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Resumen 

 

Introducción. La cementogénesis es el proceso más importante en la regeneración periodontal, 

los mecanismos celulares y moleculares que la regulan no han sido esclarecidos a la fecha. El cemento 

radicular contiene proteínas específicas, como la proteína de adhesión del cemento radicular (CAP) que 

se ha inmunolocalizado en células paravasculares del ligamento periodontal, espacios endosteales del 

hueso alveolar y se ha reportado que favorece la diferenciación de células indiferenciadas hacia un 

fenotipo mineralizante. Los inmunosupresores son drogas usadas para evitar el rechazo de trasplante de 

órganos, los más usados son la ciclosporina A (CsA), Fk506 y el ácido micofenólico (MPA). Se ha visto 

que el Fk506 y la CsA incrementan la diferenciación osteoblástica, la CsA posiblemente estimula la 

diferenciación de células progenitoras a un fenotipo cementoblástico. Objetivo. Determinar los efectos de 

la hrCAP con CsA, FK506 o MPA durante el proceso de biomineralización. Métodos. Se evaluó la 

proliferación celular, y la expresión de los ARNm de: ALP. Col1. CAP, CEMP1, OCN, OPN, BSP, TGF-

beta y GDF5 por RT-PCR. Se realizaron ensayos para determinar la actividad específica de ALP, y la 

cuantificación del contenido mineral para evaluar la mineralización. Resultados. La CsA y el Fk506 

incrementan significativamente la proliferación con la hrCAP, el MPA inhibe la proliferación celular. La 

CsA con la hrCAP incrementa la expresión de ALP y OCN a los 3 días de cultivo, CAP y CEMP-1 a los 7 

días y TGF-beta a los 14 días de cultivo. El Fk506 con la hrCAP parece tener un efecto inhibitorio en la 

diferenciación celular. El MPA en combinación con la hrCAP incrementa la expresión de ALP y Col-1 a los 

3 días de cultivo, de CAP y TGF-beta a los 7 y CEMP-1 a los 14 días. La hrCAP con la CsA incrementa la 

actividad específica de la ALP y el depósito de Calcio en cultivo de un modo significativo. El FK506 con la 

hrCAP tiene un efecto similar, incrementa la actividad de la ALP y el depósito de calcio en cultivo con 

respecto al control a partir de los 7 días de cultivo. El MPA con la hrCAP inhibe la actividad específica de 

la ALP y el depósito de Calcio. Conclusiones. El Fk506 con la hrCAP promueve la proliferación celular y 

la mineralización de la matriz extracelular por medio del incremento de la actividad específica de la ALP y 

el depósito de calcio en cultivo de células derivadas del cementoblastoma humano. Sin embargo, inhibe 

la diferenciación celular. El MPA con la hrCAP inhibe la proliferación celular y la mineralización de la 

matriz extracelular. Contrariamente, promueve fuertemente la diferenciación celular hacia un fenotipo 

mineralizante-cementoblástico. Las células derivadas del cementoblastoma mostraron sensibilidad 

particular a la CsA con la hrCAP promoviendo los procesos biológicos de proliferación, diferenciación 

celular a un fenotipo cementoblástico y mineralización de la matriz extracelular La combinación de la CsA 

con la hrCAP pudiera ser usada como modelo para promover la formación de cemento en un sistema in 

vitro y estudiar los mecanismos celulares y moleculares de la cementogénesis y proponer la utilización de 

hrCAP+CsA como una alternativa terapéutica local para lograr la regeneración de las estructuras 

periodontales. 
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Abstract 

 

Introduction. The cementogenesis is the most important process in periodontal regeneration; however, 

the cellular and molecular mechanisms of this process have not been elucidate to date. The cementum 

contains specific proteins: the cementum attachment protein (CAP) which has been located in 

paravascular cells, endosteals spaces of alveolar bone, and favors the differentiation of stems cells 

towards a mineralizing phenotype. Immunosupressive drugs are used to avoid the rejection of organ 

transplant, the most used are cyclosporin A (CsA), Fk506 (tracolimus) and micophenolic acid (MPA). It has 

been reported that the Fk506 and CsA increase osteblastic differentiation, CsA possibly stimulates the 

differentiation of progenitors cells toward a cementoblastic phenotype. Objective. To determine the effects 

of hrCAP with CsA, Fk506 or MPA during the biomineralization process. Methods. Cellular proliferation 

was evaluated and RT-PCR for ALP, Col1. CAP, CEMP1, OCN, OPN, BSP, TGF-beta and GDF5 were 

performed for to determine cellular differentiation. Alkaline phosphatase specific activity and quantitation of 

mineral content was performed. Results. CsA and Fk506 increasing significantly cell proliferation with 

hrCAP, and MPA inhibits cell proliferation. The CsA administered with hrCAP increases RNAm expression 

of ALP and OCN at 3 days of culture, CAP and CEMP-1 increased at 7 days and TGF- beta increased at 

14 days of culture. Fk506 in combination with hrCAP seems to induce an inhibitory effect on cell 

differentiation. MPA in combination with hrCAP increases the expression of ALP and Col-1 at 3 days of 

culture, CAP and TGF- beta at 7 days and CEMP-1 at 14 days of culture. CsA with hrCAP increased the 

ALP specific activity and the deposition of calcium in culture. Fk506 with hrCAP has a similar effect, 

increases ALP activity and deposition of calcium in culture when compared to control after 7 days of 

culture, and MPA inhibits specific activity of ALP and deposit of calcium. Conclusions. The Fk506 with 

hrCAP promotes cell proliferation and extracellular matrix mineralization through the increase of ALP 

specific activity and the deposit of calcium in cell culture derived from human cementoblastoma. However, 

inhibits cell differentiation. MPA with hrCAP inhibits cell proliferation and extracellular matrix 

mineralization. In contrast, strongly promotes cell differentiation towards a cementoblastic phenotype. 

Cells derived from cementoblastoma showed particular sensitivity to CsA with hrCAP promoting biological 

processes of proliferation, cell differentiation to a cementoblastic phenotype and mineralization of the 

extracellular matrix. The combined of CsA with hrCAP could be used as a model to promote training 

cement in a system in vitro and study the cellular and molecular mechanisms of cementogenesis and 

propose the use of hrCAP + CsA treatment option for achieving local regeneration of the periodontal 

structures. 
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CAPITULO I 

Cemento Radicular. 

El cemento radicular es un tejido conectivo mineralizado no uniforme que rodea la raíz dentaria 

desde la unión amelocementaria hasta el ápice. Este tejido es uno de los componentes más importantes 

del aparato de unión porque es el sitio en el cual las fibras del ligamento periodontal se insertan en el 

diente. 

 

Desarrollo del cemento radicular. 

La formación del periodonto se inicia con la formación de la raíz precedida por la formación de la 

corona dental. El mesénquima apical continúa proliferando para formar el periodonto, mientras el epitelio 

interno y externo se fusionan a nivel cervical formando una vaina epitelial llamada vaina epitelial de 

Hertwig. Las células de la vaina epitelial de Hertwig proliferan y migran hacia apical a través de los tejidos 

ectomesenquimatosos dentales, donde se dividen en la papila y el folículo dental. Las células de la vaina 

epitelial de Hertwig migran de la raíz a la región del futuro ligamento periodontal donde se reasocian para 

formar los restos epiteliales de Malassez. No todas las células de la vaina epitelial de Hertwig migran al 

sitio del ligamento periodontal, algunas entran en apoptosis y algunas mas permanecen en la superficie 

radicular (Kanenko et al. 1999). 

A pesar de que se ha aceptado que la vaina epitelial de Hertwig juega un papel importante en el 

desarrollo de la raíz dental, la naturaleza precisa de su papel sigue siendo controversial. Algunos 

investigadores sugieren que el papel de la vaina epitelial de Hertwig es inducir la diferenciación de 

odontoblástos para formar la raíz dentaria (Owens et al. 1978, 1980., Selving et al. 1963, Ten Cate 1978, 

Thomas 1995) o inducir la diferenciación de las células del saco dental hacia cementoblastos (Orban 

1952). 

Las investigaciones actuales postulan que la vaina epitelial de Hertwig produce una membrana 

basal que contiene proteínas quimiotácticas que sirven para la migración de las células 

precementoblásticas (Mac Neil et al. 1993., Owens 1978., Slavkin et al. 1989., Thomas 1995., Rincón et 

al. 2006) e inducen la diferenciación hacia cementoblastos (Paynter et al.1958., Slavkin et al. 1976., 

Slavkin 1988). 

En el segundo estadio de la cementogénesis (cuando la raíz alcanza la oclusión y el cemento 

celular se ha formado), la proliferación de las células de la vaina epitelial de Hertwig se reduce 

considerablemente y algunas de ellas quedan atrapadas en la formación del mineral. También se ha 

sugerido que las células de la vaina epitelial de Hertwig experimentan una trasformación epitelio-

mesenquimal para convertirse en un cementoblasto funcional encargado de producir cemento acelular 

(Thomas 1995., Zeichner et al. 2003). 
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Se ha postulado que existen diferentes tipos de cementoblastos: los originados de la vaina 

epitelial de Hertwig vía transformación epitelio-mesenquimal, y los derivados del folículo dental que 

forman el cemento celular (Arzate et al. 1996., Bosshardt et al. 2005., Kagayama et al. 1998, Thomas 

1995., Zeichner et al. 2003). También que las células progenitoras del ligamento periodontal (LP), 

osteoblastos y cementoblastos, adoptan una localización paravascular en el ligamento periodontal (figura 

1), estas células exhiben algunas características de células troncales y pueden regenerar tejido funcional 

(McCulloch et al. 1995, 2000., Melcher 1976, 1985., Pitaru et al. 1994). 

 

Figura 1. Esquema de corte trasversal de un molar de ratón y periodonto. Se observa la conexión 

anatómica entre los espacios endosteales y el LP, esta puede ser la ruta de migración de las células osteogénicas 

del LP. (Adaptado de McCulloch et al. 1995) 

 

Clasificación del cemento radicular. 

Actualmente el cemento radicular se clasifica según la presencia o ausencia de células y la 

organización de fibras colágenas (Schoroeder 1993): 

1. Cemento afibrilar y acelular (AAC). Localizado en la unión dentina esmalte, esta estructura 

consiste de una matriz homogénea sin componentes celulares ni fibras de colágenas. 

2. Cemento celular con fibras intrínsecas (CIFC). Cubre la parte apical e interradicular de las 

superficies radiculares donde los cementocitos están presentes a lo largo de estas zonas junto 

con las fibras colágenas intrínsecas. Está localizado en lagunas de resorción y sitios de fractura, 

por lo que podría estar involucrado en la reparación del cemento radicular. 

3. Cemento acelular con fibras intrínsecas (AIFC). Similar al anterior. Ocupa zonas apicales e 

interradiculares, solo que no contiene células. 
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Composición del cemento radicular. 

Histológicamente el cemento es muy parecido al hueso y a la dentina, sin embargo, este tejido 

cuenta con características específicas que lo hacen diferente, como la ausencia de irrigación sanguínea 

directa, no tiene drenaje linfático, carece de inervación y posee bajo recambio metabólico. 

El cemento está constituido por una matriz inorgánica de la cual aproximadamente 50 % es 

hidroxiapatita, y una matriz orgánica compuesta predominantemente por colágena tipo I y III (Birkedal-

Hansen et al. 1977). Esta matriz orgánica también contiene una variedad de proteínas no colágenas que 

estimulan la migración, adhesión y proliferación celular, la síntesis proteica y la mineralización durante la 

formación de la raíz, (D´Errico et al. 1997., MacNeil et al. 1996., Matsuura et al 1995) como: la 

sialoproteína ósea (BSP), osteopontina (OPN), tenascina, laminina, fibronectina, osteonectina, 

osteocalcina (OCN), glucosaminoglucanos y proteoglucanos (condroitin sulfato 4, 6 y dermatan sulfato) 

(MacNeil & Thomas 1993., MacNeil et al. 1996.; Bronckers et al. 1994., D´Errico et al. 1997.; Kagayama 

et al. 1997) así como proteínas específicas de este tejido; la proteína de cemento (CEMP1) (Arzate et al. 

2002) y la proteína de adhesión del cemento radicular (CAP) (Wu et al. 1996., Saito et al. 2001., Arzate et 

al. 1992a). 

 

Participación de proteínas colágenas y no colágenas en la biomineralización en el cemento 

radicular. 

La colágena tipo I es la proteína mas abundante en la matriz orgánica, representa cerca del 90% 

del total de las proteínas del cemento radicular. Se ha descrito que los cristales minerales se forman 

inicialmente en los espacios de los agujeros presentes entre las fibras de colágena (Weiner 1986). Estas 

fibras de colágena proporcionan una estructura que funciona como andamio sobre el que se relacionan 

otras proteínas, las cuales cumplen diversas funciones. Algunas de ellas actúan como proteínas que 

favorecen la nucleación; que constituye el proceso por medio del cual, un número de moléculas se van 

agregando o depositando hasta formar núcleos de crecimiento mineral, a estos núcleos se siguen 

agregando más moléculas hasta formar una nueva fase. La nucleación puede ser homogénea si ocurre 

sin la participación de elementos externos como la biomineralización de la dentina, y heterogénea si 

existe participación de elementos externos (Bonucci 1992). La nucleación en el proceso de 

biomineralización del cemento radicular es una nucleación heterogénea. 
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La proteína más conocida y estudiada como nucleadora es la sialoproteína ósea (BSP), es una 

glicoproteína altamente fosforilada de 45-70 KDa con altos niveles de ácido glutámico (Cowles 1998). 

Diversos estudios han relacionado esta proteína con los procesos de mineralización (Hunter 1994) y de 

ser la responsable de la formación de tejido mineralizado en zonas ectópicas, fracturas y en procesos de 

mineralización anormal. La BSP contiene un motivo RGD (arginina-glicina-ácido aspártico), por lo que 

esta proteína se asocia a la adhesión celular y contribuye al inicio de la formación de tejido mineralizado 

sobre la superficie radicular (Somerman et al. 1991), además de activar vías de señalización celular a 

través de la activación de integrinas (Ganss 1999). 

En contraste con las proteínas nucleadoras encontramos a las proteínas moduladoras, las 

cuales se encargan de modular el crecimiento, tamaño y forma de los cristales de hidroxiapatita. Las 

principales proteínas relacionadas con este proceso son la osteocalcina (OCN) y la osteopontina (OPN). 

La OCN es una proteína pequeña de 5.8 KDa, que presenta 2 ó 3 residuos de ácido glutámico que han 

sido -carboxilados por una enzima específica (-carboxilasa) la cual requiere de la vitamina K como 

cofactor (Suttie 1985). Estos residuos de ácido glutámico modificados (residuos gla) le confieren a la 

proteína una alta afinidad por iones minerales como el Ca2+ y cristales de hidroxiapatita (Ducy 1996). La 

osteocalcina también participa en la formación de cemento radicular de tipo celular y acelular (Bronkers et 

al. 1994., Kagayama et al. 1997). Tenorio et al. (1993) reportaron la presencia de OCN en el AEFC, pero 

no en asociación con cementoblastos. 

Por otro lado, la OPN es una proteína altamente fosforilada y se caracteriza por la presencia de 

polisecuencias de ácido aspártico. Esta es una proteína que es expresada por células de varios tejidos, 

dentro de los cuales tenemos hueso, dentina, cemento, cartílago hipertrófico, riñón, cerebro, algunas 

glándulas y tejido vascular (Patarca 1993., Giachelli 1995., Butler 1996., Rittling 1999). Además la OPN 

modula e inhibe el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita, ha demostrado promover la migración y 

la adhesión de células progenitoras del ligamento periodontal (PDL) durante la formación del cemento 

radicular (Mac Neil 1995., Hunter 1994). 

Otra proteína de suma importancia en el proceso de biomineralización es la fosfatasa alcalina 

(ALP). Esta es una proteína glicosilada con actividad de enzima, localizada en la porción externa de la 

membrana citoplasmática (Low 1989) y también se encuentra en las vesículas de matriz, las cuales son 

organelos producidos por las células mineralizantes y están localizadas en la matriz extracelular, estas 

estructuras contribuyen a la mineralización de la matriz extracelular formando fosfatos de calcio amorfos y 

cristales de hidroxiapatita (Sela 1992). La ALP es también la responsable de regular las concentraciones 

extracelulares de fosfatos, desfosforilando diversas moléculas. La actividad de esta enzima se incrementa 

cuando comienza la mineralización de la matriz extracelular, por lo que es un indicador temprano de la 

biomineralización (Whyte 1989). 

Durante el proceso de biomineralización es necesario que las células interaccionen con su 

sustrato por medio de integrinas, estas son proteínas que actúan como receptores de membrana 

formando heterodímeros consistentes de una cadena  y una cadena  al ser proteínas 
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transmembranales poseen una porción citoplasmática unida al citoesqueleto. Estas proteínas favorecen 

la organización del citoesqueleto además de activar diversos procesos celulares, como la proliferación y 

la diferenciación. Esta interacción célula-sustrato propicia la expresión de numerosas moléculas por parte 

de las mismas células y de células del sistema inmune como el factor de crecimiento fibroblástico (FGF), 

factor de crecimiento transformante  (TGF-), factor de crecimiento tipo insulínico (IGF-I ó II), proteínas 

morfogenéticas del hueso (BMP´s), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de 

crecimiento y diferenciación 5 (GDF-5) y citocinas entre otras, que se sabe estimulan la proliferación, 

(Gehron 1992) y diferenciación celular. La interacción de las célula con su sustrato también propicia a que 

expresen otras proteínas que favorecen la formación de la matriz extracelular, así como el desarrollo del 

sistema de inserción del periodonto donde las células pluripotenciales del folículo dental se diferencian en 

osteoblastos, cementoblastos o fibroblastos periodontales (Sena et al. 2003). 

Durante este proceso de proliferación las células condicionan el sustrato modificándolo con las 

proteínas adecuadas para establecer las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (Gehron 

1992). Durante el proceso proliferativo, las células secretan activamente proteínas, componentes de la 

matriz extracelular como lo son: la colágena tipo I, fibronectina y trombospondina las cuales participan en 

la adhesión celular. Los proteoglicanos como la decorina y el biglicano crean un microambiente favorable 

para que se lleve a cabo la mineralización de la matriz extracelular (Boyan 2001). En el cemento radicular 

de bovino en zonas cercanas al precemento y alrededor de lagunas donde se encuentran inmersos los 

cementocitos se han inmunoidentificado los proteoglicanos lumicano y fibroglicano (Cheng et al. 1996). La 

fibromodulina se ha encontrado en forma abundante en el ligamento periodontal durante el desarrollo del 

cemento; específicamente sobre la interfase del cemento y el ligamento periodontal. Por lo que se 

considera que puede tener un papel importante en la formación y mantenimiento de las fibras de Sharpey, 

además de regular la mineralización durante la cementogénesis (Matias et al. 2003). Los cementoblastos 

secretan diversos glucosaminoglucanos como el condroitin sultato 4, 6 y el dermatan sulfato presentes el 

la unión cemento-dentina (Ho et al. 2005., Yamamoto et al. 2004) 

Posteriormente, la proliferación celular disminuye, se da una disminución en la expresión de la colágena y 

comienza un incremento en la expresión y actividad de la fosfatasa alcalina, la cual actúa regulando las 

concentraciones de fosfato. En esta etapa se da un reordenamiento o modificación de la matriz 

extracelular eliminando o adicionando proteínas a ella (Gehron 1992). Las proteínas más estudiadas en 

esta etapa del proceso son la BSP, OPN y OCN. No se sabe con certeza el momento exacto donde 

comienzan a actuar, pero se ha observado que la BSP se presenta en etapas mas tempranas de la 

biomineralización y en zonas de formación ósea de novo, mientras que la OCN, se presenta en etapas 

más tardías. 
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Estrategias para la reparación y la regeneración periodontal. 

La enfermedad periodontal es una enfermedad crónica infecciosa que afecta los tejidos de 

soporte de los dientes, el periodonto. Resulta de una infección crónica provocada por bacterias que se 

localizan en las superficies dental y radicular. Como resultado de su presencia, el hospedador, intentando 

eliminarlas, desarrolla una respuesta inflamatoria e inmune que es la causa de la destrucción de los 

tejidos. La respuesta del hospedador no es sólo resultado de la presencia de las bacterias sino también 

de sus productos como endotoxinas. (Newman 2003) 

Para la regeneración periodontal se requieren de respuestas coordinadas de los diversos tipos 

celulares que comprenden el periodonto. Sin embargo, las funciones precisas en la regulación de la 

formación de tejidos mineralizados como el hueso alveolar y el cemento radicular, así como tejidos 

conectivos fibrosos como la encía y el ligamento periodontal, que conducen a dicha regeneración no han 

sido esclarecidas a la fecha. 

La regeneración periodontal involucra diversos procesos biológicos tales como proliferación, 

migración, adhesión, selección y diferenciación de las células progenitoras (Christner et al. 1997). Para 

que la regeneración periodontal se lleve a cabo, estos procesos deben estar coordinados en una 

secuencia espacial y temporal concertada para cada uno de estos tejidos. 

Durante los años 50´s y 60´s la terapia periodontal estaba enfocada a la terapia quirúrgica 

resectiva con o sin injerto óseo, en la meta de disminuir la profundidad de la bolsa periodontal. 

Recientemente las investigaciones se han centrado en las terapias reconstructivas y regenerativas. 

Los estudios de casos y ensayos clínicos, han proporcionado evidencia de que la regeneración 

periodontal se puede alcanzar, es decir la formación de hueso y cemento nuevo, así como del ligamento 

periodontal. Sin embargo, los resultados de las terapias regeneradoras hasta ahora desarrolladas aunque 

han tenido resultados positivos, son decepcionantes al considerar el grado de la regeneración y por el 

hecho de no ser predecibles (Ivanovski et al. 2001; Okuda et al. 2003; Zeichner 2006) 

En dichos estudios clínicos, se han utilizado diversos biomateriales para inducir la regeneración 

ósea investigando su capacidad de estimular la formación de hueso nuevo. Estos materiales pueden 

clasificarse de la siguiente forma: 

 Materiales aloplásticos, que son materiales sintéticos. 

 Autoinjertos, que son injertos de tejido de un sitio a otro del mismo individuo 

 Aloinjertos, que son injertos de tejido entre individuos de la misma especie, pero 

diferente composición genética. 

 Xenoinjertos, que consisten en injertos entre diferentes especies. 
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Aunque el uso de estos biomateriales han dado algunos resultados clínicos positivos y evidencia 

radiográfica de una regeneración ósea, los exámenes histológicos revelan que estos materiales tienen 

poca capacidad osteoinductiva y generalmente promueven la formación de tejido conectivo denso fibroso 

(Garraway et al. 1998). 

En otro acercamiento para inducir la regeneración periodontal, se ha aplicado localmente en la 

superficie radicular factores de crecimiento para facilitar los eventos de la cascada de cicatrización, 

permitiendo la formación de cemento nuevo y tejido conectivo. 

Se piensa que los factores de crecimiento juegan un papel importante modulando la 

proliferación, la migración y la diferenciación celular en el periodonto (Gao et al. 1998., Helder et al. 1998., 

Ivanovski et al. 2001., Plemons et al. 1996., Shroff et al. 1996). Se ha sugerido que estas moléculas son 

producidas durante la formación del cemento y permanecen en la matriz del cemento maduro con el 

potencial de inducir la reparación o regeneración periodontal cuando es necesario (Somerman et al. 

1987). 

La producción de factores de crecimiento recombinantes han facilitado los estudios in vitro e in 

vivo para determinar la eficacia de estas moléculas en la regeneración periodontal. 

Entre los factores de crecimiento actualmente utilizados están: el factor de crecimiento derivado 

de plaquetas (PDGF) (Cho et al. 1995., Giannobile et al. 1994., Howell et al. 1997., Lynch et al. 1991., 

Park et al. 1995., Rutherford et al. 1992) y el factor de crecimiento tipo insulínico I (IGF-I) que han 

demostrado de un modo sinergístico regenerar las estructuras periodontales en perros y monos (lynch et 

al. 1991., Rutherford et al. 1993). 

Sin embargo, el problema en la aplicación de estos factores de crecimiento es el hecho de que 

algunos factores no tienen actividad específica en diversos linajes celulares en un tiempo y espacio 

determinado, asi como la rápida perdida del potencial de acción cuando son aplicados localmente y 

además se requieren concentraciones elevadas de los factores de crecimiento para obtener los 

resultados deseados (Beersten et al. 1997., Lynch et al. 1991). 

Una alternativa para el uso de factores de crecimiento recombinantes es el uso de plaquetas en 

gel en combinación con un aloinjerto (Anitúa et al. 1999., D´Obarrio 2000). La limitante de esta terapia es 

que el uso tópico de las proteínas en los defectos óseos, provocando una biodisponibilidad transitoria de 

los factores de crecimiento en el sitio de la herida. 

Otro grupo de factores de crecimiento que han demostrado tener un alto potencial para estimular 

la regeneración de hueso y cemento, son las proteínas morfogenéticas de hueso (BMPs) (King et al. 

1998., Ripamonti et al. 1997., Rutherford et al. 1993., Nakashima et al. 2003). Algunos de los miembros 

de esta familia se expresan normalmente durante el desarrollo del periodonto como la BMP-3 y la BMP-7, 

y se han inmunolocalizado en el hueso alveolar, cemento y ligamento periodontal. La BMP-2 ha sido 

localizada sólo en el hueso alveolar (Thesleff 2003., Yamashiro et al. 2003). Aunque el papel exacto de 

las BMPs en el desarrollo periodontal no ha sido determinado aún. Kobayashi et al. (1999) realizaron un 

estudio en el que determinaron que la BMP-2 recombinante no tiene efectos sobre el crecimiento y 

Neevia docConverter 5.1



diferenciación de las células del ligamento periodontal humano in vitro; aunque estimula la actividad de la 

ALP, marcador temprano de la diferenciación osteoblástica, pero no estimula su maduración ya que 

inhibe la expresión de la osteocalcina y la síntesis de la vitamina D3. Paradójicamente, se ha encontrado 

que la BMP-2 inhibe la mineralización in vitro de los cementoblastos disminuyendo la expresión de BSP y 

colágena tipo I (Zhao et al. 2003). Recientemente, se ha visto que la aplicación de un polipéptido sintético 

de la BMP-6 en un defecto periodontal en rata incrementa la formación de hueso y cemento nuevo 

(Huang et al. 2005). 

Quizás el uso de otros miembros de la familia de las BMP´s, tales como los factores de 

crecimiento y diferenciación 5, 6 y 7 (GDF-5, 6, 7) pudieran proporcionar mejores y mas completos 

resultados en la regeneración periodontal. Estos factores se han detectado durante el desarrollo 

periodontal, en la superficie del hueso alveolar, cemento y en las fibras del ligamento periodontal (Slavkin 

et al. 1974) 

Dentro de las limitaciones de usar BMPs están; la necesidad de usar altas dosis, que no tienen 

actividad específica en los diversos linajes celulares en un tiempo y espacio específico y la pérdida rápida 

de su potencial de acción al ser aplicados tópicamente (Beersten et al. 1997., Lynch et al. 1991). 

Algunos de estos problemas se pueden superar con el uso de la tecnología de la transferencia 

de genes (ingeniería de tejidos). Asi, Jin et al. (2003), usando un adenovirus que contenía el gen de la 

BMP-7, que fue traducido en fibroblastos de la dermis. La BMP-7 se purificó y la proteína se utilizó para 

tratar un defecto óseo mandibular en rata. Los resultados mostraron que induce la condrogénesis, con la 

subsiguiente osteogénesis y cementogénesis, sugiriendo que la ingeniería genética puede ser utilizada 

con éxito en la regeneración del hueso alveolar. Recientes estudios concluyen que a pesar de la 

promesas para conducir un meta-análisis en el efecto de los factores de crecimiento para la regeneración 

periodontal, los datos obtenidos hasta el momento son insuficientes y son necesarios mas ensayos 

clínicos (Giannobile et al. 2003., Zeichner 2006). 

El uso de factores de crecimiento se ha extendido utilizando construcciones con matriz libre de 

células en la superficie radicular con el objetivo de promover la repoblación celular y aumentar la 

regeneración, las proteínas de matriz del esmalte son un ejemplo de esto. Esta matriz ha sido 

comercializada bajo el nombre de EMDOGAIN®. Existe evidencia de que esta matriz del esmalte puede 

asistir en la regeneración de tejidos periodontales (Hammartrom et al. 1997., Wilson, 1999) ya que se han 

encontrado proteínas del esmalte en el cemento celular (Lindskog et al. 1982., Slavkin et al. 1976, 1989., 

Owens 1978). Se ha postulado que los derivados de la matriz del esmalte actúan como factores que 

estimulan la síntesis de matriz extracelular creando un ambiente propicio para la proliferación y 

diferenciación celular (Lysaght et al. 1998., Haase et al. 2001), induciendo la formación de cemento, 

hueso y dentina (Gestrelius et al. 2000., Greenstein 2000., Heard et al. 2000., Melcher 1985). Sin 

embargo, en muchos estudios los resultados obtenidos no son mejores a los obtenidos con los 

tratamientos previamente establecidos (Sculean et al. 2000, 2005). Los estudios histológicos revelaron 

que el tratamiento con EMDOGAIN® es impredecible, dando como resultado la formación de cemento 
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celular pero no de cemento acelular. El cemento celular se une parcialmente a la superficie radicular, 

similar al cemento formado en la regeneración tisular guiada. 

La regeneración tisular guiada hace uso de membranas o andamios como barrera para dirigir los 

componentes celulares y guiar la regeneración, excluye la migración apical de células epiteliales 

gingivales y proporciona un espacio aislado para la migración de los precursores de los osteoblastos y 

cementoblastos periodontales. Esta terapia periodontal se basa en el fundamento científico de que en el 

ligamento periodontal se encuentran las células progenitoras requeridas para la regeneración periodontal 

(osteoblastos, cemetoblastos, fibroblastos peridontales y gingivales) (Gottlow et al. 1986., Karting et al. 

1993., Nyman et al. 1982). Sin embargo, se ha cuestionado si esta terapia produce una verdadera 

regeneración del cemento o solamente una reparación cementoide. El cemento formado de novo se 

caracteriza por un cemento celular que generalmente tiene poca adhesión a la superficie del esmalte 

dental (Kostopoulos et al. 2004). 

Al parecer, la combinación de varias técnicas pueden ofrecer mejores resultados a través de la 

selección apropiada de células preparadas, en combinación con un biomaterial, con una mezcla de 

moléculas señaladoras y componentes extracelulares de matriz para permitir la proliferación y 

especialización de las células. 

Las investigaciones mas recientes se han enfocado al desarrollo de la ingeniería genética y el 

uso de células progenitoras para entender los mecanismos bioquímicos y moleculares que se llevan a 

cabo en la formación del periodonto, así como conocer las vías metabólicas que controlan estos 

mecanismos para lograr la regeneración periodontal. (McCulloch 1993., Grzesik & Narayanan 2000., 

Ivanovski et al. 2006., Bartold et al. 2006). 

 Para resolver estas interrogantes es necesario identificar, aislar y caracterizar poblaciones 

celulares que expresen el fenotipo del cemento radicular. Sin embargo, la población celular del ligamento 

periodontal es muy heterogénea, con linajes osteoblástico, cementoblástico y fibroblástico, lo que nos 

impide aislar una población puramente cementoblástica (Mina et al. 1987).  

 Se ha aislado y caracterizado parcialmente una línea celular a partir de un cementoblastoma 

humano que parece ser homogénea y clonal y que expresa el fenotipo del cemento celular humano. La 

naturaleza y propiedades estructurales del tejido mineral depositado por estas células son diferentes del 

tejido mineralizado depositado por células derivadas de hueso alveolar, por lo que estas células pueden 

ser consideradas como cementoblastos putativos (Slavkin et al. 1989., Somerman et al. 1990., Arzate et 

al. 1998, 2000). Las células derivadas del cementoblastoma humano nos ofrecen una oportunidad única 

para delucidar como los procesos moleculares de la cementogénesis son regulados in vitro. 

 Esta línea celular ha mostrado producir la proteína de cemento (CEMP-1), que promueve la 

mitogenicidad e induce la actividad específica de ALP en células del ligamento periodontal humano in 

vitro (Alvarez-Pérez et al. 2003) y la proteína de adhesión del cemento radicular (CAP). 
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A la fecha la CEMP-1 y la CAP han sido las únicas moléculas identificadas específicas del cemento 

radicular (Arzate et al. 1992, 1994, 1996., Alvarez-Pérez et al. 2006), ambas capaces de identificar 

poblaciones cementoblásticas putativas tanto in vitro como in vivo. (Arzate et al. 2002). 

 

Participación de la CAP en la regeneración del cemento radicular 

La proteína de adhesión del cemento radicular (CAP) (Saito et al. 2001., Arzate et al. 1992a) ha 

sido aislada de extractos de cemento maduro, se ha purificado y caracterizado parcialmente (Wu et al. 

1996., Mc Allister et al. 1990), tiene un Mr de 54-57000 Da, con una secuencia de aminoácidos que 

presenta cierta homología con la colágena tipo I y XII. Sin embargo, no se ha encontrado reacción 

cruzada en inmunotrasferencias entre la CAP y estas colágenas, así como tampoco con otras moléculas 

de adhesión (Wu et al. 1996). Se ha inmunolocalizado en la matriz del cemento radicular humano, en 

células paravasculares del ligamento periodontal y en espacios endosteales del hueso alveolar (Arzate et 

al. 1992). Donde se sugiere se encuentran las células progenitoras del ligamento periodontal, así como 

en cementoblastos putativos in vitro (Arzate et al. 1998, 2000) e in vivo (BarKana et al. 2000). La CAP ha 

mostrado promover la migración y la adhesión de células del ligamento periodontal y del hueso alveolar a 

la superficie radicular mas que los fibroblastos gingivales (Metzger 1998.; Olson et al. 1991., Pitaru 1995). 

Además la CAP induce la expresión de fosfatasa alcalina (ALP) y favorece la diferenciación de células 

mesenquimatosas indiferenciadas hacia un fenotipo mineralizante (Arzate et al. 1996). Tiene una alta 

afinidad por la fibronectina, hidroxiapatita, dentina y cemento radicular, esto probablemente a que tiene un 

motivo RGD en su secuencia (Pitaru et al. 1993., Mc Allister et al. 1990., Arzate et al. 1992). Sirve como 

marcador para identificar a las células progenitoras de los cementoblastos en el ligamento periodontal 

adulto humano (Bar-Kana et al. 1998., Liu et al. 1997) y afecta la diferenciación de estos progenitores in 

vitro (Saito et al. 2001). 

Arzate et al. (1992) purificaron la CAP por cromatografía de inmunoafinidad con un anticuerpo 

policlonal anti-CAP acoplado a una columna de sefarosa. El anticuerpo fue producido a partir de la CAP 

obtenida del medio condicionante de los cementoblastos aislados de explantes de un cementoblastoma 

humano. Demostraron que la CAP promueve una mayor adhesión de fibroblastos gingivales humanos in 

vitro en comparación con la colágena tipo I. 

 

 

 

Saito et al. (2001) generaron un anticuerpo monclonal anti-CAP, denominado 3G9, con lo que se 

logró aislar la CAP de gérmenes dentarios de bovino. Esta proteína fue inmunolocalizada sobre la matriz 

del cemento radicular y en los cementoblastos. Los ensayos de adhesión in vitro realizados en este 

estudio, demostraron que esta proteína promueve la adhesión de células del folículo dental. 
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En lo que se refiere a los eventos de señalización intracelular inducidos por la CAP durante la 

adhesión celular, se sabe que estimula la actividad de la MAP cinasa induciendo la expresión de fos en 

fibroblastos gingivales humanos. Aunque se desconoce el receptor de la CAP que desencadena dichos 

eventos celulares (Saito et al. 1999). Por las funciones biológicas que ha mostrado la CAP se sugiere que 

ésta puede jugar un papel importante en la cementogénesis, como parte de la regeneración periodontal. 
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CAPITULO II 

Inmunosupresores. 

Los inmunosupresores son drogas utilizadas para prevenir el rechazo de transplantes de 

órganos. 

Se pueden clasificar de acuerdo a su mecanismo de acción (figura 2.):  

 Fármacos que inhiben la activación de las células T, evitando que éstas ataquen al órgano 

trasplantado o generador de estímulos antigénicos: ciclosporina, tacrolimus, sirolimus  

 Fármacos que inhiben la síntesis de DNA y RNA, y por lo tanto, la división celular: 

azatioprina, mofetil micofenolato, ciclofosfamida, metotrexato, penicilamina. 

 Corticosteroides que suprimen la inflamación asociada a la reacción inmunológica  

 Anticuerpos monoclonales que bloquean algunos factores implicados en el mecanismo de la 

reacción inmunológica como las interleucinas o el factor de necrosis tumoral.: basiliximab, el 

muromonab CD3, el daclizumab, adalimumab, infliximab.  

 Otros productos producidos por recombinación genética que bloquean algunos de los 

mecanismos implicados en la reacción inmunológica: etanercept, alefacept  

 Fármacos que actúan sobre el factor estimulante de colonias filgastrim, pegfilgastrim, 

molgramostin, lenogastrim. 

Los inmunosupresores mas utilizados en la práctica clínica son la Ciclosporina A (CsA), el 

tracolimus o Fk506 y el mofetil micofenolato (MMF) 
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Ciclosporina (CsA) 

Es un decapéptido cíclico (figura 3.). Se obtiene a partir del hongo Tolypocladium inflatum Gams 

y se introdujo como inmunosupresor a principio de la década de los ochentas. Por su carácter lipofílico es 

soluble en medios lipídicos  y disolventes orgánicos. 

 

 

 

 

Su mecanismo de acción consiste en unirse con la inmunofilina, ciclofilina, el complejo 

ciclosporinaA-ciclofilina bloquea a la serina/treonina fosfatasa dependiente de Ca 2+/calmodulina 

calcineurina, inhibiendo la translocación de NFAT al núcleo para la transcripción de citocinas inflamatorias 

como la interleucina-2 (IL-2), la interleucina 4 (IL4) y el TNF ,  e interferón  (Espevik et al. 1987), 

bloqueando así la proliferación  y la activación de linfocitos T. Se ha postulado que induce la proliferación 

celular mediante la inducción de TGF- (Suthathiran et al. 1996). 

Sus efectos secundarios más importantes son la nefrotoxicidad y la neurotoxicidad, hipertensión 

arterial, hiperuricemia, hiperglucemia, hipercolesterolemia, hiperplasia gingival, toxicidad hepática y 

acidosis metabólica. La mayoría de ellas son leves y reversibles si se disminuye la dosis de CsA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura química de la CsA 
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Tracolimus o Fk506 

Se obtiene de la fermentación del hongo Streptomyces tsukubaensis (figura 4.). 

Su mecanismo de acción es muy parecido al de la CsA. Se une a la inmunofilina, proteína de 

unión a Fk (FkBP), el complejo Fk506-FkBP bloquea a la serina/treonina fosfatasa dependiente de 

Ca2+/calmodulina calcineurina, inhibiendo la translocación de NFAT al núcleo para la transcripción de 

citocinas inflamatorias como la interleucina-2 (IL-2), la interleucina 4 (IL4) y el TNF, bloqueando así la 

proliferación  y la activación de linfocitos T (Varanasi & Datta 2005). 

 

 

 

La diferencia entre CsA y Fk506 estriba en términos de potencia 

relativa, siendo el Fk506 aproximadamente 100 veces más potente. Estructuralmente son muy diferentes. 

Los efectos adversos principales son la nefrotoxicidad, la neurotoxicidad y la hiperglicemia que 

disminuyen conforme a la dosis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estructura química del Fk506 
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Ácido micofenólico (MPA) 

Es el producto metabólico del mofetil micofenolato (MMF) (figura 5.). Se introdujo como agente 

inmunosupresor en la década de los 90´s 

 

 

 

Su efecto inmunosupresor se debe a la inhibición del inosin fosfato deshidrogenasa (IMPDH) 

(Sinthack et al. 1996). La IMPDH es una enzima que participa en la síntesis de novo de nucleótidos 

purinados. Los linfocitos utilizan fundamentalmente la vía de novo de nucleótidos purinados, lo que los 

hace especialmente sensibles a la acción del MPA. Esto a su vez llevará a la disminución de la síntesis 

de GTP, componente fundamental para la transformación mitógena del linfocito (Bornhäuser 1999., 

Allison 1993., Natsumeda 1993). Hay dos isoformas de la IMPDH, la tipo I que se encuentra presente en 

los linfocitos en reposo y la tipo II que es la enzima predominante en los linfocitos activados. La IMPDH 

tipo II es aproximadamente cinco veces más sensible a la inhibición por el MPA que la tipo I. Aunque no 

está claro que isoforma es la diana más importante (Sintchak 1996). MPA puede tener impacto en la 

producción de anticuerpos al bloquear la proliferación de los linfocitos B (Jonson 2003). Además de esta 

acción sobre la proliferación linfocitaria, la deficiencia inducida en los nucleótidos guanosínicos por el 

MPA inhibe la transferencia de manosa y fructosa a las moléculas de adhesión glucoproteicas, como 

selectinas e integrinas. Las selectinas son necesarias para la unión mediada por integrinas del leucocito 

al endotelio del injerto. Por ello MPA puede interferir con esta unión y en el reclutamiento de leucocitos y 

monocitos en los sitios de inflamación. Además la disminución de GTP inducida por MPA puede alterar 

otras funciones de los linfocitos T entre las que se incluyen la actividad de las proteínas G involucradas 

en la señalización. MPA induce apoptosis linfocitaria y altera la expresión de marcadores de superficie 

celular (como CD25, CD134, CD11a, CD28 y CD71) y de citocinas (Budee 2004). También se ha visto 

que el MPA induce la apoptosis activando la cascada de señalización de las MAP cinasas activando p38 

en células secretoras de insulina (Kimab 2006). 

Figura 5. Estructura química del MPA 
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Entre sus principales efectos secundarios cabe destacar la toxicidad medular, (leucopenia, 

trombocitopenia y anemia) pero los más frecuentes son las alteraciones gastrointestinales (diarrea y 

dispepsia gástrica). 

Figura 2. Esquema. Inhibición de los inmunosupresores CsA, Fk506 y MMF en el ciclo celular linfocitario 

 

 

Participación de CsA, Fk506 y MPA en los tejidos mineralizados 

Se ha reportado que estos inmunosupresores participan en el proceso de osteogénesis. La CsA, 

reduce la expresión de osteopontina, fibronectina, y ALP in vitro (Mc Cauley et al. 1992), inhibe la 

resorción ósea in vitro (Chowdhury et al. 1991) e in vivo (Orcel et al. 1989) y promueve la formación de 

hueso in vivo (Scholberg et al. 1989). Burcu et al. (2006) realizaron un estudio en ratas con enfermedad 

periodontal a las que les administró CsA, encontrando que se reducía la resorción y se estimulaba la 

formación de hueso alveolar. 

Se ha reportado que la CsA induce alteraciones en la dentinogénesis en molares de rata y 

produce el depósito de una capa gruesa de cemento radicular a todo lo largo de la raíz dental (Ayanoglou 

1997). La CsA promueve la formación de osteodentina e islotes de tejido parecido a cemento en molares 

de rata y es posible que estimule la diferenciación de células progenitoras paravasculares a un fenotipo 

cementoblástico in vivo. (Ayanoglou 1998). Mas recientemente, se ha visto que la CsA promueve la 

diferenciación celular y la mineralización en cementoblastos in vitro (Arzate et al. 2005). Shen et al. (2005) 

evaluaron el efecto de la CsA en la formación de dentina y cemento celular durante el desarrollo de ratas, 
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observaron que la tasa de aposición de cemento celular a nivel apical aumentó significativamente cuando 

se les administraba CsA. 

También se ha reportado que el Fk506 y la CsA en combinación con BMP, provoca un 

incremento en la diferenciación osteoblástica, incrementando la actividad específica de ALP, osteocalcina 

y Smad6 en células estromales de medula ósea de ratón y en osteoblastos de ratón in vitro (Tang et al. 

2002). Ogawa et al. (1998) reportaron que el Fk506 y CsA  en combinación con Vitamina D activa 

incrementa la expresión de OPN, OCN y Col I  e incrementa la actividad especifica de la ALP. Se ha 

visto que la administración de Fk506 y CsA en ratas induce mineralización intratubular corticomedular en 

riñón (Lothar et al. 1997). 

Yoshikawa et al. 2000 estudiaron el efecto in vivo del Fk506, al Implantar células de médula ósea 

en hidroxiapatita subcutáneamente en ratas inmunocomprometidas. Observaron que las ratas tratadas 

con FK506 aumentaron la actividad específica de ALP y la expresión de OCN en comparación a las ratas 

a las que se les implantaron las células de médula ósea pero no fueron tratadas con Fk506. Por lo que 

sugieren que el Fk506 estimula las células mesenquimales y osteoprogenitoras a diferenciarse a 

osteoblastos. 

Sin embargo, in vivo los inmunosupresores inhibidores de la calcineurina como la CsA y Fk506 

provocan una severa y rápida pérdida ósea en modelos animales y en humanos, el mecanismo por el 

cual este efecto se lleva a cabo se desconoce. Al parecer los linfocitos T juegan un papel importante en la 

vía de activación de RANKL (Hirotani et al. 2004., Varanasi & Datta 2005., Tamler & Epstein 2006). En 

estudios clínicos en humanos se ha visto que causan osteopenia, (Shane 1993.; Mvosowitz 1988., 

Smallwood 2002) y osteoporosis (Stekelenburg et al. 1998.; Hofgauer et al. 2001). Fornoni (2001) observó 

que la CsA altera la síntesis y degradación de la matriz extracelular de osteoblastos in vitro disminuyendo 

la producción de colágena tipo I e incrementando la actividad de la matriz metaloproteinasa 9 (MMP9) así 

como inhibiendo la proliferación celular.  

Varios estudios han demostrado que la administración de CsA incrementa la actividad 

osteoclástica y la resorción ósea (Movsowitz et al. 1989.; Epstein 1991). Hofbauer et al. (2001) proponen 

que el mecanismo mediante el cual la  CsA y el Fk506 provocan pérdida ósea es mediante la disminución 

de la expresión de los ARNm de la osteoprotegerina (OPG) y aumenta la expresión del ligando activador 

del receptor de NF-B (RANKL). OPG y RANKL. La OPG inhibe la función osteoclástica y neutraliza 

RANKL. RANKL se une a su receptor RANK en los preosteoclástos y osteoclástos promoviendo su 

diferenciación y activación. 

Las diferencias en los efectos de la CsA y Fk506 en el metabolismo óseo entre estudios in vitro e 

in vivo se pueden deber al hecho de que en modelos animales es mas representativo la influencia de 

múltiples y complejas interacciones entre la CsA y el sistema inmune, comparado con los sistemas in vitro 

donde el factor estudiado y sus interacciones son controladas. Sin embargo es importante enfatizar el 

hecho de que los estudios in vitro son el primer acercamiento a lo que puede pasar in vivo. 
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Estas discrepancias del efecto de los inhibidores de la calcineurina en la resorción ósea también 

pueden explicarse por el uso de diferentes concentraciones y la vía de administración. Se ha visto que a 

dosis altas, la CsA inhibe la mineralización (Klein et al. 1997). Buchinsky et al. (1995) sugiere que la 

supresión sistémica de linfocitos T por CsA es responsable de la osteopenia in vivo. Los resultados de los 

experimentos in vitro nos permiten presuponer otro mecanismo por el que estos inmunosupresores tienen 

efecto sobre el hueso. Es posible que estén afectando la mineralización interfiriendo en el proceso del 

metabolismo energético de las células osteoprogenitoras (Klein et al. 1997). 

Por otro lado, el MPA por ser un inmunosupresor relativamente nuevo, ha sido poco estudiado 

en su participación en hueso y en periodonto. Sin embargo el MPA no parece provocar una pérdida o 

desmineralización ósea, ni toxicidad esqueletal importante tanto experimental como clínicamente 

(Curnningham 2005., Temler & Epstein 2006) y al parecer in vivo no produce osteopenia (Dissanayake 

1998). Esto es debido a que el MPA inhibe la transferencia de manosa y fructosa a las moléculas de 

adhesión glucoproteicas, como selectinas e integrinas, moléculas necesarias para la unión del leucocito al 

endotelio del injerto. Por ello MPA puede interferir con esta unión y el reclutamiento de leucocitos y 

monocitos en los sitios de inflamación. En el caso específico del hueso, pudiera interferir en el 

reclutamiento de los osteoclastos (Budee 2004). Los osteoclastos activos producen óxido nítrico (ON) y 

superóxidos para llevar a cabo la degradación de la matriz ósea. Se ha visto que el MPA disminuye la 

producción de ON por la enzima sintasa ON (Allison 2005). 

En los últimos años el MPA está siendo muy utilizado en la clínica por tener pocos efectos 

secundarios y por que al parecer no tiene efectos adversos sobre el hueso. 
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Planteamiento del problema y justificación 

 

La regeneración de los tejidos periodontales es una de las metas más buscadas en la 

terapéutica periodontal de la actualidad. Sin embargo, las estrategias hasta ahora utilizadas son poco 

predecibles y son más reparadoras que regeneradoras. Para lograr la regeneración periodontal es 

necesario dilucidar los mecanismos celulares y moleculares durante el desarrollo dental, en específico de 

la cementogénesis; para ello, es necesaria la identificación de proteínas cemento-específicas que 

pudiesen estar relacionadas en la formación del cemento radicular como la CAP. 

Se ha estudiado el efecto de algunas drogas inmunosupresoras en los tejidos mineralizados 

como la CsA, el Fk506 y el MPA. La CsA reduce la resorción y estimula la formación de hueso alveolar 

(Burcu et al. 2006) y promueve la aposición de cemento celular apical durante el desarrollo dental (Shen 

et al. 2005). El Fk506 estimula las células mesenquimales y osteoprogenitoras a diferenciarse a 

osteoblastos (Yoshikawa et al. 2000). El MPA es un inmunosupresor de reciente uso. No parece provocar 

una perdida o desmineralización ósea ni toxicidad esqueletal importante experimental o clínicamente 

(Curnningham 2005., Temler & Epstein 2006) 

Por lo que la combinación de la CAP que es una proteína específica del cemento radicular, con 

inmunosupresores como la CsA, el FK506 y el MPA, que han mostrado tener un papel importante en los 

tejidos mineralizados, in vitro, podría ser utilizado como modelo para el estudio de la formación de 

cemento y de las estructuras periodontales durante la regeneración periodontal. 
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Hipótesis 

 

El tratamiento de células derivadas de un cementoblastoma humano con  hrCAP + CsA,  hrCAP 

+ Fk506 o  hrCAP + MPA podría promover los procesos biológicos de proliferación, diferenciación celular 

y mineralización de la matriz extracelular. 
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Objetivo general 

 

Determinar los efectos de la hrCAP en combinación con inmunosupresores (CsA, FK506, MPA) 

en células derivadas de un cementoblastoma humano durante el proceso de biomineralización. 

 

 

Objetivos específicos 

 

Determinación de los efectos de la hrCAP e inmunosupresores en la: 

 Proliferación celular  

 Diferenciación celular por medio de RT-PCR para ALP, Col I, CAP, CEMP1, OCN, OPN, BSP, 

TGF- y GDF5 

 Mineralización: actividad específica de ALP, tinción de alizarina roja y la cuantificación de calcio 

en cultivo celular. 
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CAPITULO III 

Material y Métodos 

Clonación y expresión de la hrCAP 

Las clonas recombinantes se construyeron en un vector de clonación direccional pENTR/SD/D-

TOPO con la proteína de adhesión del cemento radicular, producto de PCR de extremos romos 

(Invitrogen, Carlsbad, CA). El gen de la CAP, producto de PCR, se obtuvo diseñando arrancadores 

sentido adicionando 4 bases (CACC) en el final 5′, seguido de un codón inicial ATG para el inicio de la 

traducción en forma direccional (5′ CACC ATG GGC ACA TCA AGC ACT GA 3′). El arrancador 

antisentido se diseñó eliminando el codón de paro nativo (5′ CCC CAT TAG TGT CAT CCT GC 3′), con el 

objeto de fusionar el producto de PCR en marco de lectura con una cola de 6xHis con el vector de 

entrada Gateway pMT-DEST 48 vector (Invitrogen). Para la expresión inducible, el vector DEST 48 

contiene un promotor metalotioneino (inducible a metales) de alta expresión, para su selección tiene 

resistencia al cloranfenicol y a la ampicilina y para su purificación e inmunodetección contiene un epítope 

V5 y una cola de 6xHis en la terminal COOH. El plásmido resultante pMT-DEST48-CAP que contenía el 

cassette cDNA de la CAP en el marco de lectura con la secuencia del epítope terminal V5 y la cola de 

6xHis se confirmó con la digestión de endonucleasas de restricción y la secuenciación del DNA. 

El plásmido resultante se introdujo en células de expresión Droshophila melanogaster. Schneider 

2 (S2) (Invitrogen). Las células Droshophila. melanogaster. S2 conteniendo la construcción DEST48/CAP 

se crecieron a 28°C en medio Schneider (Invitrogen) que contenía 100 μg/ml ampicilina 34 μg/ml de 

cloramfenicol. Se hizo la cotransfección del vector de expresión recombinante con el vector de selección 

pCoHygro. Las clonas se seleccionaron con higromicina a una concentración final de 600 g/ml. Se 

indujo la expresión con sulfato de cobre a una concentración final de 750 M/ml. Se recuperó el medio 

condicionante y las células S2 que contenían el vector DEST48/CAP. 

Inmunodetección 

El medio condicionante se concentró utilizando concentradores Amicon Ultra (Millipore, Nyse, 

Mil) con un tamaño de corte de 10,000 Da. El botón celular se sonicó, y se le adicionó lisozima a una 

concentración final de 1 mg/ml, DNasa y RNAsa a una concentración final de 5 µg/ml. Se recuperó el 

sobrenadante por medio de centrifugación a 7500 rpm durante 10 minutos. 
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Las muestras de 5 l del medio condicionante concentrado y el extracto celular se cargaron en 

un gel de SDS PAGE (Electroforesis de Gel de Poliacrilamida) al 12% en condiciones desnaturalizantes. 

Una vez que se terminó la electroforesis, las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa 

por 1 h., la membrana se bloqueó con PBS-BSA al 0.01% por 1 h., se incubó con anticuerpos contra el 

epítope V5 del vector de expresión y el anticuerpo monoclonal anti-CAP (3G9) a 4 ºC toda la noche. Se 

lavo la membrana con PBST20 al 0.1% 1 h. y se incubó con el segundo anticuerpo peroxidado por 1 h. Se 

lavó la membrana nuevamente con PBST20 al 0.1% por 1 h. y con PBS por 30 minutos. 

La inmunodetección se reveló por quimioluminicencia siguiendo las indicaciones del fabricante 

(estuche comercial Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate Millipore) con una placa 

autoradigráfica (Kodak, Rochester, NY, EU). 

Purificación 

Se utilizó sefarosa 4B con un flujo de 1 ml/minuto a la que se le acoplaron anticuerpos 

policlonales anti-CAP. La solución de unión fue PBS, la de elución fue glicina 0.1 M pH 2.5 y la 

neutralizadora fue PBS con NaCl 1 M. En cada purificación se inyectaron 3 ml de medio condicionante. La 

solución eluida se llevó a un pH de 7. Esta se concentró y sometió a electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes en un gel SDS-PAGE al 12% y se tiñó con plata para observar la proteína purificada. 

Se realizó inmunodetección de la proteína purificada por medio de Western Blot utilizando anticuerpos 

anti V5 del vector de expresión y el anticuerpo monoclonal anti-CAP (3G9) para confirmar la identidad de 

la proteína. 

Cultivo celular 

Se aislaron células de un cementoblastoma humano a través del método convencional de 

explante, las células han sido caracterizadas como se ha descrito previamente (Arzate et al., 1998). Los 

cementoblastos humanos se cultivaron en cajas de cultivo de 75 cm2 en medio de cultivo DMEM 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y una solución de antibióticos (100 g/ml 

estreptomicina y 100 U/ml penicilina, Sigma Chemical Co.,St. Louis, MO). Las células se incubaron en un 

medio ambiente de 100% de humedad a 37ºC en una atmósfera de 95% aire y 5% CO2. Para los 

procedimientos experimentales, se utilizaron cementoblastos entre el quinto y sexto pase de subcultivo. 

Ensayo de la proliferación celular 

La proliferación celular se determinó por medio del ensayo con azul de toluidina. Se sembraron 

1.5x103 cementoblastos/ 0.36 cm2 entre el quinto y sexto pasaje y se incubaron 24 hrs. para permitir su 

adhesión. Los cultivos fueron tratados con 200 ng/ml de hrCAP, 1 mM de MPA, 200 ng/ml de hrCAP con 

1 mM de MPA, 0.5 g/ml de CsA, 200 ng/ml de CAP con 0.5 g/ml de CsA, 0.5 g/ml de FK506 y 200 

ng/ml de hrCAP con 0.5 g/ml de FK506 por 24, 48, 72 ó 96 hrs. Las concentraciones de la CAP e 

inmunosupresores se determinaron por resultados obtenidos en estudios previos (Arzate et al. 2005) y 
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estudios clínicos. Al terminó de cada tiempo, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 3% por 15 

minutos y teñidas con 100 l/pozo con una solución filtrada de 0.5% de azul de toluidina en 3.7% de 

formaldehído durante toda la noche a temperatura ambiente. El exceso de colorante se quitó con lavados 

de PBS, se hizo la extracción del colorante con 100 l/pozo de SDS al 2% de 5 a 10 minutos La 

absorbancia se leyó a 600 nm. 

Ensayo de diferenciación celular 

Trascripción Reversa y Reacción en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) 

Se sembraron cementoblastos entre el quinto y sexto pasaje, a una densidad de 5x104 células/ 

9.6 cm2. Los cultivos fueron tratados bajo las mismas condiciones anteriormente descritas (200 ng/ml de 

hrCAP, 1 mM de MPA, 200 ng/ml de hrCAP con 1 mM de MPA, 0.5 g/ml de CsA, 200 ng/ml de CAP con 

0.5 g/ml de CsA, 0.5 g/ml de FK506 y 200 ng/ml de hrCAP con 0.5 g/ml de FK506), se cultivaron por 

3, 7 ó 14 días con “medio mineralizante”. El ARN total se aisló utilizando un estuche comercial RNeasy 

(Quiagen, Valencia CA, USA). El cDNA se sintetizó por medio de la transcriptasa reversa Superscrit Ii 

RNAsa H (Invitrogen) utilizando 1.0 mg de ARN total y arrancandor Oligo dT18 primer de acuerdo al 

protocolo de los fabricantes. La mezcla de la reacción (20 l) contenía amortiguador de transcriptasa 

reversa 1X 500 M de dCTP, dGTP, dATP, dTTT (cada uno), 20 U de inhibidor de RNAsa y 100 U de la 

enzima M-MLV. EL PCR se realizó bajo las siguientes condiciones: desnaturalización a 94°C por 3 

minutos, segudo por 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 2 minutos a 55°C y 2 minutos mas a 72°C, con 

un paso de elogación final por 10 minutos a 72°C. Se utilizó un termociclador (MJ Researcher, 

Watertown, MA, USA) con 10pmol de arrancadores 5´ y 3´, amortiguadores 1X de PCR, dCTP, dGTP, 

dATP y dTTT (cada uno a 0.4 mM), 1.5 mM de MgCl2 y 5 U de Taq polimerasa (Promega, Madison, WI, 

USA). Se determinó la expresión de los ARNm de los siguientes genes: Fosfatasa Alcalina (ALP), 

Colágena tipo I (Col 1), Proteína de Adhesión del Cemento (CAP), Proteína del Cemento (CEMP1), 

Osteocalcina (OCN), Osteopontina (OPN), Sialoproteína Ósea (BSP), Factor de Crecimiento 

Transformante  (TGF-), Factor de crecimiento y diferenciación 5 (GDF5) y Gliceraldehído 3 Fosfato 

Deshidrogenasa (GAPDH) (Tabla1). Los productos de la reacción fueron separados y visualizados 

después de la electrofóresis en geles de agarosa (gel TBE 4-20%, invitrogen Carlsbad), se documentaron 

con una cámara digital Kodak DC290 y se determinó la intensidad relativa de las bandas por medio del 

programa de computo Kodak 1D Image Analysis Software. 
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Tabla 1. Secuencia de oligos usados en el RT-PCR (5´→  3´) 

Nombre Sentido Antisentido Tamaño amplificado 

(pb) 

ALP ACGTGGCTAAGAATGTCATC CTGGTAGGCGATGTCCTTA 475 

Col-1 CAGAGTCACCCACCGAC ATGGGACCTGAAGCTCC 354 

CAP CTGGCTCACCTTCTACGA GCAAGGCAAATGTCTGGA 161 

CEMP-1 CAGGATCCACATCCGTC CTGAACAGCTTCGAGGC 433 

OCN CATGAGAGCCCTCACA AGAGCGACACCCTAGAC 310 

OPN CCAAGTAAGTCCAACGAAAG GGTGATGTCCTCGTCTGTA 347 

BSP GCCTGTGCTTTCTCAATG TTCCTTCCTCTTCCTCCTC 201 

TGF CGGAGTTGTGCGGCAGTGGTTGA GGCGCCCGGGTTATGCTGGTTGTA 448 

GDF-5 ATGAGACTCCCCAAACTCCTCAC TGTCTGCCTGGTGCCTCCCT 249 

GAPDH CCACCCATGGCAAATTCCATGGCA TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC 600 

 

Determinación de la Actividad específica de la Fosfatasa Alcalina 

Se sembraron cementoblastos entre el quinto y sexto pasaje, a una densidad de 2x104 células/ 

1.1 cm2. Los cultivos fueron tratados bajo las mismas condiciones anteriormente descritas (200 ng/ml de 

hrCAP, 1 mM de MPA, 200 ng/ml de hrCAP con 1 mM de MPA, 0.5 g/ml de CsA, 200 ng/ml de CAP con 

0.5 g/ml de CsA, 0.5 g/ml de FK506 y 200 ng/ml de hrCAP con 0.5 g/ml de FK506), se cultivaron por 

3, 7 ó 14 días con “medio mineralizante”. Al término de cada tiempo se eliminó el medio y se extrajeron 

las capas celulares adicionando 200 l de 10 mM Tris-HCl pH 7.4 conteniendo 0.1% de Tritón X-100, se 

guardaron las muestras a -80 °C posteriormente, se les sonicó para romper las células, se centrifugaron a 

14,000 rpm por 5 minutos y se conservó el sobrenadante. La concentración de proteína se determinó 

utilizando albúmina sérica bovina como control y de acuerdo al método de Bradford (1976). Se determinó 

la actividad específica de la fosfatasa alcalina (ALP) de acuerdo al método de Lowry et al. (1953) 

utilizando P- nitrofenil fosfato (PNP) como sustrato para la enzima. Las muestras se ensayaron bajo 

condiciones que asegurarán la linearidad con respecto al tiempo y la concentración de la proteína y las 

drogas. 

La actividad específica se expresó como nanomoles de p-nitrofenol por minuto por miligramo de 

proteína.  
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Ensayos de Mineralización 

Se sembraron cementoblastos entre el quinto y sexto pasaje, a alta densidad, 2x105 células/1.9 

cm2 y se incubaron 24 hrs. para permitir su adhesión. Los cultivos fueron tratados bajo las mismas 

condiciones que el ensayo de proliferación (200 ng/ml de hrCAP, 1 mM de MPA, 200 ng/ml de hrCAP con 

1 mM de MPA, 0.5 g/ml de CsA, 200 ng/ml de CAP con 0.5 g/ml de CsA, 0.5 g/ml de FK506 y 200 

ng/ml de hrCAP con 0.5 g/ml de FK506), a todos los cultivos se les adicionó “medio mineralizante” (10 

mM -glicerofosfato y 50 g/ml de ácido ascórbico). El medio fue reemplazado cada 2 días y las células 

se cultivaron durante 3, 7 ó 14 días. En cada término correspondiente las células fueron fijadas en alcohol 

etílico al 96% durante 10 minutos y la deposición de mineral se identificó utilizando una solución saturada 

de Alizarina Roja S a pH 4.2 (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) la cual fue adicionada a los cultivos y 

estos teñidos durante 5 minutos. El exceso de colorante fue eliminado lavando copiosamente con PBS, y 

las cajas fueron invertidas para su secado. 

Se realizó la extracción del colorante para cuantificar el contenido mineral en los cultivos 

celulares como se ha descrito previamente (Gregory et al., 2004), cada molécula de Alizarina Roja S (AR 

S) se une a ~ 2 moléculas de Ca 2+, las cajas teñidas con AR S se almacenaron a -20ºC por 1 hora, a 

cada pozo se le agregó 800 l al 10% (v/v) de acido acético y se incubó por 30 minutos a temperatura 

ambiente en movimiento, los pozos se rasparon y se transfirió a un tubo de microcentrífuga de 1.5 ml, se 

le agitó vigorosamente por 30 segundos, a la mezcla se le agregaron 500 l de aceite mineral (Sigma-

Aldrich), se calentó a 85ºC por 10 minutos, e inmediatamente después se le colocó en hielo por 5 

minutos. La mezcla se centrifugó a 14,000 rpm por 15 minutos y 500 l del sobrenadante se removieron a 

un tubo nuevo, al que se le agregaron 200 l de hidróxido de amonio con ácido acético al 10% (v/v) para 

neutralizar el ácido y se incubó por 30 minutos a temperatura ambiente en movimiento, se leyeron 

alícuotas de 100 l por triplicado en cajas de 96 pozos a 405 nm. 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y fueron repetidos al menos 3 veces.  

Análisis estadístico 

Los resultados obtenidos del ensayo de proliferación fueron analizados por medio de la prueba 

de Dunnett, con un  de 0.05 y 0.001. Utilizando el programa Minitab 14. 

Los resultados obtenidos de los ensayos de diferenciación celular, actividad específica de 

fosfatasa alcalina y de cuantificación de depósito de calcio en cultivo, se compararon entre las células 

tratadas con los inmunosupresores (CsA, Fk506 y MPA) y las células sin tratamiento (control) y las 

células tratadas con la combinación de la hrCAP e inmunosupresores (CsA+hrCAP, Fk506+hrCAP y 

MPA+hrCAP) con las células tratadas con hrCAP, por medio de la prueba de Dunnett con un  de 0.05. 

Utilizando el programa Minitab 14. 
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Figura 7. Purificación de la hrCAP. En el carril de extrema 
izquierda (M) se muestran los marcadores de peso 
molecular en KDa. En el siguiente carril (C) se muestra la 
proteína sin purificar. En el tercer carril (FT) se muestra el 
medio condicionante multiproteico una vez que ha pasado 
por la columna. Se lavó la columna para deshechar las 
proteínas que no nos interesaban. En el carril de extrema 
derecha (E) se muestra la proteína purificaday en el WB 
se observa una banda única a nivel de 55kDa. 

C F
T 

E 

55  KDa 

WB 

AntiV5 Anti3G
9 

55  

M 

CAPITULO IV 

Resultados 

Purificación de la hrCAP 

Se utilizaron células de Drosophila melanogaster, a las que se les inserto el vector de expresión 

pMT-DEST48 (Invitrogen) con el objetivo de que expresaran la hrCAP.  

Se realizó una inmunodetección por la técnica de Western Blot contra el epítope V5 del vector de 

expresión y el anticuerpo monoclonal anti-CAP en el extracto celular y en el medio condicionante para 

determinar su localización. Se determinó que la hrCAP se encuentra en el medio condicionante ya que 

dió positivo para ambos anticuerpos al nivel de 55KDa. Figura 6. 

 

 

A partir del medio condicionante de los cultivos de las células transfectadas, se realizó la 

purificación de la hrCAP con una columna de inmunoafinidad. En la figura 7 se muestra un gel de SDS-

PAGE al 12% teñido con plata. Donde se observa que se logró la purificación de la hrCAP. 

Con el objetivo de confirmar la identidad de la hrCAP en la purificación. Se hizo una 

inmunodetección con contra el epítope V5 del vector y el anticuerpo monoclonal antiCAP (3G9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensayo de la proliferación celular 

La proliferación celular se determinó por medio del ensayo con azul de toluidina. Los cultivos 

Figura 6. Inmunodetección de la hrCAP en el medio condicionante y en el extracto celular. Las bandas que se observan 

en el medio condicionante es la hrCAP ya que dio positivo al anticuerpo V5 y 3G9 a nivel de 55kDa. 

55KDa 

Extracto celular 

antiV5 anti3G9 antiV5 anti3G9 

Medio condicionante 
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fueron tratados con 1 mM de MPA, 200 ng/ml de hrCAP con 1 mM de MPA, 0.5 g/ml de CsA, 200 ng/ml 

de CAP con 0.5 g/ml de CsA, 0.5 g/ml de FK506 o 200 ng/ml de hrCAP con 0.5 g/ml de FK506 a los 

3, 7 ó 14 días (Figura 8). Se observó que la CsA con la hrCAP incrementa significativamente la 

proliferación desde las 24 horas de cultivo. El Fk506 con la hrCAP incrementa la proliferación celular de 

forma significativa a partir de las 48 horas de cultivo. El MPA inhibe significativamente la proliferación 

celular. Figura 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensayo de diferenciación celular 

Para determinar la diferenciación, se realizó RT-PCR de moléculas relacionadas al proceso de 

biomineralización. La Col 1, y la ALP se consideran marcadores tempranos de la biomineralización, la 

CAP y la CEMP-1 son proteínas específicas del cemento; OCN, OPN y BSP son moléculas nucleadoras y 

moduladoras del crecimiento de los cristales de hidroxiapatita, TGF- y GDF5 son factores de crecimiento 

y diferenciación que se ha visto que tienen un papel importante en la diferenciación de osteoblastos. Se 

uso el gen constitutivo GAPDH como control positivo. 

La CsA incrementa la expresión de los ARNm de los marcadores tempranos de la 

biomineralización y del TGF-e inhibe la expresión de las moléculas nucleadoras y moduladoras del 

crecimiento de cristales con respecto al control a los 3 días de cultivo (figura 9). 

A los 14 días de cultivo se observa que la CsA incrementa la expresión de las proteínas 

específicas del cemento (CAP y CEMP-1), así como del GDF5 respecto al control (figura 11). 

Figura 8. Efecto de la CsA, Fk506, MPA y hrCAP en la proliferación celular. Los asteriscos indican la significancia estadística comparado 

contra el control (*<0.05, **<0.001). La CsA con la hrCAP y el Fk506 con la hrCAP incrementan significativamente la proliferación. 
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El Fk506 a los 3 días de cultivo inhibe la expresión de los marcadores tempranos de la 

biomineralización, de las proteínas cemento específicas y de las nucleadoras y reguladoras del 

crecimiento de cristales; sin embrago incrementa la expresión de los factores de crecimiento y 

diferenciación (figura 9). A los 7 días el Fk506 incrementa la expresión de GDF5 y Col-1 (figura 10). A los 

14 días de cultivo el Fk506 incrementa la expresión de CAP y GDF-5 con respecto al control (figura 11). 

El MPA incrementa la expresión de los marcadores tempranos de la biomineralización, OCN, 

BSP, y de los factores de crecimiento y diferenciación a los 3 días de cultivo (figura 9). Además aumenta 

la expresión de CAP a los 7 días de cultivo (figura 10) y de CEMP-1 a los 14 días de cultivo con respecto 

al control. (figura 11) 

La CsA con hrCAP incrementa la expresión de ALP y OPN a los 3 días de cultivo (figura 12), de 

las proteínas cemento específicas a los 7 (figura 13) y 14 días de cultivo con respecto al control (células 

tratadas con hrCAP) (figura 14). 

El Fk506 con la hrCAP parece tener un efecto inhibitorio en la diferenciación celular hacia un 

fenotipo mineralizante ya que inhibe la expresión de todas las moléculas estudiadas y en los tiempos 

estudiados con respecto al control (células tratadas con hrCAP) (figuras 12, 13 y 14). 

El MPA en combinación con la hrCAP incrementa la expresión de los marcadores tempranos de 

la biomineralización a los 3 días de cultivo (figura 12), de CAP y TGF- a los 7 días (figura 13) y de 

CEMP-1 a los 14 días de cultivo con respecto al control (células tratadas con hrCAP) (Figura 14). 
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Figura 9. Panel superior: Los productos de la reacción de RT-PCR del ARNm de las células tratadas con CsA, Fk506 y MPA a los 

3 días de cultivo fueron separados y visualizados por medio de electrofóresis en geles de agarosa. Panel inferior: Gráfica del 

porcentaje de la intensidad relativa de las bandas de cada una de las moléculas estudiadas a los 3 días de cultivo. Los resultados 

se normalizaron con respecto al control. Tomando el control como cero. Los resultados se expresan como cambios con respecto 

al grupo control (*<0.05). 

 

 

 

 

Figura 10. Panel superior: Los productos de la reacción de RT-PCR del ARNm de las células tratadas con CsA, Fk506 y MPA a 

los 7 días de cultivo fueron separados y visualizados por medio de electrofóresis en geles de agarosa. Panel inferior: Gráfica del 

porcentaje de la intensidad relativa de las bandas de cada una de las moléculas estudiadas a los 7 días de cultivo. Los resultados 
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se normalizaron con respecto al control. Tomando el control como cero. Los resultados se expresan como cambios con respecto 

al grupo control (*<0.05) 
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Figura 11. Panel superior: Los productos de la reacción de RT-PCR del ARNm de las células tratadas con CsA, Fk506 y MPA a 

los 7 días de cultivo fueron separados y visualizados por medio de electrofóresis en geles de agarosa. Panel inferior: Gráfica del 

porcentaje de la intensidad relativa de las bandas de cada una de las moléculas estudiadas a los 14 días de cultivo. Los 

resultados se normalizaron con respecto al control. Tomando el control como cero. Los resultados se expresan como cambios 

con respecto al grupo control (*<0.05) 
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Figura 12. Panel superior: Los productos de la reacción de RT-PCR del ARNm de las células tratadas con CsA+hrCAP, 

Fk506+hrCAP y MPA+hrCAP a los 3 días de cultivo fueron separados y visualizados por medio de electrofóresis en geles de 

agarosa. Panel inferior: Gráfica del porcentaje de la intensidad relativa de las bandas de cada una de las moléculas estudiadas a 

los 3 días de cultivo. Los resultados se normalizaron con respecto al control. Tomando el control como cero. Los resultados se 

expresan como cambios con respecto al grupo control (*<0.05) 
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Figura 13. Panel superior: Los productos de la reacción de RT-PCR del ARNm de las células tratadas con CsA+hrCAP, 

Fk506+hrCAP y MPA+hrCAP a los 7 días de cultivo fueron separados y visualizados por medio de electrofóresis en geles de 

agarosa. Panel inferior: Gráfica del porcentaje de la intensidad relativa de las bandas de cada una de las moléculas estudiadas a 

los 7 días de cultivo. Los resultados se normalizaron con respecto al control. Tomando el control como cero. Los resultados se 

expresan como cambios con respecto al grupo control (*<0.05) 
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Figura 14. Panel superior: Los productos de la reacción de RT-PCR del ARNm de las células tratadas con CsA+hrCAP, 

Fk506+hrCAP y MPA+hrCAP a los 14 días de cultivo fueron separados y visualizados por medio de electrofóresis en geles de 

agarosa. Panel inferior: Gráfica del porcentaje de la intensidad relativa de las bandas de cada una de las moléculas estudiadas a 

los 14 días de cultivo. Los resultados se normalizaron con respecto al control. Tomando el control como cero. Los resultados se 

expresan como cambios con respecto al grupo control (*<0.05) 

Determinación de la Actividad específica de la Fosfatasa Alcalina 

Se evaluó la participación de la hrCAP y las drogas inmunosupresoras en la mineralización por 

medio del ensayo de la actividad específica de la ALP, determinada por el método de Lowry et al. (1953). 

La ALP es una proteína con actividad enzimática, que se incrementa cuando comienza la mineralización 
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de la matriz extracelular. 

La administración de CsA y la CsA con hrCAP aumenta de forma significativa la actividad de la 

ALP, a los 3, 7 y 14 días con respecto a su control correspondiente (células control sin tratamiento o 

células tratadas con hrCAP). La administración de Fk506 y Fk506 con la hrCAP incrementa la actividad 

específica de esta enzima a los 3, 7 y 14 días de cultivo respecto a su control correspondiente. Lo 

contrario ocurre con el tratamiento con MPA, inhibe la actividad de la ALP aun con la presencia de hrCAP 

de forma significativa a los 3, 7 y 14 días con respecto al control correspondiente. (Figura 15) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ensayos de biomineralización 

Para determinar la participación de la hrCAP con las drogas inmunosupresoras durante la 

biomineralización en cultivo celular, al término de cada tiempo (3, 7 ó 14días), las células fueron fijadas y 

teñidas con alizarina roja que tiene afinidad con el calcio. 

Posteriormente, se hizo la cuantificación de calcio en los nódulos de mineralización in vitro. 

Tomando en cuenta que cada molécula de AR S se une a ~ 2 moléculas de Ca 2+. 

 

 

Se determinó que la CsA, el Fk506, la CsA con la hrCAP y el Fk506 con la hrCAP incrementan 

significativamente la cantidad de Ca2+ in vitro a los 3, 7 y 14 días de cultivo. La administración del MPA 

inhibe el depósito de Ca2+ en cultivo aun en presencia de la hrCAP a los 3, 7 y 14 días de cultivo. (Figura 

16) 

 

 

 

Figura 15. Actividad específica de la Fosfatasa Alcalina determinada por el método de Lowry et al. (1953). (*<0.05 
Comparado contra el control correspondiente) 
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Figura 16. Cuantificación de Ca2+  a los 3, 7 y 14 días de cultivo (*<0.05 Comparado contra el control 

correspondiente). 
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Discusión 

 

En este estudio se describe la respuesta biológica in vitro de cementoblastos putativos tratados 

con hrCAP y tres inmunosupresores, (CsA, Fk506 y MPA) a diferentes tiempos de cultivo con la finalidad 

de evaluar si la combinación de estos factores favorecía la biomineralización. 

Se sabe que en la biomineralización se requieren una serie de procesos complejos que deben 

estar perfectamente regulados a favor de que ocurran en espacio y tiempo adecuados. Estos eventos se 

pueden dividir en 3 fases: la proliferación celular con un fenotipo mineralizante, la formación y 

modificación de la matriz extracelular y finalmente la precipitación de hidroxiapatita cuyo componente 

principal es el calcio. 

Los resultados que obtuvimos de los ensayos de proliferación celular, muestran que la CsA 

incrementa significativamente la proliferación de células derivadas del cementoblastoma in vitro. Estos 

resultados son consistentes con otros estudios donde han evaluado la capacidad mitogénica de la CsA en 

osteblastos (Klein 1997., Tang et al., 2002). El incremento de la proliferación celular con la administración 

ce CsA puede explicarse con el experimento de Cotrin et al. (2003). En él, observaron que la CsA 

promueve la proliferación de los fibroblastos gingivales a través de la estimulación autócrina de TGF-

1.En el mismo sentido, Suthathiran et al. (1996) postularon que la CsA en osteoblastos induce la 

proliferación celular mediante la inducción de TGF-. 

El Fk506 por si mismo no provocó cambios en la proliferación celular con respecto al control. En 

estudios previos se ha reportado que en cultivos de osteblastos el Fk506 inhibió su proliferación celular 

(Varanasi y Datta 2005). Sin embargo, el Fk506 en combinación con la hrCAP incrementa la proliferación 

en forma significativa, ésto puede ser debido a que la hrCAP promueve la proliferación al mismo tiempo 

que la adhesión celular (Yokokoji y Narayanan, 2001), por lo que la combinanción de la hrCAP con el 

Fk506 pudiera potenciar la proliferación celular.  

En nuestros ensayos de proliferación celular se observa que el MPA inhibe la proliferación 

celular de forma significativa en comparación con el control. Nuestros resultados concuerdan con los 

estudios de Mehling et al., (2000) y Sintchak et al., (1996). En los que estudiaron el efecto del MPA sobre 

los linfocitos T, B y células dendíticas. En estos estudios se observó una inhibición celular vía inhibición 

de la IMPDH. Además, aunque los mayores efectos citostáticos sean sobre linfocitos, el MPA también es 

capaz de inhibir in vitro la proliferación de células de músculo liso humano (Allison y Eugui 1996) y de 

células mesangiales (Hauser et al., 1997).  

También se ha visto que el MPA retarda la maduración de células dendríticas y reduce de forma 

dosis dependiente su capacidad para estimular la proliferación de las células T in vitro posiblemente a 

través de una reducción de la expresión de moléculas coestimuladoras (CD40, CD80, CD86, ICAM-1 e I-

A) en las células dendríticas (Mehling et al., 2000). 

Hasta la fecha no existen evidencias previas que reporten este fenómeno en cultivos 
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osteoblásticos o cementoblásticos. Aunque se ha estudiado el efecto del MPA en el metabolismo óseo in 

vivo. Los investigadores concluyen que el MPA no provoca una pérdida de mineral importante 

(Dissanayake et al., 1998). 

Inferimos que el MPA pudiera estimular la diferenciación celular de subpoblaciones in vitro. Para 

comprobar el efecto de la CsA en la proliferación celular vía TGF- y ver el efecto de la MPA sobre la 

diferenciación celular. Se determinó la expresión de los ARNm de algunas moléculas involucradas en la 

diferenciación celular hacia un fenotipo mineralizante-cementoblástico. En nuestros ensayos de 

diferenciación celular se observa que la CsA promueve la expresión de los ARNm de los marcadores 

específicos del cemento radicular (CAP y CEMP-1), así como de GDF5. El GDF5 se han detectado 

durante el desarrollo periodontal, en la superficie del hueso alveolar, cemento y en las fibras del ligamento 

periodontal (Slavkin et al. 1974). La CsA incrementa la expresión del ARNm del TGF- desde el 3er día 

de cultivo. Por lo que en esta línea celular la CsA pudiera promover la actividad mitogénica por medio de 

la estimulación del TGF-1. A los 14 días de cultivo, con la hrCAP incrementa la expresión de CAP, 

CEMP-1 y TGF-. Ya se ha reportado que la CsA regula la transcripción de varias citocinas, incluyendo 

el TGF-1, elevando su expresión (Cotrin et al.,2003, Suthathiran et al.,1996) y que la hrCAP favorece la 

diferenciación de células mesenquimatosas indiferenciadas hacia un fenotipo mineralizante (Arzate et al. 

1996), lo que indica que la combinación de CsA y hrCAP induce la diferenciación celular hacia un fenotipo 

cementoblástico. 

El Fk506 incrementa la expresión de TGF-1 a los 3 días de cultivo. Bennett et al. (1998) 

reportaron que la inmunofilina FKBP tiene un dominio citoplasmático que se une a los receptores de TGF-

 tipo I. En donde la unión de FKBP inhibe la vía de señalización de los ligandos de la familia de los TGF-

 por lo que la unión de Fk506 con FKBP pudiera inducir la expresión de TGF-1 y de GDF5. 

Varanasi y Datta (2005), reportaron que el Fk506 en una concentración de 25 nmol/L en cultivos 

de osteoblastos, inhibe la expresión del mensajero del Cbfa1 (factor de unión a1) y osterix, factores de 

trascripción involucrados en la diferenciación osteblástica, y el Fk506 no altera la expresión del ARNm de 

la ALP ni su actividad específica. Esta observación está sustentada por otro estudio en el que se 

demostró que las células heterocigotas osteblásticas knock out para Cbfa-1 de ratón retienen su potencial 

formador de colonias positivas a ALP. Ogawa et al., 1998 observaron que el Fk506 inhibe la osteopontina 

y no tiene efecto en la expresión del ARNm de la OCN en osteoblastos. También se ha visto que el Fk506 

no afecta la expresión del ARNm de la SMAD5 (Rodan y Harada 1997). Koga et al., (2004) examinaron el 

efecto del Fk506 en la formación de hueso en cultivo de células precursoras osteoblásticas de calvaria. El 

Fk506 suprimió la expresión del ARNm de los genes colágena I  I y BSP, a los 3 días de cultivo. Koga et 

al., (2004) sugirieron que la diferenciación osteoblástica es inhibida por el Fk506 vía inhibición de NFAT y 

Osterix. En contraste, en nuestro estudio, a los 14 días de cultivo el Fk506 incrementa la expresión de 

Col-I, CAP y GDF5. Lo que nos sugiere que el Fk506 pudiera estar participando en la diferenciación 
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celular. La combinación de FK506 y hrCAP induce un mecanismo aun desconocido de la inhibición para 

la diferenciación de esta línea celular. 

El MPA promueve la expresión de ARNm de los marcadores tempranos de la biomineralización, 

OCN, BSP, y los factores de crecimiento y diferenciación a los 3 días de cultivo, además de CAP y 

CEMP-1 a los 7 y 14 días de cultivo. Estos resultados muestran que el MPA promueve la diferenciación 

celular hacia un fenotipo mineralizante-cementoblástico como anteriormente lo habíamos sugerido. 

Los resultados de los ARNm expresados en las células tratadas con la combinación del MPA con 

la hrCAP. Apuntan a que MPA+hrCAP inducen una diferenciación celular mas específica hacia un 

fenotipo cementoblástico, ya que favorece de modo importante la expresión de proteínas cemento 

específicas, esto puede explicarse con el experimento de Arzate et al. (1996), en el que se observó que la 

CAP es capaz de inducir la expresión de fosfatasa alcalina (ALP) y favorece la diferenciación celular de 

células mesenquimatosas indiferenciadas hacia un fenotipo mineralizante. Al mismo tiempo, nuestros 

resultados señalan que la CAP pudiera actuar como un factor autócrino. 

Para comprobar que efectivamente, las células tratadas con los inmunosupresores y la hrCAP se 

diferenciarón a un fenotipo mineralizante. Se determinó la actividad específica de la ALP. Nuestros 

resultados muestran que la CsA incrementa significativamente su actividad específica en comparación 

con el control. El mecanismo exacto que produce este aumento en la actividad específica de la ALP por la 

CsA aun no es claro. Además de la vía de acción de la inmunociclina, la CsA pudiera tener otro 

mecanismo de acción vía otras cascadas de señalización (Ogawa et al., 1998). Nosotros creemos que 

esta vía de señalización pudiera estar involucrada la cascada de la superfamilia de los TGF-. 

Mattabhorn et al. (2006) evidenciaron que la vía de señalización de las BMPs (pertenecientes a la 

superfamilia de los TGF-), es necesaria para activar la diferenciación osteoblástica. En específico para 

el incremento de la actividad específica de la ALP. Además, Mattabhorn et al. concluyen que las BMPs 

actúan de forma autócrina. En nuestros resultados evidenciamos que la CsA incrementa la expresión de 

TGF- y GDF5. Es necesario hacer estudios respecto a esta vía de señalización. 

También en nuestros resultados se observa que la CsA cuando se le administra con la hrCAP, 

ambas incrementan la actividad específica de la ALP. En este sentido, Pitaru et al. (2002) probaron que la 

BMP-2 induce la expresión de la CAP en células del ligamento periodontal. Nosotros hipotetizamos que la 

conjugación de la CsA que estimula la expresión de TGF- y GDF5, a su vez estimula la expresión de 

CAP y ALP. Es necesario hacer estudios sobre la expresión de las BMPs en células estimuladas con CsA 

y hrCAP. 

El Fk506 incrementa significativamente la actividad específica de la ALP a los 3, 7 y 14 días de 

cultivo con respecto al control. En contraste, Hogaza et al. (1998) reportaron que en cultivo de osteblastos 

el Fk506 no afecta la expresión ni actividad enzimática de la ALP, esta diferencia puede deberse a las 

características propias de las líneas celulares. Los osteoblastos son células alargadas, cúbicas, su núcleo 

es redondo y su citoplasma esta ocupado por el complejo de golgi y un abundante retículo endoplásmico 

rugoso. Los osteoblastos producen sustancia osteoide por medio de la síntesis una matriz extracelular 
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rica en proteínas colágenas (I, III, IV) y no colágenas (OPN, BSP, OCN, ALP) (Bosshardt, 2005). Mientras 

que los cementoblastos son células mas pequeñas cuboidales. El núcleo de los cementoblastos es rico 

en eucromatina, contiene un aparato de golgi poco desarrollado. Los cementoblastos sintetizan sustancia 

cementoide a base predominantemente de colágena tipo I y otras proteínas no colágenas al igual que el 

hueso. Se ha reportado que en el cemento parecen expresarse predominantemente dos proteoglicanos, 

(fobromodulina y el lumican) en comparación con el tejido óseo (Bosshardt, 2005; Cheng et al., 1996). 

Además los cementoblastos expresan proteínas específicas de cemento. La CAP y la CEMP-1 

(Bosshartdt, 2005; Arzate et al., 1992b, 2005). 

El Fk506 con la hrCAP incremento significativamente en la actividad específica de la ALP a los 3, 

7 y 14 días de cultivo. Aunque a la fecha se desconocen los mecanismo que regulan el aumento de la 

ALP. 

La administración de MPA al cultivo de células derivadas del cementoblastoma humano inhibió la 

actividad específica de la ALP a los 3, 7 y 14 días de cultivo aun cuando se le administra con la hrCAP. 

Reafirmando que el MPA pudiera estar seleccionando subpoblaciones celulares para llevar a 

diferenciación una línea celular homogénea por medio de la estimulación de la expresión de los factores 

de crecimiento y diferenciación vía TGF-. El proceso biológico de selección de subpoblaciones celulares 

estaría favorecido, in vivo, por la hrCAP, ya que se ha imnunolocalizado en las zonas donde se sugiere se 

encuentran las células progenitoras del ligamento periodontal (Arzate et al. 1992). 

Asimismo, se cuantificó el Ca2+ en los cultivos tratados con inmunosupresores y hrCAP para 

evidenciar la mineralización de la matriz extracelular. La CsA y la CsA con hrCAP, incrementan la 

deposición de este mineral a los 3, 7 y 14 días de cultivo. Esto concuerda con nuestros resultados 

obtenidos en los ensayos de la actividad específica de la ALP y los resultados anteriormente publicados 

de Arzate et al. (2005), en los que se demuestra que la CsA induce la mineralización en cementoblastos 

in vitro. Koga et al. (2004) examinaron el efecto del Fk506 en la formación de hueso en cultivo de células 

precursoras osteoblásticas de calvaria. El Fk506 suprimió substancialmente la formación de nódulos 

óseos aun en presencia de la BMP-2 a los 7 días. En contraste; nuestros resultados muestran que en 

cementoblastos putativos el Fk506 y el Fk506 con hrCAP incrementan la deposición de Ca2+ a los 3, 7 y 

14 días de cultivo con respecto al control correspondiente. Inferimos que el Fk506 con la hrCAP pudieran 

promover la mineralización de subpoblaciones celulares más que la diferenciación celular porque 

promueve el depósito de calcio en cultivo e incrementa la actividad específica de la ALP, pero inhibe la 

expresión de los ARNm de las proteínas que se expresan en células diferenciadas (OCN, OPN, BSP, 

TGF-, GDF5). El mecanismo por el cual el Fk506 lleva a cabo esta acción no es conocido. 

El MPA inhibe el depósito de Ca2+, aun en combinación con la hrCAP en los tiempos de cultivo 

estudiados. Es necesario el estudio de este inmunosupresor con la hrCAP a tiempos mas prolongados de 

cultivo, para observar los efectos de la diferenciación celular de una línea celular homogénea en la 

mineralización de la matriz extracelular. 
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Conclusiones 

 

El Fk506 con la hrCAP promueve la proliferación celular y la mineralización de la matriz 

extracelular por medio del incremento de la actividad específica de la ALP y el depósito de calcio en 

cultivo de células derivadas del cementoblastoma humano. Sin embargo, inhibe la diferenciación celular. 

El MPA con la hrCAP inhibe la proliferación celular y la mineralización de la matriz extracelular. 

Contrariamente, promueve fuertemente la diferenciación celular hacia un fenotipo mineralizante-

cementoblástico. 

Las células derivadas del cementoblastoma mostraron sensibilidad particular a la CsA con la 

hrCAP promoviendo los procesos biológicos de proliferación, diferenciación celular a un fenotipo 

cementoblástico y mineralización de la matriz extracelular 

La combinación de la CsA con la hrCAP pudiera ser usada como modelo para promover la 

formación de cemento en un sistema in vitro y estudiar los mecanismos celulares y moleculares de la 

cementogénesis y proponer la utilización de hrCAP+CsA como una alternativa terapéutica local para 

lograr la regeneración de las estructuras periodontales. 
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