiagen, USA) mediante AACt y
posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA *p<0.05

Por ultimo, para la expresion relativa de mRNA de COL1, se evaluo el efecto de las

muestras tratadas con ambos péptidos en donde tuvieron un efecto 6 veces mayor en
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comparacion con las muestras control a los 5 dias, mientras que a los 15 dias las
muestras experimentales tuvieron un efecto 1.1 veces menor que las muestras control.

Por lo que ambos péptidos provocan un aumento en la expresion relativa de COL1 a
los 5 dias.
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9.2.Western Blot

Los resultados del Western Blot muestran el porcentaje expresion relativa de
HACD1/CAP y de CEMP1 en células del ligamento periodontal tratadas con distintos
péptidos: CEMP1-p1, CAP-p15 y CEMP1-p1+CAP-p15. Los resultados expresan el
nivel proteico normalizado contra la expresion endégena de GAPDH y comparados

contra los valores de los grupos control.

A partir de los resultados obtenidos en el gRT-PCR se encontré6 que las células
derivadas del ligamento periodontal humano formaron colonias positivas a ALP, por lo
cual los marcadores asociados a hueso alveolar y ligamento periodontal disminuyeron
como BSPII, OPN, pero incrementan los cementoblasticos. Por lo que en el WB nos
enfocamos en los marcadores asociados a un fenotipo cementoblastico para evaluar el

efecto con cada grupo experimental.

Los ensayos de Western Blot inmunodetectaron la presencia de proteinas implicadas
en procesos de mineralizacion. Las células HUPDLCs tratadas con 5ug de CEMP1-p1
y 5ug de CAP-pl5, aumentan la expresion de proteinas asociadas a mineralizacion
como CEMP1 y HACD1/CAP en todos los tiempos de cultivo en comparacion con las
muestras cultivo. Se comprobd que CEMP1-pl induce la expresién de proteinas
relacionadas con el fenotipo osteoblastico/cementoblastico en células HUPDLCs in

vitro.
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9.2.1. El péptido CEMP1-p1 induce un incremento en los niveles proteicos de
HACD1/CAP en células del ligamento periodontal humano.

Se midié el nivel proteico de HACD1/CAP y de CEMP1 en células del ligamento
periodontal humano que fueron tratadas con el péptido CEMP1-pl alos 5, 10y 15 dias.

5D 10D 15D
CEMP1 — 50kDa
HACD
e, — 55kDa
GAPDH = 37kDa
Control CEMP1-p1  Control CEMP1-p1  Control CEMP1-pl

Figura 17. Western Blot del tratamiento en células HuPDLCs en presencia (barras derechas) y ausencia (barras
izquierdas) del péptido CEMP1-p1(10ug) En los tiempos (5, 10 y 15 dias respectivamente) para los marcadores
CEMP1 (50kDa) y HACD1/CAP (55kDa). Los resultados expresan el nivel proteico normalizado contra la expresidn
enddgena de GAPDH.

El efecto del péptido CEMP1-pl en las HUPDLCs provoco un incremento 1.4 veces
mayor de HACD1/CAP alos 5 dias. Mientras que a los 10 dias tuvo un efecto 1.1 veces
mayor a los 10 dias. Pero a los 15 dias hubo un decremento en la concentracion de
HACD1/CAP 1.4 veces menor.

Por lo tanto, no hay diferencias significativas entre las muestras control y las
experimentales. En donde se observé el mayor efecto del péptido CEMP1-p1 fue a los

5 dias al incrementar los niveles de expresion proteica de HACD1/CAP.
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Grdfica 8. Niveles de expresion proteica de HACD1/CAP. WB de células HuPDLCs tratadas con el péptido CEMP1-p1. Las
mediciones se hicieron a los 5, 10 y 15 dias de cultivo. Se observan las muestras control (barras negras) y las barras
experimentales (barras azules). Se puede observar que el péptido CEMP1-p1 produce un aumento en la expresion de HACD1/CAP
alos 5y 10 dias en comparacion con los controles, mientras que a los 15 dias hay una ligera disminucion. Los resultados expresan
el nivel proteico normalizado contra la expresion enddgena de GAPDH. La determinacion de la expresion en el andlisis de
proteinas se realizd por la medicion de la densidad de la banda de proteinas utilizando el software Imagel y posteriormente
mediante la prueba estadistica ANOVA. *p<0.05.

El efecto del péptido CEMP1-pl en las HUPDLCs provoco un incremento 1.3 veces
mayor de CEMPL1 a los 5 dias. Mientras que a los 10 dias tuvo un decremento 1.1 veces
menor a los 10 dias en comparacion con el control. Pero a los 15 dias hubo un
decremento en la concentracion de CEMP1 1.6 veces menor en comparacion con las

muestras control.

Por lo tanto, no hay diferencias significativas entre las muestras control y las
experimentales tratadas con CEMP1-pl. En donde se observd el mayor efecto del
péptido CEMP1-p1l fue a los 5 dias al incrementar los niveles de expresion proteica de
CEMP1.
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Grdfica 9. Niveles de expresion proteica de CEMP1. WB de células HuPDLCs tratadas con el péptido CEMP1-p1. Las mediciones
se hicieron a los 5, 10 y 15 dias de cultivo. Se observan las muestras control (barras negras) y las barras experimentales (barras
azules). Se puede observar que el péptido CEMP1-p1 induce un aumento en la expresion de CEMP1 a los 5 dias en comparacion
con las muestras control, mientras que a los 10 y 15 dias produce una disminucion en el porcentaje de expresion en
comparacion con los controles. Los resultados expresan el nivel proteico normalizado contra la expresion endégena de GAPDH.
La determinacion de la expresion en el andlisis de proteinas se realizé por la medicion de la densidad de la banda de proteinas
utilizando el software Imagel y posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA. *p<0.05.
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9.2.2. El péptido CAP-p15 incrementa los niveles proteicos de CEMP1 en células del
ligamento periodontal humano.

Se midié el nivel proteico de HACD1/CAP y de CEMP1 en células del ligamento

periodontal humano que fueron tratadas con el péptido CAP-p15 a los 5, 10 y 15 dias.

5D 10D 15D
CEMP1 — 50kDa
. — 55kDa
GAPDH — 37kDa
Control ~ CAP-p15 Control CAP-p15 Control CAP-p15

Figura 18. Western Blot del tratamiento en células HuPDLCs en presencia (barras derechas) y ausencia (barras izquierdas)
del péptido CAP-p15(10ug) En los tiempos (5, 10 y 15 dias respectivamente) para los marcadores CEMP1 (50kDa) y
HACD1/CAP (55kDa). Los resultados expresan el nivel proteico normalizado contra la expresién endégena de GAPDH.

El efecto del péptido CAP-p15 en las HUPDLCs provoc6 un incremento 2.3 veces mayor
a nivel proteico de CEMPL, a los 5 dias con respecto al control. A los 10 dias tuvo un
resultado 1 vez mayor en comparacion con el control. Y a los 15 dias hubo un
decremento en el nivel de expresibon de CEMP1 que fue 1.8 veces menor en

comparacion con las muestras control.

El mayor efecto en las células fue a los 5 dias donde hubo un incremento 2.3 veces
mayor a diferencia de los 10 y 15 dias en donde fue disminuyendo su efecto hasta

provocar una disminucion en el nivel proteico de CEMP1.
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Grdfica 10. Niveles de expresion proteica de CEMP1. WB de células HuPDLCs tratadas con el péptido CAP-p15. Las mediciones
se hicieron a los 5, 10 y 15 dias de cultivo. Se observan las muestras control (barras negras) y las barras experimentales (barras
verdes). Se puede observar que el péptido CAP-p15 produce un aumento en la expresion de CEMP1 a los 5 y 10 dias en
comparacion con los controles, mientras que a los 15 dias hay una disminucion en los niveles proteicos de CEMP1. Los resultados
expresan el nivel proteico normalizado contra la expresion enddgena de GAPDH. La determinacion de la expresion en el andlisis
de proteinas se realizo por la medicién de la densidad de la banda de proteinas utilizando el software Imagel y posteriormente
mediante la prueba estadistica ANOVA. *p<0.05.

En cuanto al efecto del péptido en las HUPDLCs; a los 5 dias hubo un decremento 1.05
veces menor a nivel proteico de HACD1/CAP. A los 10 dias igual tuvo un decremento
1.3 veces menor en comparacion con el control. Y a los 15 dias igualmente un
decremento en el nivel de expresién de HACD1/CAP, 1.2 veces menor en comparacion

con las muestras control.

En este caso, el efecto del péptido de CAP-p15 en las células del ligamento periodontal
humanos fue menos, provocando una disminucién generalizada en los niveles proteicos
de HACD1/CAP en las células a los 5, 10 y 15 dias. Por lo tanto, el efecto del péptido
CAP-p15 en los niveles proteicos de HACD1/CAP no fue significativo.
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Grdfica 11. Niveles de expresion proteica de HACD1/CAP. WB de células HuPDLCs tratadas con el péptido CAP-p15. Las
mediciones se hicieron a los 5, 10 y 15 dias de cultivo. Se observan las muestras control (barras negras) y las barras
experimentales (barras verdes). Se puede observar que el péptido CAP-p15 produce una disminucién generalizada, tanto a los
5, 10y 15 dias de cultivo compardndolas con las muestras control. Los resultados expresan el nivel proteico normalizado contra
la expresion endégena de GAPDH. La determinacion de la expresion en el andlisis de proteinas se realizé por la medicion de la
densidad de la banda de proteinas utilizando el software Imagel y posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA.
*p<0.05.
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9.2.3. El uso de ambos péptidos incrementa los niveles proteicos de CEMP1 y CAP
en células del ligamento periodontal humano.

Se midié el nivel proteico de HACD1/CAP y de CEMP1 en células del ligamento
periodontal humano que fueron tratadas con los dos péptidos: CAP-p15y CEMP1-pl a
los 5, 10 y 15 dias.

5D 10D 15D
CEMP1 —> 50kDa
CAP — 55kDa
Control  CEMP1-p1 Control CEMP1-pl  Control CEMP1-pl
+ + +
CAP-p15 CAP-p15 CAP-p15

Figura 19. Western Blot del tratamiento en células HuPDLCs en presencia (barras derechas) y ausencia (barras izquierdas) de
los péptidos CAP-p15(10ug) y CEMP1-p1 (10ug). En los tiempos (5, 10 y 15 dias respectivamente) para los marcadores CEMP1
(50kDa) y HACD1/CAP (55kDa). Los resultados expresan el nivel proteico normalizado contra la expresion endégena de GAPDH.

Se midio el efecto del péptido CEMP1-p1y CAP-p15 en conjunto en las HUPDLCs y se
encontré qué a los 5 dias hubo un efecto significativo 3.6 veces mayor a nivel proteico
de HACD1/CAP en comparacién con el control. A los 10 dias igualmente tuvo un efecto
1.8 veces mayor en comparacion con el control. Y a los 15 dias tuvo un aumentl.1 en

el nivel proteico de CAP 1.5 veces mayor en comparacion con las muestras control.

En este caso el efecto sinérgico de ambos péptidos en las células del ligamento
periodontal humano provocé un aumento generalizado en los niveles proteicos de
HACD1/CAP a los 5, 10 y 15 dias. Por lo tanto, los péptidos en conjunto incrementan
los niveles proteicos de HACD1/CAP.
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Grdfica 12. Niveles de expresion proteica de HACD1/CAP. WB de células HuPDLCs tratadas con los péptidos CAP-p15 y
CEMP1-p1. Las mediciones se hicieron a los 5, 10 y 15 dias de cultivo. Se observan las muestras control (barras negras) y las
barras experimentales (barras rojas). Se puede observar que el uso de ambos péptidos: CAP-p15 y CEMP1-p1 producen un
aumento significativo en los niveles proteicos de HACD1/CAP a los 5, 10 y 15 dias en comparacidn con los controles. Los
resultados expresan el nivel proteico normalizado contra la expresion endégena de GAPDH. La determinacion de la expresion
en el andlisis de proteinas se realizo por la medicion de la densidad de la banda de proteinas utilizando el software Imagel y
posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA. *p<0.05.

Se midio el efecto de los péptidos CEMP1-pl y CAP-p15 en conjunto en las HUPDLCs;
a los 5 dias hubo un aumento significativo 4.5 veces mayor a nivel proteico de CEMP1
en comparacion con el control. A los 10 dias igualmente tuvo un aumento 1.2 veces
mayor en comparacion con el control. Y a los 15 dias hubo una disminucién 1.2 veces

menor en comparacion con las muestras control.

En este caso el efecto sinérgico de ambos péptidos en las células del ligamento
periodontal humano provocé un aumento significativo a los 5 dias en los niveles

proteicos de CEMP1, mientras que a los 10 y 15 dias empieza a tener una disminucién
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en sus efectos. Entonces, los péptidos en conjunto incrementan significativamente los

niveles proteicos de CEMPL1 a los 5 dias..
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Grdfica 13. Niveles de expresion proteica de CEMP1. WB de células HuPDLCs tratadas con los péptidos CAP-p15 y CEMP1-p1.
Las mediciones se hicieron a los 5, 10 y 15 dias de cultivo. Se observan las muestras control (barras negras) y las barras
experimentales (barras rojas). Se puede observar que el uso de ambos péptidos: CAP-p15 y CEMP1-p1 producen un aumento
significativo en los niveles proteicos de HACD1/CAP a los 5 y 10 dias de cultivo, mientras que a los 15 dias hay una disminucion
en comparacion con los controles. Los resultados expresan el nivel proteico normalizado contra la expresion enddgena de
GAPDH. La determinacion de la expresion en el andlisis de proteinas se realizé por la medicion de la densidad de la banda de
proteinas utilizando el software Imagel y posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA. *p<0.05.
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9.2.4. El uso de ambos péptidos incrementa los niveles proteicos de CEMP1 en
comparacion con los péptidos solos.

Con el fin de saber si los péptidos de HACD1/CAP y CEMP1 usados en conjunto
producen un efecto sinérgico, se compararon los efectos entre los péptidos, por lo que
se realiz6 un grafico comparativo en dénde las células del ligamento periodontal
tratadas con ambos péptidos tuvieron mejores resultados que los que tuvieron los

péptidos por si mismos, al incrementar los niveles proteicos de CEMPL1.
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Grdfica 14. Comparativa de los efectos de todos los péptidos en los niveles proteicos de CEMP1. Las mediciones se hicieron a
los 5, 10 y 15 dias de cultivo. Se observan las muestras control (barras negras) y las barras experimentales del grupo 1 con
CEMP1-p1(barras azules), el grupo 2 con CAP-p15 (barras verdes) y el grupo 3 con ambos péptidos (barras rojas). Se observan
las diferencias significativas con *. Se observa que los mayores efectos fueron a los 5 dias con el grupo con ambos péptidos
mientras que los grupos con los péptidos usados individuamente tienen un efecto menor en todos los dias de cultivo. Se Los
resultados expresan el nivel proteico normalizado contra la expresion endégena de GAPDH. La determinacion de la expresion
en el andlisis de proteinas se realizo por la medicion de la densidad de la banda de proteinas utilizando el software Imagel y
posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA. *p<0.05.
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En este caso, el uso de ambos péptidos a los 5 dias tuvo un efecto 4.5 veces mas que
el control, 3.6 veces mas que con el péptido de CEMP1-ply 2 veces mas que el péptido
de CAP-pl5, demostrando que a los 5 dias tiene un efecto muy significativo al

incrementar los niveles proteicos de CEMP1 en comparacion con los otros péptidos.

Posteriormente, a los 10 dias, todos los péptidos demuestran un decremento en sus
efectos, pero el uso ambos péptidos demostré increment6 los niveles proteicos de
CEMP1 al tener un efecto 1.2 veces mayor que el control, 1.3 veces mayor que el
péptido de CEMP1-ply 1 vez mas que el péptido de HACD1/CAP.

Por dltimo, a los 15 dias, se observa una mayor disminucion en los efectos de todos los
péptidos, donde el uso de ambos péptidos tuvo un efecto 1.8 veces menor que el
control, 1.1 veces menor que el péptido de CEMP1-pl1 y 1.08 veces mayor que el
péptido de CAP-p15.

9.2.5. El uso de ambos péptidos incrementa los niveles proteicos de HACD1/CAP en
comparacion con los péptidos solos.

Del mismo modo, para saber si los péptidos de HACD1/CAP y CEMP1 usados en
conjunto producen un efecto sinérgico al incrementar los niveles proteicos de
HACD1/CAP, se realiz6 un grafico comparativo en donde las células del ligamento
periodontal tratadas con ambos péptidos tuvieron mejores resultados que los que

tuvieron los péptidos por si mismos.
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Grdfica 15. Comparativa de los efectos de todos los péptidos en los niveles proteicos de HACD1/CAP. Las mediciones se
hicieron a los 5, 10 y 15 dias de cultivo. Se observan las muestras control (barras negras) y las barras experimentales del grupo
1 con CEMP1-pl(barras azules), el grupo 2 con CAP-p15 (barras verdes) y el grupo 3 con ambos péptidos (barras rojas). Se
observan las diferencias significativas con *. Se observa que ambos péptidos inducen un aumento generalizado en los niveles
proteicos a los 5, 10 y 15 dias en comparacion con los otros grupos experimentales con los péptidos en solitarios. Aunque se
observa una disminucion del efecto conforme pasan los dias de cultivo. Se Los resultados expresan el nivel proteico normalizado
contra la expresion endégena de GAPDH. La determinacion de la expresion en el andlisis de proteinas se realizo por la medicion
de la densidad de la banda de proteinas utilizando el software ImageJ y posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA.
*p<0.05.

En este caso, el uso de ambos péptidos a los 5 dias tuvo un efecto 3.6 veces mayor
que el control, 2.6 veces mayor que el péptido de CEMP1-pl y 3.8 veces mas que el
péptido de CAP-pl5, por lo que a los 5 dias ambos péptidos tienen un efecto

significativo en comparacion con los otros péptidos.

A los 10 dias, todos los péptidos demuestran un decremento en sus efectos, pero los
dos péptidos usados en conjunto aumentaron los niveles proteicos de HACD1/CAP; al
tener un efecto 1.8 veces mayor que el control, 1.6 veces mayor que el péptido CEMP1-

ply 2.3 veces mayor que el péptido CAP-p15.



| UTILIZACION DE PEPTIDOS DERIVADOS DEL CEMENTO RADICULAR EN LA DIFERENCIACION DE CELULAS DEL LIGAMENTO
PERIODONTAL IN VITRO.

|

e EEERERERERERERERERER}R}R}R}E}ETETEE
Por ultimo, a los 15 dias, se observa una mayor disminucion en los efectos de todos los
péptidos, pero persiste el efecto de ambos péptidos al provocar un aumento 1.5 veces
mayor que el control, 2.1 veces mayor que el péptido de CEMP1-p1y 1.9 veces mayor
que el péptido de CAP-p15. Por lo que en todos los tiempos el usos de ambos péptidos
provoco un aumento en los niveles proteicos de HACD1/CAP en comparacion con los

dos péptidos usados en solitario.
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10. Discusion

El periodonto es un sistema biolégico complejo constituido por diversos tejidos como la
encia, el ligamento periodontal, el hueso alveolar y el cemento radicular. La pérdida de
estos tejidos puede deberse a diversas patologias, tales como la enfermedad
periodontal, traumatismos, la edad, enfermedades sistémicas, genética, etc. La
reparacion del periodonto y la regeneracion de los tejidos periodontales siguen siendo

unos de los mayores objetivos en el tratamiento de la enfermedad periodontal.

En el caso del periodonto, la reparacion completa implica la cementogénesis y

osteogénesis de novo, ademas de la formacion de fibras de ligamento periodontal.

Se sabe que la formacion del periodonto inicia con la formacion de la raiz, seguida la
formacion de la corona (51), en este proceso se ven involucradas muchas moléculas

reguladoras, que son factores determinantes de la regeneracion periodontal.

También se ha reconocido que la recolonizacion de células del ligamento periodontal
en la superficie radicular es necesaria para la regeneracion periodontal, donde estas
células pueden diferenciarse a cementoblastos y osteoblastos, debido también a la
presencia de células troncales multipotentes, por esto se consideran como células

prometedoras para la induccion de la reparacion de estructuras periodontales dafiadas.

De hecho, en diversos estudios se han trasplantado células derivadas del ligamento
periodontal para la regeneracion de hueso y ligamento periodontal, (52) pero estos

estudios llegan a tener limitaciones al regenerar la arquitectura periodontal.

Es bien aceptado que, para mejorar la reparacion periodontal, el acondicionamiento y
alisado radicular es necesario para la migracién de células mesenquimales y de su
posterior adherencia a la superficie radicular expuesta. Y, teniendo en cuenta que las
estrategias actuales para la reparacion estan basadas en medidas anti-infecciosas
como el raspado y alisado radicular, la regeneracion tisular guiada (con o sin injertos

de hueso), asi como el uso de factores de crecimiento.

Por ejemplo, el tratamiento de la regeneracion tisular guiada en conjunto con diversos

injertos 0seos como Bioglass o PerioGlas (particulas de hueso sintético), puede lograr
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una reparacion de hueso y una regeneracién del cemento superior a otros materiales.
Aunqgue estas estrategias estan enfocadas en mejorar la reparacion del hueso alveolar

y el ligamento periodontal, no se enfocan en la cementogénesis. (51)

Hasta ahora ninguna de las terapias ha logrado restaurar la arquitectura del periodonto

original, ninguno ha logrado un 100% de efectividad. (51).

Uno de los mayores retos para estas terapias y materiales es la formacion de nuevo
cemento radicular, debido a que la neoformacion de cemento es un evento clave para
la regeneracion periodontal. Se sabe que diversas proteinas estan implicadas en la
cementogénesis; de manera general la coldgena tipo | y IlI, la fosfatasa alcalina (ALP),
fosfoproteinas como Osteopontina (OPN), sialoproteina Osea (BSP), Osteocalcina
(OCN), las proteinas morfogénicas Oseas 2 y 4 (BMP 2y 4), la proteina del cemento 1
(CEMP1) y la proteina de adhesién al cemento (CAP), ademas de factores de
crecimiento como TGF-B, estas proteinas son necesarias para la iniciacion vy

maduracion del cemento radicular. (31)

Por tal motivo, han surgido nuevos materiales y terapias enfocadas en la regeneracion
de tejidos, en este caso del cemento radicular. Entre estas terapias, una linea de
investigacion de dos proteinas que son propias del cemento radicular ha tomado
relevancia; estas proteinas son la proteina del Cemento 1 (CEMP1) y la proteina de
adhesién al cemento (HACD1/CAP). En diversos estudios se reporté la ventaja del uso
de estas proteinas recombinantes en la regeneracion de tejidos periodontales y de
biomineralizacion; pero por su costo de produccién y sus posibles reacciones adversas
se han buscado otras alternativas; por lo que en la Ultima década los péptidos sintéticos
han ganado notoriedad al tener un gran rango de aplicaciones en la medicina y
biotecnologia.

Estos péptidos son fragmentos de proteina que llevan a cabo funciones bioldgicas,
actuan como moléculas de sefalizacion, también interfieren con interacciones proteina-
proteina, que son indispensables en los procesos bioldgicos. Los péptidos exploran el
espacio medio entre moléculas pequefias quimicas y bioldgicas debido a su peso
molecular, tienen las ventajas de farmacos moleculares (mejor permeabilidad) y de las

proteinas terapéuticas como (selectividad, potencial para unirse a su objetivo),
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excluyendo las desventajas como efectos adversos, interacciones medicamento-

medicamento, e impermeabilidad de la membrana. (34)

Tomando en cuenta estas ventajas, en este estudio se usaron dos péptidos derivados
de las proteinas del cemento radicular (HACD1/CAP y CEMP1), se realizaron analisis
para determinar si los dos péptidos en conjunto pueden potenciar sus propiedades de
regeneracion al incrementar la expresion de factores de mineralizacion y de

diferenciacion hacia un fenotipo cementoblastico.

De manera similar, Correa R. en 2016 realizé estudios por primera vez combinando
diversos péptidos sintéticos de HACD1/CAP y de CEMP1, para estudiar la nucleacion
de cristales de fosfato de calcio in vitro, mediante un sistema de contradifusion en gel
de silicato libre de células; se evalud si existia alguna accion sinérgica o antagonista
para la nucleacion. Los resultados fueron prometedores ya que las combinaciones
entre distintos péptidos podrian generar efectos inhibidores y potenciadores,
dependiendo de los aminoacidos que los pudieran componer; (12) Pero en este estudio
resalta que el uso de un péptido de HACD1/CAP y otro péptido de CEMP1 tuvieron un
efecto sinérgico y promueven la formacion de estructuras similares a la HAp. Debido a
que el estudio fue realizado en un sistema libre de células, se abrié un area de
investigacion, pero enfocado a otros estudios tanto in vitro como in vivo, usando

combinaciones de péptidos derivados de las proteinas del cemento.

También en otro estudio se usaron dos péptidos dentro de un hidrogel de PEG, el
primero un péptido con motivo RGD (es un péptido de union a integrinas) y otro péptido
con secuencia GFOGER (es un péptido que media las interacciones a integrinas con
colagena tipo | por la integrina a2p1), esto para identificar un andamio de hidrogel
prometedor en la regeneracion de tejidos periodontales. Aqui se vieron resultados
similares a lo encontrado con los péptidos de CEMP1y de HACD1/CAP, se encontraron
dos tipo de subpoblaciones de células del ligamento periodontal positivas a ALP con
expresion geénica distinta. Los dos péptidos tuvieron mayor actividad en comparacion
con los péptidos solos, incrementaron la concentracibn de integrina o2p1,
desencadenaron la expresion elevada de marcadores cementoblasticos vy

osteoblasticos, y ambos lograron formacion de tejido parecido a hueso in vivo.
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Por tal motivo, aqui se compararon los efectos en tres grupos experimentales de células
del ligamento periodontal humano con los péptidos: 1) CEMP1-p1, 2) CAP-p15 y 3)
CEMP1-pl1 + CAP-pl5; ademas del grupo control sin péptidos.

CEMP1-p1 y CAP-pl5 son péptidos con caracteristicas y propiedades distintas,
ademas pueden mantener las funciones biolégicas de las proteinas nativas, y se ha
demostrado que los péptidos tienen funciones Optimas a una concentracién de 5ug
cada uno. (53) Por ejemplo, Hoz L., et al. en 2021 usaron el péptido CEMP1-p1, a la
misma concentracion de 5ug, éste actué como un poderoso modulador de la reparaciéon
de heridas periodontales en un modelo in vivo. Ademas, en este estudio se demostrd
que las células responsables de la nueva deposicion de cemento son de origen
mesenquimal, lo que implica el reclutamiento y diferenciacion de células

mesenquimales debido a una sefal de CEMP1-p1. (53)

Esto es clave ya que, si los péptidos pueden mantener las mismas funciones que las
proteinas nativas, podria ser una de las posibles explicaciones de la sinergia

encontrada en este estudio.

Para explicar el efecto de los péptidos se puede tomar como referencia un estudio
(Komaki et al., 2012) en el cual investigaron el efecto de células del ligamento
periodontal humanas que expresan CEMP1 durante la diferenciacion osteoblastica; en
donde se observé que CEMPL1 disminuye la expresion de marcadores osteoblasticos y
del ligamento periodontal, lo que induce la expresion de marcadores cementoblasticos

in vitro; lo cual es consistente con los datos obtenidos en nuestro estudio.

Realizaron una comparacién de la expresion a nivel proteico y de mRNA de factores
asociados a la mineralizacion, en donde observaron que el mMRNA de OPN tuvo niveles
bajos en los primeros dias y que fue aumentando, lo cual ocurre en este estudio donde
la expresion relativa de mRNA de OPN fue menor a los 5 dias de cultivo, pero a los 15
dias de cultivo hubo un efecto 1.3 veces mayor que las muestras control, mientras que
sus niveles proteicos tenian una expresion alta los primeros dias de cultivo. Se sabe
gue OPN regula la adhesion celular, la actividad de los osteoclastos y la mineralizaciéon

de la matriz extracelular.
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En cuanto a BSP y COL | los niveles de expresion de mRNA fueron mayores los
primeros dias de cultivo y fueron disminuyendo con los dias. (54) Sin embargo, en este
estudio se demostro que ambos péptidos inducen una disminucion en la expresion de
MRNA de BSP de las huPDLCs. Esto puede deberse a la presencia del péptido de
CEMP1 y a que se sabe que BSP es un marcador de diferenciacion de osteoblastos y
osteoclastos en estados tardios; en cuanto a COL | los resultados fueron similares a los
reportados por Komaki et al. Esto indica que los péptidos, promueve su expresion en
los primeros dias de cultivo debido a que es necesario para iniciar la formacion de la

matriz mineralizante.

En el mismo estudio se reporté que las células del ligamento periodontal forman dos
colonias, una positiva a ALP y otra negativa a ALP en los ensayos de cultivo; en donde
las células del ligamento periodontal positivas a ALP expresan niveles altos de genes
asociados a la diferenciacion oste-cementoblastica, formando subpoblaciones celulares
(55); esto puede ser debido a que las poblaciones de células derivadas del ligamento
periodontal son heterogéneas, y se ha encontrado que consisten en dos linajes
principales: el linaje fibroblastico y un linaje de células formadoras de tejido
mineralizado, el cual comprende un subconjunto osteoblastico y otro cementoblastico.
(56)

Este dato es relevante ya que es consistente con los resultados obtenidos en este
estudio; donde se observd que los dos péptidos provocaron un efecto altamente
estimulante en fases tempranas de la mineralizacion al incrementar 7 veces la
expresion relativa de mRNA de la fosfatasa alcalina en comparacion con las muestras
control; pero la expresion a los 15 dias de cultivo disminuyd, esto debido al recambio
de matriz extracelular ya que las muestras experimentales tuvieron un efecto 1.1 veces

menor en comparacion con las muestras control.

Esto puede deberse a que la fosfatasa alcalina es altamente expresada en células del
ligamento periodontal donde desempefia un papel en el metabolismo del fosfato, de
forma particular participa en la formacién del cemento acelular en etapas tempranas del
cultivo. (57)



UTILIZACION DE PEPTIDOS DERIVADOS DEL CEMENTO RADICULAR EN LA DIFERENCIACION DE CELULAS DEL LIGAMENTO
PERIODONTAL IN VITRO.

Estos datos son apoyados por diversos estudios realizados por en Carmona-Rodriguez
et al. en donde la transfeccion de CEMP1 en fibroblastos gingivales humanos y en
células del ligamento periodontal induce el incremento de marcadores especificos del
cemento, por lo que también se vieron afectados y disminuyeron los niveles de

expresion de RUNX2 y OCN, que son marcadores osteoblasticos. (54)

Komaki et al. observaron que CEMP1 se expresO preferentemente en células del
ligamento periodontal positivos a ALP, pero la expresion de CEMP1 se redujo cuando
las células estuvieron bajo condiciones osteogénicas. Sin embargo, la sobreexpresion
de CEMP1 reguld positivamente la expresion de marcadores cementogénicos como
CEMP1 y HACD1/CAP. (55)

También es consistente con lo encontrado en otro estudio (Hoz L. et al., 2012) donde
probaron la proteina recombinante de CEMP1 en la diferenciaciéon de células del

ligamento periodontal en tres medios de cultivo distintos.

Aqui sugieren que CEMP1 tiene un rol en la diferenciacion de poblaciones de células
de ligamento periodontal humano, teniendo la capacidad de seleccionar poblaciones de
células troncales en el cultivo de huPDLCs, lo que provee un reservorio unico de células

en funcién de diferenciar hacia distintos tipos de fenotipos. (58)

La presencia de CEMP1 en las subpoblaciones de huPDLCs, es debido a que estas
células representan precursores de cementoblastos u osteoblastos (Alvarez et al.,
2006). (58) Confirmando asi, que el uso de ambos péptidos indujo una sobreexpresion

de las proteinas CEMP1 y HACD1/CAP, marcadores cementoblasticos.

Tomando en cuenta que ambos péptidos disminuyeron la expresion de los marcadores
osteogénicos en el gRT-PCR, esto se relaciona con que hrCEMP1 inhibe la
mineralizacién en medios de induccién osteogénicos, esto puede deberse en parte a la
expresion de reguladores negativos de la mineralizacion en células del ligamento
periodontal; por ejemplo, OCN, MSX2, PLAP-1 y TWIST (Yoschizawa et al., 2004,
Komaki et al., 2007). (55) meter referencia de OCN

Una vez determinado que los marcadores osteogénicos disminuyeron, se evaluaron los

efectos de los 3 grupos experimentales en el mensajero y a nivel proteico en la
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expresion de CEMP1 como de HACD1/CAP se realiz6 qRT-PCR y ensayo de western
Blot; del qRT-PCR solo se evalud al grupo experimental 3 con ambos péptidos, mientras

gue en el ensayo con Western Blot se hizo la comparacion entre los 3 grupos control.

Los datos mas significativos se encontraron en el Western Blot, en donde lo mas
interesante fue que, los dos péptidos demostraron tener la capacidad de inducir la
expresion relativa del mensajero y ademas aumentar los niveles proteicos de CEMP1
y HACD1/CAP, también se demuestra que los péptidos en conjunto logran una sinergia
al superar los resultados obtenidos por los péptidos por si solos, en todos los tiempos

de cultivo.

En el caso de HACD1/CAP los resultados son aun mas sorprendentes, ya que la
expresion del mensajero es menor a los 5 dias comparado con el grupo control, a nivel
traduccional se induce una respuesta considerablemente mayor a los 5 dias y que
disminuye al pasar el tiempo, esto sigue siendo una expresion alta en comparacién con

las muestras control y de los péptidos por si solos.

Esto es importante ya que previamente se ha mencionado (Liu H., et al., en 1997), que
la capacidad de las células progenitoras para unirse a HACD1/CAP esta directamente
relacionada a la expresion de ALP y su capacidad para formar tejido parecido al

mineralizado en cultivo.

Por lo tanto, HACD1/CAP y ALP son marcadores para linajes hacia un fenotipo
cementoblastico en poblaciones heterogéneas de células del ligamento periodontal.
(56) Por lo que la sobreexpresion de HACD1/CAP inducida por la combinacién de los
péptidos (a nivel proteico los péptidos tuvieron una expresion 3.6 veces mayor que el
control, 2.6 veces mayor que el péptido de CEMP1-ply 3.8 veces mas que el péptido
de CAP-pl15) podria promover la induccion de las células progenitoras a formar tejido
parecido al mineralizante. Esto es consistente con lo reportado en otro estudio (Aguilar
V. en 2020) donde se formé tejido parecido al mineralizante en un modelo de
regeneracion periodontal en ratas Wistar, solo que aqui usaron una concentracion del
péptido CAP-pl5 de 20ug, donde hubo una sobreexpresion de marcadores

cementoblasticos (59).
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Se demostrd que el uso de ambos péptidos induce la expresion de factores asociados
a la diferenciacion cementoblastica; la cual es vital para el proceso de cementogeénesis;

pero ¢,como logran los péptidos inducir estas funciones y cdmo logran una sinergia?

Los dos péptidos tienen caracteristicas distintas debido a su composicion: por ejemplo,
el péptido CEMP1-pl tiene una secuencia que corresponde a 20 aminoacidos
MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN en el dominio del extremo amino terminal, se ha
reportado que esta secuencia tiene un efecto significativo en la formacion de cristales

de Hidroxiapatita.

Ademas, el péptido CEMP1-pl1 es 100% intrinsecamente desordenado, lo que le
confiere la propiedad de interactuar con los cristales minerales al promover la formacion
secuencia de uniones idnicas. Ademas, en su composicion tiene aminoacidos polares,
cargados positiva y negativamente, (péptido hidrofilico), por lo que su superficie
cargada en agua le permite una mayor interaccién con iones Ca?* y POs*, lo que

incrementa las interacciones intermoleculares en la unién péptido-mineral.

Ademas, CEMP1-pl se une a otras moléculas objetivos que completan la funcién en la
formacién de tejido mineralizado; donde demostré la regulacién de la expresién génica,
diferenciacion celular y la regeneracion de hueso in vivo al mimetizar las funciones de

la proteina nativa. (9)

También al tener en su secuencia diversos aminoacidos basicos como histidina y
arginina, podria ser considerado un péptido de penetracion celular (Cell Penetrating
Peptide, CPP); estos péptidos representan un gran avance para el transporte de
moléculas grandes que pueden ser Utiles en aplicaciones clinicas, estos son ricos en
arginina, histidina y lisina, son capaces de translocarse en las membranas y de entrar
al interior de la células. Usando endocitosis y la penetracion directa como los
mecanismos principales. Esto podria explicar como el péptido actia dentro de la célula.
(60)

Ya dentro de la célula podria desencadenar vias de sefializacion como la de las MAP
cinasas, tal cual lo hace la proteina recombinante; por ejemplo, Romo et al. en 2016
reportaron que hrCEMP1 es una lectina de tipo C, donde los sitios de union a

carbohidratos en hrCEMP1 reconocen las cadenas de manopiranosido. Esto es
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relevante ya que la unién de una lectina con glucoconjugados a lo largo de la superficie
celular, lo que lleva a la formacion de una dimerizacion u oligomerizacién inducida por
ligando, esto activa los receptores celulares y por lo tanto a la transduccion de sefiales.
(32)

Este efecto es el que se report6 en otro estudio donde hrCEMP1 induce la fosforilacion
y translocacion de las cinasas JNK y p38, que son responsables de vias de sefalizacién
celular relacionadas con la proliferacion y diferenciacion de cementoblastos in vitro, esto
debido a la interaccion de esta proteina con un receptor en la membrana celular por

una interaccion lectina-carbohidratos. (61; 32)

Se ha demostrado que la activacion de las MAP cinasas estd involucrada en la
diferenciacion de células osteoblasticas, asi como de células cementoblasticas,
ademas de que media la estimulacion de ALP. La proteina hrCEMP1 promueve la
translocacion de p38 al nucleo y la activacion de c-JUN componente del factor de
transcripcion AP-1, el cual estd involucrado con la diferenciacion y el proceso de
proliferacion de las células cementoblasticas. Aqui puede estar la clave de la
diferenciacion, ya que si el péptido CEMP1-p1 conserva las propiedades de la proteina
nativa, este podria ser el mecanismo por el cual induzca la diferenciacion

cementoblastica. (61)

Esto mismo es reportado en un estudio de Perez S. de 2015, en donde determinaron
que el péptido CEMp1-pl conserva las vias de sefializacién que normalmente utilizan
las células hPDLCs y preserva los tiempos en los que se llevan a cabo. Por tal motivo

participa aumentando los procesos de proliferacion e inicios de diferenciacién. (11)

El péptido CAP-pl15 proviene de la proteina nativa de 140 aminoécidos, la cual
mediante un splicing alernativo de la porcion C-terminal sustituye el sitio de actividad
de la proteina HACD1 con la secuencia (VSFPSCCFSIAVIFM). Por lo que se propuso
gue la modificacién genera un cambio en la funcion de la proteina, lo que hace Unica

esta region.

En su secuencia presenta aminoacidos como valina, fenilalanina, prolina, isoleucina,
alanina y metionina que le confieren un comportamiento hidrofébico al estar en contacto

con soluciones acuosas, el péptido adquiere una carga negativa al encontrarse en una
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disolucién a un pH fisiol6gico (pH~7.4) debido a un proceso de desprotonacion; esta
carga le permitira interactuar con cationes divalentes como el calcio (Ca*?), un elemento

imprescindible en el proceso de biomineralizacion.

Como se observé en los resultados, el péptido de CAP-p15 promovio la expresion de
la proteina HACD1/CAP en las células del ligamento periodontal. Esto esta relacionado
con lo mencionado por Komaki M. et al. en el 2000, donde menciona que la adherencia
a las superficies que contienen HACD1/CAP produce diversos eventos de sefalizacion
clasicos, desencadenados por otras proteinas de adhesion; entre estos incluyen la

fosforilacion de la tirosina de FAK y otras moléculas de sefializacion.

ERK2 y ERK1 son miembros relevantes de la via de sefializacion de las MAP cinasas,
la cual esta involucrada en procesos de proliferacion y diferenciacion; en este caso la
MAP cinasa 2 reguladora de sefial extracelular (p42ERX2, ERK-2) es también una tirosina
fosforilada. Esto indica que la adhesion a superficies de membrana que tienen
HACD1/CAP activan la via de sefializacion de las MAP cinasas, aunado a esto se
produjo una activacion tardia y sostenida (alrededor de 2-3 hrs después de la adhesion),
y duré hasta 12 hrs posteriores a la adhesion (62). Entonces, ambos péptidos al inducir
una mayor expresion de HACD1/CAP podria activar la via de las MAP cinasas y asi

generar una diferenciacion hacia un fenotipo cementoblastico.

Se sabe que las células del ligamento periodontal se unen a su matriz extracelular
(ECM) por medio de integrinas, proteinas transmembranales emparejadas que
traducen las sefiales fisicas y bioquimicas que regulan la actividad celular.

Ivanofski S. et al. en 1999 reportaron que HACD1/CAP usa un medio de adhesion a las

células periodontales via un motivo RGD, un medio de adhesién mediado por integrinas
as (subunidad de la fibronectinay y B1 (subunidad presente en muchos receptores de

matriz extracelular), lo cual ayuda a la adhesion de HACD1/CAP a las células
periodontales. (63)

Por lo que el papel de los péptidos de CAP-p15 y CEMP1-pl al promover la expresion
de HACD1/CAP, es inducir la atraccion y posterior adherencia de subpoblaciones de

células progenitoras del ligamento periodontal humano que se diferenciaran a un
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fenotipo cementoblastico a través de la unién a integrina as 1. Esto esta confirmado

por un estudio de Metzger et al. en 1998; donde compararon el efecto quimiotactico de
HACD1/CAP en dos tipos de células, en los fibroblastos gingivales humanos y en las
células derivadas del ligamento periodontal humano; aqui reportaron que HACD1/CAP
tuvo un efecto quimiotactico 3 veces mayor en las células del ligamento periodontal
humano que en los fibroblastos gingivales humanos, teniendo HACD1/CAP mejores
resultados que la fibronectina; esto indica una gran capacidad de HACD1/CAP para
atraer las células del ligamento periodontal el cual representa un camino natural por el
cual los progenitores cementoblasticos son atraidos a la superficie radicular durante la

regeneracion. (64)

Claro esta que los péptidos individualmente logran estas funciones y en conjunto las
regulan para no antagonizarse, por lo que es evidente que entre CEMP1-pl y CAP-p15

existe una sinergia.

Tomados estos datos en conjunto indican que los péptidos pueden inducir la
diferenciacion de las células derivadas del ligamento periodontal humano hacia un

fenotipo mineralizante cementoblastico.
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11. Perspectivas a Futuro

Entendiendo que el objetivo de este trabajo se enfocod en determinar que el uso en
conjunto de los péptidos de HACD1/CAP y CEMPL1, logran tener un efecto sinérgico en
la diferenciacion de células derivadas del ligamento periodontal hacia un fenotipo
cementoblastico, el enfoque fue hacia la expresion de mRNA y a nivel proteico de
marcadores asociados a fenotipos cementoblasticos y osteoblasticos.

Hay que aclarar que hace falta realizar mas experimentos para poder decir cual es el
efecto completo que produce el usar dos péptidos con caracteristicas tan importantes
enfocadas a la regeneracion periodontal. Por lo tanto, en un futuro seria adecuado
ahondar mas en las propiedades de cada péptido y como interactian entre ellos, por
ejemplo, con un disefio de un modelo de dinamica molecular que ayude a identificar los

arreglos moleculares que sufren los péptidos y su interaccion con los planos cristalinos.

Ademas, se propone realizar estudios de inmunofluoerescencia, WB, qRT-PCR en
distintas poblaciones celulares como fibroblastos gingivales humanos vy
cementoblastos, para analizar con detalle los posibles efectos de la combinacion de
ambos péptidos.

Por ejemplo, algo que seria interesante realizar seria estudios de inmunolocalizacién
de los péptidos, por ejemplo, en un estudio (Arroyo R. et al., en 2020), evaldan los
efectos de otro péptido derivado de CEMP1 (CEMP1-p4), en HOMSCs, en donde
reportan que el péptido se queda en los primeros minutos alrededor de la célula y
posteriormente se internaliza. (65) Asi podriamos hipotetizar lo que pasa con ambos

péptidos en las célula del ligamento periodontal.

Por ultimo, seria interesante el uso de una herramienta de mapeo de identificacion de
proteinas por huella peptidica (Multidimensional Protein Identification Technology,
MudPIT), el cual es un poderoso enfoque para caracterizar con detalle las proteinas.
Esto podria abrir un panorama acerca de los efectos en la célula con ambos péptidos,
no solo con proteinas asociadas a mineralizacién, sino a transduccién de sefiales,
crecimiento celular, division celular, etc. (66) Con lo cual podria ayudarnos a

comprender de mejor manera como funcionan los péptidos a nivel celular.
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12. Conclusiones

A lo largo de los afios se ha reportado algunos beneficios de usar péptidos bioactivos,
por ejemplo: al tener una cadena corta de aminoacidos pueden ser sintetizados con

mayor pureza y a menor costo.

También al ser moléculas de menor tamafo evitan el proceso de degradacion
proteolitica y eliminan o disminuyen una respuesta inflamatoria causada por el sistema
inmune. Esto hace que los péptidos bioactivos sean buenos candidatos para la
ingenieria de tejidos, al emplearlos como moléculas de sefalizacion, ya que tienen la
capacidad de influir en el comportamiento celular, dando como resultado una mejora en
la adhesion, proliferacion, migracion, diferenciacion, angiogénesis y biomineralizacion

celular.

En este estudio se observé que los dos péptidos demostraron tener funciones
inductoras importantes, ya que promovieron la expresion relativa de mRNA de factores
asociados a fases precoces del proceso de biomineralizacion como ALP y COL, asi
como de factores asociados a las fases intermedias y tardias como son BMP2, OPN y
BSPIIl. Esto prueba que los péptidos pueden inducir la diferenciacion de las células

derivadas del ligamento periodontal humano hacia un fenotipo mineralizante in vitro.

También se demostrd que los péptidos en conjunto logran una sinergia al superar los
resultados obtenidos por los péptidos por si solos, en todos los tiempos de cultivo al
inducir la expresion relativa del mensajero y aumentar los niveles proteicos de CEMP1

y HACD1/CAP de manera significativa in vitro.

Estos resultados nos sugieren que al usar ambos péptidos podriamos obtener mejores
resultados a corto plazo, se podrian acelerar los procesos de diferenciacion y de
mineralizacién, asi como obtener mejores resultados en la regeneracion en futuros
estudios in vivo. Que, por lo que se ha visto en los estudios previos con los péptidos
individuales, es posible que podamos observar mejores resultados si usamos estos

péptidos derivados del cemento radicular en conjunto.
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Aunque aun falta realizar més estudios en donde se evalien mas marcadores, se hagan
distintos ensayos, aqui se abren nuevas posibilidades de investigacion acerca del uso
a cortoy largo plazo de los péptidos CAP-p15y CEMP1-pl, en distintos microambientes
y en distintas combinaciones, pero que prometen ser importantes candidatos para la
regeneracion de tejidos.

Como diversos investigadores previamente mencionan, no hay un tratamiento eficaz
gue pueda ser usado en todos los pacientes con enfermedad periodontal, tal vez una
combinacion de diferentes tratamientos que se ajusten a cada caso en especifico podria
ser una buena opcion en un futuro, donde estos péptidos pueden ser una opcién muy
prometedora.
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