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RESUMEN

Actualmente el principal objetivo que busca la terapia periodontal es la
regeneracion de los tejidos de soporte del diente (encia, ligamento periodontal,
hueso alveolar y cemento radicular) que han sido destruidos por la enfermedad
periodontal. EI cemento radicular contiene moléculas especificas que pueden
servir para identificar, aislar y caracterizar el linaje cementoblastico y determinar
los mecanismos moleculares que regulan el proceso de la cementogénesis, ya
gue es un paso fundamental en el proceso de regeneracion del periodonto. Por
tal motivo, la determinacion de los procesos celulares y moleculares que regulan
la formacion del cemento radicular, es de gran interés en el area de la biologia y
la regeneracion periodontal. Este trabajo reporta la purificacion de la proteina del
cemento 1 recombinante humana (hrCEMP1), expresada en células de
Escherichia coli BL21 y el papel que desempefia dicha proteina en el proceso de
formacion y mineralizacién de cristales de fosfato de calcio en un sistema in
vitro. La proteina se purificé por medio de cromatografia de afinidad a histidina,
utilizando la columna NIiTA HisPrep FF/16, la cual tiene niquel acoplado.
Nuestros resultados indican que se purific6 a homogeneidad una proteina de un
peso aproximado de 30 kDa, la cual corresponde con el peso tedrico de CEMPL1.
La identidad de la proteina purificada se confirmé por medio de Western blot
utilizando un anticuerpo dirigido contra la proteina («dCEMP1) y un anticuerpo
contra una etiqueta de histidinas presente en el vector de expresion (a6xHis). Se
realiz6 cromatografia de afinidad a hidroxiapatita utilizando la proteina hrCEMP1
purificada y se observé que esta tiene una muy alta afinidad a la hidroxiapatita,
por lo que se reforzo la hipdtesis de que esta proteina participa en el proceso de
mineralizacion. Se realizaron ensayos de formacion de cristales de fosfato de
calcio con el sistema de contradifusiéon en gel de silicato, utilizando como control
negativo albumina de suero bovino y ensayos sin proteina, y como grupo
experimental agregando al sistema 20 pg/ml de hrCEMP1. Los ensayos se
realizaron en los siguientes periodos de tiempo: 7, 14, 21, 30, 45y 60 dias. Los
resultados demostraron que en los experimentos inducidos con hrCEMP1, se
forman cristales que tienen una morfologia esferoidal formada a su vez por
cristales aplanados que crecen a partir del centro del cristal. Estos esferoides
tienen una relacion Ca/P mayor en todos los tiempos observados, comparados
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con los controles los cuales presentan principalmente una morfologia de placas
con bordes irregulares. Nuestros resultados demuestran que la proteina CEMP1
desempefia un papel importante en el proceso de biomineralizacién,
promoviendo la nucleacion y crecimiento, asi como regulando el grado de
mineralizacion de cristales de fosfato de calcio. Estos descubrimientos hacen a
CEMP1 un muy buen candidato para desarrollar aplicaciones biotecnolégicas
encaminadas a alcanzar la regeneracion del cemento radicular y/o la

regeneracion de tejidos 0seos.
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ABSTRACT

The main objective of periodontal therapy is the regeneration of the
tissues that comprise the periodontium (gingiva, periodontal ligament, alveolar
bone and cementum) and have been destroyed due to periodontitis. Cementum
contains specific molecules that can serve to identify, isolate and characterize
the cementoblastic lineage and to determine the molecular mechanisms that
regulate the process of cementogenesis, since this is a main step in the
regenerative process of the periodontum. Therefore, the knowledge about the
cellular and molecular processes that regulate the formation of cementum is of
great interest in the area of biology and periodontal regeneration. This study
reports the production and purification of a novel human recombinant cementum
protein 1 (hrCEMP1) expressed in Escherichia coli BL21 cells, and its role on the
formation and mineralization process of calcium-phosphate crystals in an in vitro
system. The protein was homogenously purified by means of affinity
chromatography to histidines. The identity of the purified protein was confirmed
by Western blot assays using antibodies against hrCEMP1 and a flag of
histidines (6xHis) included into the expression vector. In order to test CEMP1’s
affinity to hydroxyapatite, a chromatography assay was performed using a
hydroxyapatite column. These assays corroborated our theory that CEMP1 is
involved in the mineralization process. Assays for calcium-phosphate crystal
formation were performed with a counterdiffussion system in silicate gels, using
20 ug/ml of hrCEMP1 as experimental group and 20 ug/ml of bovine serum
albumin as a negative control. The assays were done in the following time points:
7, 14, 21, 30, 45 and 60 days. Our results showed that hrCEMP1 induces the
formation of crystals which have a spherulite-like morphology formed by needle-
like crystals emerging from the center of the crystal. The spherulites showed a
greater Ca/P relation in all the days tested, when compared with the controls.
Controls presented a plate-like morphology with irregular edges. We conclude
that CEMP1 plays an important role in the biomineralization process, promoting
the nucleation and growth, as well as regulating the degree of mineralization in
calcium-phosphate crystals mainly octacalcium phosphate. These findings
suggest that CEMP1 is a very good candidate to develop biotechnological
techniques for periodontal regeneration.
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INTRODUCCION

La biomineralizacion ocurre por la deposicion de cristales de hidroxiapatita
en una matriz extracelular consistente principalmente de coldgena | y una
variedad de proteinas no colagenas'. Se ha establecido que la matriz de
colagena tipo | no tiene la capacidad de inducir la formacién especifica de
mineral a partir de soluciones metaestables de fosfatos de calcio ni su
precipitacion, pero si proporciona una red organizada y nichos para la deposicién
de los cristales minerales; mientras las macromoléculas no colagenas de matriz
pueden controlar la nucleacion y crecimiento de la fase mineral. Se cree que las
proteinas no colagenas reducen la energia de activacion de la nucleacion y
formacion de la apatita. Esta compleja matriz organica induce una nucleacion
heterogénea de cristales de fosfato de calcio®. Aunque la hidroxiapatita es el
fosfato de calcio mas estable termodinamicamente no cristaliza
espontaneamente a partir de soluciones de fosfato de calcio a concentraciones
fisioldgicas®. La formacién de novo de fosfatos de calcio amorfo y su transicién
hacia fosfato octacalcico constituye el precursor de la hidroxiapatita en los seres
Vivos.

El papel de las proteinas de matriz extracelular respecto al fenbmeno de
la biomineralizacion no se ha dilucidado completamente a la fecha. En este
aspecto, las proteinas del cemento radicular parecen participar activamente en
la regulacion, crecimiento, composicién y morfologia de la matriz mineralizada®.
La proteina del cemento 1 (CEMP1) es una proteina especifica del cemento
radicular, que sirve como el Unico marcador bioldgico de este tejido a la fecha.
CEMP1 se expresa espacialmente a través de la longitud del cemento radicular
(celular y acelular) y en células madre mesenquimales de ligamento
periodontal®. Estos datos en conjunto sugieren que CEMP1 juega un papel clave

durante la biomineralizacién del cemento radicular.
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Periodonto

El periodonto es el conjunto de tejidos dinamicos que como principales
funciones tiene dar el soporte a los 6rganos dentales dentro de su alveolo,
distribuir las fuerzas de la masticacion, ayudar a la fonacion, proveer un
reservorio de células para la homeostasis y la regeneraciéon o reparacion del
tejido, asi como proteger a la raiz dental®. Esta constituido por 4 tejidos; dos
tejidos blandos: encia y ligamento periodontal y dos tejidos mineralizados: hueso
alveolar y cemento radicular (figura 1). En estado de salud, estos tejidos se
desarrollan y funcionan como una unidad. Sin embargo, si alguno de estos
cuatro tejidos presenta una alteracion patoldgica, sin tratamiento la repercusion
en los demas genera inestabilidad pudiendo llegar hasta la pérdida de los
6rganos dentales” 8.

Esmalte

Dentina

Encia

Pulpa

Cemento
Radicular

Ligamento
Periodontal

Hueso
Alveolar

Foramen
Apical

Figura 1. Tejidos periodontales
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Encia

Esta constituida por epitelio gingival y tejido conectivo, forma parte de la
mucosa oral recubriendo los procesos alveolares de la mandibula y la maxila
rodeando los cuellos de los dientes. El tejido conectivo de la encia es muy
similar al de la piel, compuesto principalmente de fibras colagenas,
proteoglucanos, fibronectina, osteonectina, tenascina y elastina en proporciones
variables, dependiendo de su localizacion. Su funcién principal es de proteccion
para las estructuras profundas.

Anatomicamente se divide en marginal, adherida o insertada y de areas
interdentales. La encia marginal es aquella que rodea el cuello del diente y
forma el surco gingival. El surco gingival es el espacio limitado por el cuello del
diente por un lado y por el epitelio que recubre a la encia marginal. En humanos
clinicamente sanos, se puede medir una profundidad normal de hasta 3 mm. La
encia es de consistencia resilente y se encuentra firmemente adherida al hueso

alveolar. Los elementos celulares mas abundantes son los fibroblastos ® 1°.

Ligamento periodontal

Es un tejido conectivo especializado con un recambio metabdlico muy
alto, que se localiza en el espacio entre el cemento radicular y el hueso alveolar.
Sus principales funciones son: dar soporte al 6rgano dental manteniéndolo en su
alveolo, soportar las fuerzas masticatorias y actia como receptor sensorial,
necesario para el posicionamiento oclusal®. Estructuralmente, los elementos mas
abundantes son las fibras periodontales las cuales estdn formadas de colagena
tipo 1y Ill, que son producidas por los fibroblastos. Las fibras de colagena que se
insertan en uno de sus extremos al cemento radicular y por el otro extremo al
hueso alveolar, son llamadas fibras de Sharpey. Contiene proteoglucanos ricos
en leucina incluyendo a la fibromodulina y perlecano, ademas se han detectado
otros proteoglucanos como el CD/44 en la superficie de los fibroblastos y a la
glucoproteina tenascina en las zonas de insercion del hueso alveolar y del
cemento radicular. La fibronectina se localiza rodeando a las fibras colagenas.
Los elementos celulares de este tejido son los fibroblastos, cementoblastos,
osteoblastos y osteoclastos® *°. Dentro de la poblacién celular, la fibroblastica es
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la predominante. Son los fibroblastos los que se encargan de sintetizar y
remodelar la matriz extracelular. Se ha demostrado que existen diferentes
subpoblaciones o subtipos de fibroblastos, dentro de estos, los que presentan el
fenotipo mineralizante, enriquecidos en fosfatasa alcalina y tienen la capacidad
de diferenciarse a osteoblastos o cementoblastos y son responsables de la
produccion de cemento radicular acelular con fibras extrinsecas y también se

encargan del mantenimiento del espacio del ligamento periodontal” ** 2,

Hueso alveolar

Los procesos maxilares de los humanos se pueden subdividir en dos
partes: a) el proceso alveolar que aloja las raices de los érganos dentarios
erupcionados y b) el cuerpo basal no involucrado en esta funcion. El proceso
alveolar consiste del alvéolo que forma la pared de las criptas, la cortical interna,
externa y el hueso esponjoso entre ambas corticales. Como los procesos
alveolares se desarrollan y sufren remodelacion de acuerdo a la formacion y
erupcion dental, son estructuras 6seas dependientes de los érganos dentarios y
la forma, localizacion y funcién de los dientes determina la morfologia de los
procesos alveolares’. La composicién bioquimica no ha sido bien determinada a
la fecha. Como el resto de los tejidos periodontales, dentro del componente
organico, predominan las colagenas tipo | y Ill. El hueso alveolar contiene
ademas proteinas no colagenas como osteocalcina y sialoproteina Osea, asi
como componentes no especificos como osteopontina, osteonectina y proteinas
morfogenéticas de hueso (BMP’s).™® Presenta una fase mineral que representa
el 50% de la composicién total del tejido, esta se encuentra constituida
principalmente por calcio y fosfato en forma de cristales de hidroxiapatita
(Cayo(PO4)s(OH)). ™

Cemento radicular

Es un tejido conectivo especializado mineralizado que cubre la superficie
radicular de los Organos dentarios desde la union cemento-esmalte, que
regularmente se encuentra en el cuello del diente en la unién de la corona y la

raiz dental hasta el 4pice que es la parte mas distal de la raiz dental. El cemento
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radicular es un componente de suma importancia en el aparato de insercion del
diente, debido a que es el sitio donde las fibras del ligamento periodontal
provenientes del hueso alveolar se insertan. Histolégicamente este tejido es muy
parecido al hueso y la dentina, sin embargo, cuenta con caracteristicas Unicas
que lo hacen diferente como son: la ausencia de vascularizacion directa, carece
de inervacion y drenaje linfatico, tiene un bajo recambio metabdlico y no sufre

procesos de remodelacién sino que tiene un proceso de aposicién constante'®
14, 15

Cementogénesis

Durante la formacion de la raiz, el mesénquima apical continla
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 (HERS). Las células de la vaina proliferan y migran hacia la zona apical,
donde se dividen en la papila y el foliculo dental. Las células de HERS migran de
la raiz a la region del futuro ligamento periodontal donde se reasocian para
formar los restos epiteliales de Malassez que persisten en los adultos en una
posicion cercana a la superficie radicular. Una vez que se ha perdido la
continuidad de las células de HERS, las células foliculares ecto-
mesenquimatosas comienzan a depositar el cemento radicular sobre la dentina
recién depositada y/o sobre la matriz secretada por las células de HERS. La
region apical de la raiz en desarrollo contiene células ectomesenquimatosas
progenitoras de fibroblastos, pre-odontoblastos y pre-cementoblastos*® 2.

Un concepto reciente acerca de la funcion de las células de HERS postula
que estas producen una membrana basal con proteinas quimiotacticas que
dirigen la migracion de células pre-cementoblasticas e inducen su diferenciacion
a cementoblastos. Dentro de las moléculas presentes hay proteinas de matriz
extracelular, factores de crecimiento, proteinas de esmalte y moléculas de
adhesion como la proteina de adhesion del cemento (CAP). Una vez que el
organo dental ocluye con su antagonista, la proliferacion de células de HERS
disminuye y algunas células quedan atrapadas en la matriz mineralizada.
También se piensa que, las células de HERS sufren una transformacion ecto-

mesenquimatosa para convertirse en cementoblastos funcionales. Se ha
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propuesto que existen diferentes tipos de cementoblastos: los originados de la
vaina epitelial de Hertwig via transformacion epitelio-mesénquima y los

derivados del foliculo dental que forman el cemento celular'®??

, también que las
células progenitoras del ligamento periodontal adoptan una localizacidon
paravascular en el ligamento periodontal, estas células exhiben algunas

caracteristicas de células troncales y pueden regenerar tejido funcional **#* %,

El depdsito de cemento radicular comienza justo apical al esmalte cervical e
histolégicamente se ha clasificado en varios tipos de acuerdo al origen de las
fibras y la ausencia o presencia de células.

» Cemento acelular afibrilar (AAC). Cubre los dientes a nivel de la unién
esmalte-cemento, se compone de una matriz mineralizada pero carece de
fiboras de colagena y células incluidas. Se deposita sobre esmalte y
dentina en forma de parches aislados, su depdsito inicia después de la
maduracion del esmalte y continda por tiempo indefinido. Este tipo de
cemento no es tomado en cuenta por muchos autores porque las células
responsables de su produccion no se han identificado, se piensa que las
células del tejido conectivo depositan la matriz cuando contactan la
superficie del esmalte.

« Cemento acelular con fibras extrinsecas (AIFC). También se conoce
como cemento acelular o primario, se localiza en el tercio cervical
radicular o en la mitad de la raiz. Su desarrollo es muy lento y se
considera acelular por que las células que lo forman permanecen en la
superficie de este tejido y no quedan incluidas en el. Presenta un gran
namero de fibras de Sharpey insertadas en forma perpendicular a la
superficie de la raiz, lo que destaca la importancia de este tejido en el
anclaje del érgano dentario. Su formacion comienza poco tiempo después
de la formacion de la raiz y continua mientras el resto de las estructuras
periodontales adyacentes permanezcan intactas. Es producido por
cementoblastos que se diferencian en proximidad a la superficie radicular.

» Cemento celular con fibras intrinsecas (CIFC). Llamado cemento
secundario o cemento celular se distribuye en el tercio apical de la raiz
dental y en los dientes con mas de una raiz y se localiza en la zona de la
furcaciéon. Se produce como tejido de reparacién para rellenar los

9
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defectos creados por resorciones o fracturas y puede localizarse en una
posicibn mas coronal. La presencia de fibras de colagena producidas por
los cementoblastos (fibras intrinsecas) asi como, la presencia de células
atrapadas dentro de la matriz mineralizada (cementocitos) son
caracteristicas de este tipo de cemento. Forma parte del componente
intrinseco del cemento celular estratificado mixto, el cual presenta
estratos o capas derivadas del depdsito consecutivo de capas alternadas
de cemento acelular con fibras extrinsecas y cemento celular con fibras

intrinsecas!®1® 2728,

Composicion organica e inorganica del cemento radic ular

La composicién del cemento radicular es muy similar a la del hueso y la
dentina, tiene aproximadamente 50% de contenido inorganico, formado
principalmente por cristales de hidroxiapatita y 50% de contenido organico, de
éste, el componente predominante es la colagena tipo | (90%), la colagena tipo
[Il (5%) y en menor proporcidén colagena tipo Xll, trazas de colagena V y VI en
localizacién peri-celular y tipo XIV asociada a las fibras de Sharpey® ¢ 2° se
encuentran también proteoglucanos que se asocian principalmente a los
cementoblastos y a los cementocitos, y se han localizado e identificado
versicano, decorina, biglicano, fiboromodulina y lumicano. Las proteinas no
colagenas del cemento radicular en su mayoria también estan presentes en el
hueso incluyendo a la sialoproteina 6sea (BSP), proteina de matriz dentinaria-1
(DMP-1), fibronectina, osteocalcina, osteonectina y osteopontina’®, ademéas de
diversos factores de crecimiento como el factor de crecimiento tipo insulinico. A
la fecha se han descrito dos proteinas especificas del cemento radicular, la
proteina del cemento 1 (CEMP1) y la proteina de adhesion del cemento radicular
(C AP)5' 30-32.

Participacion de proteinas colagenas y no colagenas en el proceso de
biomineralizacion del cemento radicular

Como se menciond anteriormente la colagena tipo |, es la proteina mas
abundante de la matriz organica del cemento radicular, representa el 90% del

total de las proteinas en el cemento. Se ha descrito que los cristales minerales

10
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se forman inicialmente en los espacios entre las fibras de colagena®. Las fibras
de colagena proporcionan una estructura que funciona como andamio sobre el
gue se relacionan otras proteinas, las cuales cumplen diversas funciones.
Algunas de ellas acttan como proteinas que favorecen la nucleacion; que
constituye el proceso por medio del cual, un nimero de moléculas se van
agregando o depositando hasta formar nucleos de crecimiento mineral, a estos
ndcleos se siguen agregando mas moléculas hasta formar una nueva fase. La
nucleacion puede ser homogénea si ocurre sin la participacion de elementos
externos, s6lo con la saturacion local de minerales que formaran la fase
cristalina, o heterogénea si existe la participacion de elementos externos como
son las macromoléculas®*. La nucleacién en el proceso de biomineralizacién del

cemento radicular es una nucleacién heterogénea.

Fosfatasa alcalina (ALP)

Esta es una proteina glicosilada con actividad enzimatica localizada en la
porcién externa de la membrana citoplasmatica® y también se encuentra en las
vesiculas de matriz, que son organelos producidos por las células mineralizantes
y estan localizadas en la matriz extracelular, dichas vesiculas contribuyen a la
mineralizacion de la matriz extracelular formando fosfatos de calcio amorfos y
cristales de hidroxiapatita®®. La fosfatasa alcalina es responsable de regular las
concentraciones extracelulares de fosfatos, desfosforilando diversas moléculas.
La actividad de esta molécula se incrementa cuando inicia el proceso de
mineralizacion de la matriz extracelular, por lo que es un marcador temprano de
la biomineralizacién®’. Su actividad se ha localizado en placas de crecimiento de
cartilago, en células endosteales, células de medula Osea, osteoblastos y
cementoblastos. En hueso se ha identificado en el frente de mineralizaciéon®, y
su participacion en la biomineralizacion aunque no completamente comprendida
es muy significativa. En casos de hipofosfatasia, enfermedad metabdlica
caracterizada por una disminucion en la actividad de ALP no-tejido-especifica, la
formacién de cemento es deficiente o nula con la subsecuente exfoliacion dental,
por lo que se le atribuye un papel importante en la regulacion de los niveles de

6, 39-41

pirofosfato Su actividad también ha sido detectada en el ligamento
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periodontal, con una distribucion heterogénea en sitios adyacentes al hueso y

cemento radicular (zonas de cementogénesis)*.

Sialoproteina 6sea (BSP)

Constituye hasta el 15% del total de proteinas no colagenas del hueso y
cemento radicular. Tiene un peso molecular tedrico de 33.6 kDa, aunque al
separarla por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
sédico (SDS-PAGE), la proteina puede ser identificada como una banda de
cerca de 80 kDa, esto por el alto contenido de modificaciones postraduccionales,
las cuales son principalmente residuos de acido glutamico, ademas de estar
altamente fosforilada®®. Se piensa que el contenido de &cido glutamico esta
involucrado en la unién a hidroxiapatita asi como en la nucleacion de los
cristales de dicho mineral. También posee una secuencia RGD (Arg-Gly-Asp)
involucrada en la adhesion celular por medio de integrinas. Se le ha
inmunolocalizado en hueso, dentina y cemento radicular asociandose a zonas
con nueva formacién de hueso, asi como en algunos carcinomas que hacen
metastasis hacia hueso (mama, préstata, pulmén y tiroides). El papel mas
destacado que se le atribuye es como nucleador de los cristales de
hidroxiapatita, por lo que desempefia un papel importante en las etapas iniciales
de la mineralizacién y se le considera como un marcador de diferenciacion de
osteoblastos y cementoblastos™ **. Su participacion en la cementogénesis se ha
sugerido como el de una molécula promotora de la formacion de mineral sobre la
superficie radicular asi como en la adhesion celular por su motivo RGD y su

interaccién con las integrinas®.

Osteocalcina (OCN)

También se le conoce como proteina Gla de hueso. Esta es una proteina
de s6lo 100 aminoacidos y tiene un peso molecular aproximado de 5.8 kDa. Fue
la primera proteina derivada de hueso que fue caracterizada. Contiene tres
residuos de acido glutamico que estan y-carboxilados, los que se asocian con
sus propiedades de unién a calcio y cristales de hidroxiapatita. La producen los
osteoblastos y los osteoclastos completamente diferenciados y es secretada a la

matriz en el frente de mineralizacién®®.
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Se ha inmunolocalizado en hueso alveolar, cemento radicular y dentina.
La funcion que desempefia es la de modular el crecimiento, tamafio y forma de
los cristales de hidroxiapatita, también participa en el reclutamiento de

osteoclastos y en la remodelacién 6sea® ** #°.

Osteopontina (OPN)

También llamada sialoproteina 6sea | (BSPI) o fosfoproteina secretada 1
(SPP1), es una fosfoproteina glicosilada con un peso molecular teérico de 35.4
kDa con un alto contenido de acido aspartico, puede estar altamente fosforilada
en los residuos de serina y treonina. Contiene sitios putativos de union a calcio,
lo que explica su afinidad a los cristales de hidroxiapatita. Presenta un dominio
de adhesion celular RGD para interactuar con las integrinas avf33, avpl y avps.
Se une ademas a colagena, fibronectina y osteocalcina. En el hueso se localiza
en el frente de mineralizacion. Aunque se considera un componente fundamental
del hueso, también se localiza en sitios no mineralizados como rifién, células de
musculo liso arterial y en la superficie luminal de células epiteliales en tejidos
ductales. También se encuentra en la mayoria de las secreciones corporales
como orina, leche, saliva y bilis. En los tejidos mineralizados se han determinado
al menos tres funciones para esta proteina: 1) regulacién de la adhesion celular,
2) regulacion de la actividad osteoclastica y 3) regulacidon de la mineralizacion de
la matriz extracelular. Se considera que juega un papel importante en la
resorcion 6sea®™ *’. Datos recientes sugieren que su papel en el proceso de
biomineralizacion estd asociado a la inhibicion (regulacién) del crecimiento de

los cristales de hidroxiapatita®.

Integrinas y factores de crecimiento

Durante el proceso de biomineralizacion es necesario que las células
interaccionen con su sustrato por medio de integrinas, que son proteinas que
actuan como receptores de membrana formando heterodimeros consistentes en
una cadena o y una (3; al ser proteinas transmembranales poseen una porcion
citoplasmatica unida al citoesqueleto. Estas proteinas favorecen la organizacion
del citoesqueleto ademas de activar diversos procesos celulares, como la
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proliferacion y diferenciacion. Esta interaccion célula-sustrato propicia la
expresion de numerosas moléculas por parte de las mismas células como el
factor de crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento transformante 3
(TGFPB), factor de crecimiento tipo insulinico (IGF-1 y II), proteinas
morfogenéticas de hueso (BMPs), factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF) y factor de crecimiento y diferenciacion 5 (GDF-5), entre otros, que

estimulan la proliferacién y diferenciacion celular®.

Proteina de adhesién del cemento (CAP)

Se ha aislado, purificado y caracterizado parcialmente a partir de
extractos de cemento radicular maduro, es una proteina tipo colagena que tiene
un peso molecular de 56 kDa y presenta una secuencia de aminoacidos con
cierta homologia con la coladgena tipo | y Xll, aunque no estan
inmunolégicamente relacionadas®®®?. Se ha inmunodetectado en la matriz del
cemento radicular, en células paravasculares de los espacios endosteales y en
cementoblastos putativos in vitro®* *°. Se demostré que promueve la migracién
celular con mayor afinidad para las células del ligamento periodontal y del hueso
alveolar que para fibroblastos gingivales hacia la superficie radicular, promueve
la adhesién celular mediada por las integrinas avpl *°, incrementa la actividad
especifica de la fosfatasa alcalina y promueve la condrogénesis y mineralizacion
en células mesenquimatosas; es decir, induce la diferenciacién celular'®. En
cultivos celulares del foliculo dental de bovino se ha demostrado que los
progenitores putativos de los cementoblastos expresan esta molécula®.
También se ha demostrado que fibroblastos tratados con BMP-2 expresan CAP
y ALP, por lo que BMP-2 puede reclutar progenitores e inducir la diferenciacion
celular por medio de la expresion de moléculas especificas de cemento
radicular’® 3. Las vias de sefializacion intracelular involucradas que se han
identificado y se propone que participan en la proliferacion y diferenciacion

celular son la via de Smad-1 (via canénica de sefializacion de BMP) y MAPK>*.

14



' o

AW |

1904

Proteina del cemento 1 (CEMP1)

Es una proteina de 247 aminoacidos con un peso molecular teérico de
25.9 kDa, la cual inicialmente fue aislada a partir de una biblioteca derivada de
cementoblastos putativos humanos cultivados in vitro. Su expresion in vitro tanto
a nivel de ARNm como de proteina se limita a cementoblastos putativos (cé€lulas
derivadas del cultivo de un cementoblastoma humano) y una subpoblacion de
células derivadas del ligamento periodontal con una localizacion paravascular,
cementoblastos y células de los espacios endosteales. Al analizar la secuencia
in silico se obtuvieron los siguientes resultados: el ADNc de 1374 nucle6tidos
contiene un marco de lectura abierto de 744 nucledtidos, la busqueda en bases
de datos determiné que tiene 100% de homologia con una clona de ADN de
Homo sapiens presente en el cromosoma 16 (Gene Bank AC093525.3). Se
predice la localizacion como nuclear a pesar de no tener motivos de union a
ADN, no se ha encontrado similitud significativa con ninguna otra proteina en las
bases de datos, sin embargo una regién de la proteina (del residuo 30 al 110)
presenta 40% de identidad con la colagena tipo X, ademas de presentar
reaccion cruzada con anticuerpos especificos contra la colagena X, aunque no
tiene las repeticiones clasicas Gly x-y>°.

CEMPL1 ha sido caracterizada parcialmente a la fecha. Los analisis de
dicroismo circular predicen que la estructura secundaria de esta proteina es
principalmente de hojas [ (32.4% [-anti paralela, 16.7% giros-f y 5.8% [3-
paralela), 10% de a-hélice y 35% de conformacién al azar*®. Presenta ademas
dos sitios para N-glicosilaciones en los aminoacidos 20 y 25 (Asn-X Ser/Thr). Se
ha detectado la presencia de fosforilaciones en CEMP1 utilizando anticuerpos
anti-fosfoserina y anti-fosfotreonina. Mediante comparaciones con el peso
molecular tedrico de CEMPL1 se ha logrado deducir que las modificaciones pos-
transcripcionales contribuyen en 43.5% al peso total de la proteina nativa, la cual
muestra una movilidad relativa (M;) de 50,000 * °°

No ha detectado el ARNm ni la proteina en otros tejidos humanos como
cerebro, corazon, pulmén, higado y aorta por lo que constituye un marcador
biolégico para cementoblastos y los progenitores putativos en el ligamento
periodontal® *> °’. También se demostré que la transfeccién con el gen de

CEMP1 y la sobreexpresion de esta en células no mineralizantes (fibroblastos

15



' o

AW |

1904

gingivales humanos adultos) da como resultado la diferenciacion de estas
células hacia un fenotipo mineralizante®.

Se ha demostrado que CEMP1 participa en el depdsito y composicion de
los cristales de hidroxiapatita asi como en la regulacion de la expresion de las

proteinas ALP, OPN y BSP en cementoblastos putativos in vitro %>

, por lo que
es probable que juegue un papel fundamental en la regulacién local de la
diferenciacion de los cementoblastos y en la mineralizacion de la matriz
extracelular del cemento. Recientemente se utiliz6 como marcador de
cementoblastos derivados de las superficies radiculares de humano y ademas
se confirm6 su expresion en cemento, cementoblastos y células del ligamento
periodontal®®. Otro estudio demostré que células derivadas del foliculo dental
tratadas con extracto derivado de proteinas de matriz de esmalte se
diferenciaron a un fenotipo cementoblastico expresando CEMP1 y CAP,
activAndose la fosforilacion de Smad-1 y activando la via de MAPK para la

proliferacion y diferenciacion celular®’.

Estrategias para el estudio de biomoléculas asocia  das al proceso de

biomineralizacion

La funcion de biomoléculas de matriz de los tejidos mineralizados en
vertebrados y no vertebrados, generalmente han sido demostradas como se
describe:

1) Las moléculas que se cree pueden influenciar el proceso de
biomineralizacion son, primeramente aisladas del tejido mineralizado,
purificadas, caracterizadas, clonadas y expresadas en formas
recombinantes. Se analiza su distribucién espacial y temporal en el tejido
mineralizado, asi como su ausencia 0 presencia en ciertas patologias
relacionadas con los tejidos mineralizados y su ausencia en tejidos no
mineralizados, ademas su inmunolocalizacién e hibridacion in situ pueden
sugerir su papel en la formacion mineral.

2) La biomolécula bajo estudio puede estar asociada al proceso de
biomineralizacion in vivo, mediante estudios en tejidos genéticamente
modificados o en organismos enfermos donde la expresion o ausencia de

la biomolécula de interés esta alterada, inhibida o amplificada.
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3) Estudios de mineralizacién in vitro pueden ser usados para generar

informacion sobre el mecanismo de acciéon de la biomolécula en cuestion

y asi dilucidar la funcion que tiene in vivo.

Recientemente han sido introducidos técnicas libres de células que utilizan

precipitacion en geles para ayudar a dilucidar como las proteinas no colagenas y

otras biomoléculas acttan en el proceso de biomineralizacién (Tablal). >

El sistema de contradifusion en gel de metasilicato de sodio ha sido

empleado como medio de cristalizacion ya que presenta las siguientes ventajas:

A)

B)

C)

D)

E)

F)
G)
H)

La proteina en estudio es incorporada al gel a temperatura ambiente,
por lo que permanece estable y sin desnaturalizarse durante el tiempo
que dura el experimento.

Los cristales formados son facilmente recolectados del gel, sin
contaminacion.

La reaccion quimica es facilmente controlada.

Son experimentos libres de células y el gel no interacciona con el
proceso; lo que permite conocer el efecto de la biomolécula por si sola
en el proceso de biomineralizacion.

El sistema permite el estudio de la nucleacion de cristales de novo, asi
como la nucleacion heterogénea y la regulacién del crecimiento de los
cristales.

El gel es translucido y el proceso puede ser facilmente observado.

Se puede controlar la velocidad de difusién de elementos.

El gel proporciona una matriz sobre la cual se aloja la proteina, la
difusién lenta de las sales, el uso de soluciones con un pH y
temperaturas de incubacion fisioldgicas (7.4 y 37T respectivamente),
hacen que este sistema semeje en gran medida a las condiciones

presentes en los sistemas biol6gicos?.
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Molécula Origen Gel Efecto pa/mi
Fosfolipidos &cidos Hueso Gelatina Promotor 03-1.2
Agrecano Cartilago Gelatina Inhibidor 2
Albumina Suero Agarosa Sin efecto 3-30
Amelogenina Diente Gelatina Promotor 1250 - 20000
Amelogenina y enamelina Diente Gelatina No caracterizado 7500 — 15000/

18-80
Sialoproteina 6sea desfosforilada Hueso Agarosa Promotor 5
Sialoproteina 6sea Hueso Gelatina Promotor 10-50
Sialoproteina 6sea Recombinante Agarosa Promotor 1.7-34
Condrocalcina Cartilago Agarosa Sin efecto 0.3-100
Colagena | Tendon Gelatina Sin efecto 1000
Colagena | Piel Acrilamida Sin efecto 1000
Colagena X Cartilago calcificado Gelatina Sin efecto 50 - 300
DS-biglicano Cartilago, hueso. Gelatina Promotor/Inhibidor 10-50
DS-decorina Piel Gelatina Sin efecto 1-100
Dentin-sialoprotein Dentina Gelatina Promotor/Inhibidor 5-10/50 - 100
Proteina de matriz de dentina-1 Rata Gelatina Promotor 1-25
Proteina de matriz de dentina-1 Rata Gelatina Sin efecto 0.5-28
Proteina de matriz de dentina-1 Bovino Gelatina Inhibidor 5-25
Osteopontina Hueso Agarosa Inhibidor 100
Osteopontina Hueso Agarosa Sin efecto 1-10
Osteopontina Hueso Gelatina Inhibidor 10-100
Osteopontina Hueso Agarosa Sin efecto 0.3-100
Fosfoforina (*AmM Ca) Dentina Gelatina Promotor/Inhibidor 0.01-1/10-

100

Fosfoforina Dentina Agarosa Promotor 10-30
Fosfoforina Dentina Agarosa Promotor 1000
Fosvitina Huevo Acrilamida Promotor 1000

Tabla 1. Estudios de difusién en gel realizados a moléculas de matriz y su efecto en el

proceso de mineralizacién (Adaptado de Silverman L, Boskey A. Diffusion systems for

evaluation of biomineralization. Calcified Tissue International 200; 7: 494-501) **.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad periodontal es uno de los padecimientos bucales de
mayor incidencia en la actualidad. Las secuelas que deja dicha enfermedad van
desde la resorcién 6sea moderada y migracion gingival, hasta la pérdida de los
organos dentales. Para que se lleve a cabo la regeneracién de las estructuras
periodontales, es necesario que el cemento radicular se regenere para que las
fibras del ligamento periodontal puedan reinsertarse en él. La formacion del
cemento radicular es un paso obligado para recuperar la homeostasis en el
periodonto, por lo cual es importante conocer como moléculas especificas de

dicho tejido participan en el proceso de biomineralizacion.
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JUSTIFICACION

En el laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados de la
Facultad de Odontologia de la UNAM, se logré aislar y clonar el gen de la
proteina del cemento 1 (CEMP1 o CP-23). Estudios previos realizados sobre
esta proteina reportan que soOlo se localiza en cementoblastos y células
progenitoras localizadas en los espacios endosteales del hueso alveolar, tanto a
nivel de ARNm como de proteina, lo que la hace a la fecha, el anico marcador
biolégico del cemento radicular. Dichos estudios también indican que CEMP1
participa de manera importante en la regulacion positiva de la mineralizacion del
cemento radicular, aunque los mecanismos especificos mediante los cuales
actua se desconocen a la fecha.

Es de importancia conocer como participa CEMP1 en el proceso de
formacion y mineralizacion de cristales de fosfato de calcio ya que se pueden
proporcionar nuevos elementos que ayudaran a comprender el proceso de la
cementogénesis y en un futuro mediato el disefio de terapias para lograr la

regeneracion de las estructuras periodontales.
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HIPOTESIS

La proteina del cemento 1 recombinante humana (hrCEMP1) promueve la
formacion, crecimiento y regulacién de la morfologia de los cristales de fosfato

de calcio en un sistema in vitro.

OBJETIVOS:
Objetivo general

Determinar el papel de la proteina hrCEMP1 durante el proceso de
mineralizacion de cristales de fosfato de calcio utilizando el sistema de

contradifusion en geles de silicato.

Objetivos especificos

Determinar el efecto de la proteina hrCEMP1 en la morfologia de cristales

de fosfato de calcio utilizando microscopia electrénica de barrido (SEM).
Determinar la composicién quimica y la relacion Ca/P de los cristales de

fosfato de calcio utilizando la técnica de difraccion de rayos X de polvos (DRX) y

microanalisis de energia dispersiva electronica con rayos X (EDS).
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MATERIAL Y METODOS

Clonacion y expresion de la proteina recombinante h umana CEMP1

Las clonas recombinantes se construyeron en un vector de clonacién
direccional pENTR/SD/D-TOPO con el gen de la proteina del cemento 1,
producto de PCR de extremos romos (Invitrogen, Carlsbad, CA). El gen de
CEMP1, producto de PCR se obtuvo disefiando el primer sentido adicionando 4
bases (CACC) en el final 5', seguido de un codén inicial ATG para el inicio de la
traduccion en forma direccional (5' CACC ATG GGC ACA TCA AGC ACT GA 3)).
El primer antisentido se disefié eliminando el coddén 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 etiqueta de 6xHis con el vector de entrada Gateway
pPET-DEST 42 vector (Invitrogen, Carlsbad, CA). Para la expresion inducible, el
vector DEST 42 contuvo un promotor inducible con IPTG, para su seleccion
contd con el gen de resistencia a la ampicilina y para su purificacion e
inmunodeteccion conté con un epitope V5 y una etiqueta de 6 histidinas en el
COOH terminal.

El plasmido resultante se introdujo en células de expresion Escherichia
coli BL21 (E. coli BL21 Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células de E. coli BL21
gue contenian la construccion DEST42/CEMP1, se crecieron a 37C hasta
alcanzar una D.O. de 0.4 a 600 nm, en medio LB (Luria-Bertani, ver apéndice),
que contenia 100 pg/ml de ampicilina y 34-pug/ml de cloranfenicol. En ese
momento se adiciond: Isopropil-d-tiogalactopiranosido (IPTG) a una
concentracion final de 1.0 mM para inducir la expresion de la proteina hrCEMP1
y el cultivo fue incubado a 37C con agitacion a 200 rpm. Las bacterias se
recuperaron después de una noche de incubacion mediante centrifugacion a
4700 rpm a 4T durante 15 minutos. El botdn celular fue resuspendido en
amortiguador de ruptura (4 ml de amortiguador de ruptura por cada 100 ml de
medio LB, ver apéndice) y sonicado durante cinco ciclos de un minuto con
intervalos de un minuto entre cada uno. Una vez sonicado, se le adiciono
lisozima a una concentracion final de 1 mg/ml, DNAsa y RNAsa a una
concentracion final de 5 pg/ml cada una, inhibidores de proteasas (PMSF, N-
etiimaleimida, aprotinina 1 pg/ml, leupeptina y pepstatina 0.5 pg/ml, ver
apéndice) y se incubdé a 4T con agitacion durante 1 hora. Se recuperd el
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sobrenadante por medio de dos ciclos de centrifugacion, el primero a 8000 rpm

durante 15 minutos, y el segundo a 30000 rpm, ambos a 4<C.

Purificacion y cuantificacion de la proteina hrCEMP 1

Como primer paso de purificacion se le realizd al extracto crudo de

proteinas una precipitacion diferencial con sulfato de amonio (Sigma-Aldrich) con
los siguientes porcentajes de saturacion: 0-20, 20-40 y 40-60.
La sal de sulfato de amonio se agregé lentamente a la muestra, la cual estaba
en agitacion suave a 4C. Se incubd durante dos horas y se centrifugdé a 33000
rpm durante 22 minutos, el precipitado se almacend a -20C y al sobrenadante
se le agrego el siguiente porcentaje de saturacion y se repitid el proceso. La
fraccion de 0-20 fue desechada mientras que las fracciones de 20-40 y 40-60
fueron juntadas y dializadas con membrana de punto de corte de 12-14 kDa
(Spectra/Por VWR Scientific), contra 50 volimenes de PBS 1X pH 7.4 con dos
cambios de PBS cada 24 horas.

Una vez dializada la muestra se realizé cromatografia de afinidad a
histidina utilizando una columna con niquel acoplado (HisPrep FF16/10 GE
Healthcare). Se eluyé mediante un gradiente por pasos de imidazol (Amresco
Ohio EU) a concentraciones de 10, 20, 30, 50, 100, 200 y 500 mM. Las
fracciones conteniendo a CEMP1 (20, 30 y 50 mM) se colectaron y juntaron
mediante un concentrador Amicon (Ultra-15, PLGC Ultracel-PL Membrane,
10 kDa) y se dializaron contra 50 volimenes de una solucion de fosfato de sodio
10 mM pH 7.2 durante una noche a 4C. Como Uultimo p aso de purificacién se
realiz6 una cromatografia de afinidad a hidroxiapatita (HA Ultrogel), realizando
una elucién por pasos con fosfato de sodio a 20, 50, 100, 150, 200 y 500 mM pH
7.2.

Inmunodeteccidén

La deteccion de la proteina hrCEMP1 en todos los pasos de purificacion
se realiz6 por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), e inmunodeteccion por medio de
Western blot. Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se electro-

transfirieron (ver apéndice) a una membrana de nitrocelulosa (Nitrocellulose-1,
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Gibco BRL) durante 1 hora, la membrana se bloqued para evitar sitios
inespecificos de union de los anticuerpos (50 ml de TBST, 2.5 gr de leche
descremada, ver apéndice). Posteriormente, se incub6 durante 24 horas con un
anticuerpo policlonal anti-CEMP1 y con un anticuerpo anti-6xHis (His-probe H-15
Santa Cruz Biotechnology) a una concentracion de 1:5000 cada uno.
Transcurrido el periodo de incubacién del primer anticuerpo se realizaron 3
lavados de 10 minutos con TBST (ver apéndice) a las membranas y se incuba el
anticuerpo secundario durante 2 horas a una concentracion de 1:1000. Pasado
el periodo de incubacion del anticuerpo secundario se realizaron dos lavados de
10 minutos con TBST Yy la inmunodeteccibn se revel6 con DAB

(diaminobenzidina, ver apéndice).

Formacion de cristales de fosfato de calcio

El sistema para la formacion de cristales de fosfato de calcio consistio en
un casete formado por dos vidrios de 7 cm x 9 cm x 3 mm, separados por un
marco de neopreno de 3 mm de grosor (Figura 2). El marco se ajusté a los
vidrios, se sellé con silicon de vacio y sujetadores metalicos para evitar fugas.
Se preparé la solucion que formaria el gel (ver apéndice) y en estado liquido se
agrego 5 ml al interior del sistema. Posterior a la gelificacion de éste, se lleno el
sistema con la solucidén de cloruro de calcio (5 ml, ver apéndice) y se sell6 el
sistema incubandolo durante los siguientes periodos de tiempo: 7, 14, 21, 30, 45

y 60 dias a 37T, utilizando un casete para cada pe riodo de incubacion.
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Figura 2. Sistema de contradifusion en gel de silicato.
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Las pruebas del grupo experimental se realizaron agregando 20 ug de la
proteina purificada hrCEMP1 por cada mililitro de solucion de gel de silicato, un
grupo control negativo utilizando 20 ug albumina de suero bovino (BSA Sigma
St Louis MO) por cada mililitro de solucion de gel de silicato y un grupo control
sin agregar proteina. Como solucion de difusion se utilizé cloruro de calcio (JT
Baker) a 100 mM preparado en HEPES Buffer 10 mM pH final 7.4.

Recuperacion de los cristales

Transcurrido el periodo de tiempo para el crecimiento de los cristales,
estos se recuperaron del gel de silicato de dos formas: a) los cristales fueron
visualizados mediante un microscopio estereoscoépico (Stemi SV11 Carl Zeiss) y
recolectados manualmente del gel con MicroMounts de 150 pm (MiTeGen
Ithaca, NY) y almacenados en tubos eppendorf de 1.5 ml para su posterior
procesamiento y analisis con microscopia electronica de barrido, b) el resto de
los cristales se recolectaron en tubos eppendorf de 1.5 ml y se centrifugaron a
14,000 rpm durante dos minutos a temperatura ambiente para sedimentarlos y el
excedente de gel fue separado con micropipetas. Los cristales recolectados con
centrifugacion fueron molidos con un mortero de porcelana y los polvos se
recolectan para su posterior procesamiento y analisis de difraccion de rayos X
de polvos.

Microscopia electronica de barrido y microanalisis de energia

dispersiva de Rayos X

La composicion elemental de los cristales formados en el sistema de
contradifusion en gel de silicato, asi como la determinacioén de su morfologia fue
realizada con el uso de un microscopio electronico de barrido (SEM) Leica-
Cambridge Modelo StereoScan 440, el cual estaba equipado con una
microsonda Pentafet para microanalisis de energia dispersiva de rayos X. Todos
los analisis se hicieron a 20 kV durante 300 segundos. La relacion Ca/P se
calculo mediante el analisis de porcentajes atomicos de los elementos

identificados en el espectro.
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Difraccion de rayos X de polvos

Para determinar la fase cristalina de las muestras recolectadas del
sistema de contradifusion en gel de silicato, se empleo el equipo de difraccion
Bruker AXS modelo D8 Advance, el cual poseia una configuracion teta-teta y
geometria Bragg bentano. La fuente de radiacién fue proporcionada por un
anodo de cobre. EIl detector tenia una posicion fija LinxEye. Las muestras
fueron colocadas en porta-muestras de vidrio y las mediciones iniciaron en
5.000°y terminaron en 85.014°con un intervalo de 0.039°y un step-time de 52.8

segundos. Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente.
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RESULTADOS
Purificacion de la proteina hrCEMP1

Se utilizaron células de Escherichia coli, a las que se les insertd el vector
de expresion pDEST42/CEMPL1 con el objetivo de que expresaran hrCEMP1.
Como primer paso de purificacién se realiz6 una precipitacion diferencial en
sulfato de amonio a diferentes porcentajes de saturacion (0-20, 20-40 y 40-60).
Se realizd electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes al 12% (SDS-PAGE) e inmunodeteccién por la técnica de
Western blot utilizando un anticuerpo contra la etiqueta de 6xHis y un anticuerpo
policlonal anti-CEMP1, para determinar la localizacién de la proteina. Por medio
de la inmunodeteccion se determind que hrCEMP1 se localiza en las fracciones
de 20-40 y 40-60. Se juntaron, concentraron y dializaron las fracciones de 20-40
y 40-60. A partir de dichas fracciones se realiz6 la purificacion de hrCEMP por
medio de una columna de afinidad a histidina (NiTA HisPrep FF/16), realizando
eluciones escalonadas con wuna solucion de imidazol a diferentes
concentraciones (10, 20, 30, 50, 100, 500 mM). Se realizaron electroforesis
SDS-PAGE e inmunodeteccion de las eluciones realizadas en la columna
HisPrep FF/16, donde se identificé a la proteina hrCEMP1 en las fracciones de
20, 30 y 50 mM de imidazol (Figura 3a y 3b).

Como paso final de la purificacion de hrCEMP1 se juntaron, concentraron
y dializaron las fracciones de 20, 30 y 50 mM de imidazol y se realizé una
cromatografia de afinidad a hidroxiapatita. Se utilizé una columna de
cromatografia con hidroxiapatita (HA Ultrogel) y se hicieron eluciones
escalonadas con una solucién de fosfato de sodio a 20, 50, 100, 150, 200 y 500
mM pH 7.2. Se realiz6 SDS-PAGE e inmunodeteccion con la técnica descrita
previamente y se identifico a hrCEMPL1 en la elucién de 500 mM de fosfato de

sodio (Figura 3c).
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C Afinidad a hidroxiapatita

A Ppurificacién hrCEMP1 E. coli B Identificacién de hrCEMP1
HA Ultrogel

NITA HisPrep Western blot

Proteina
Marcador pyrificada anti-CEMP1  anti-6xHis anti-CEMP1

160 kDa
110 kDa
80 kDa

60 kDa

50 kDa
40 kDa

30 kDa

20 kDa

500 mM NaH, PO,

Figura 3. Resultados de la purificacidon e identificacion de hrCEMP1. A) Purificacién de hrCEMP1
(SDS-PAGE 12%, tincion de azul de Comasie). B) Western blot de la proteina purificada con la
columna NIiTA HisPrep FF/16. Se utilizaron anticuerpos policlonales anti-CEMP1 y anti-6xHis, los
cuales reconocen la banda de 30 kDa. C) Prueba de afinidad a hidroxiapatita; revelé una alta afinidad
de hrCEMP1 a la hidroxiapatita. Se logré eluir la proteina a una concentraciéon de 500 mM de
NaH,POy; el anticuerpo anti-CEMP1 reconoce la misma especie de 30k Da
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Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Posterior a los ensayos de formacion de cristales de fosfato de calcio y la
recoleccion de los mismos, se realizaron observaciones mediante microscopia
electréonica de barrido a diferentes aumentos (250, 1000, 2500 y 5000x) y en
todos los periodos de tiempo. Esta herramienta permitié determinar la morfologia
tridimensional de los cristales (Figuras 4 — 21).

En las microfotografias A y B de la figura 4 se observé que la morfologia
que adquieren los cristales formados en presencia de hrCEMP1 desde los siete

dias es de esférulas. En las microfotografias C y D (Figura4) se distingue la

superficie de una esférula, la cual esta formada por multiples placas alargadas.

Figura 4. Experimental hrCEMP1. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 7 dias de incubacion. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x
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En la figura 5 se observa el crecimiento de los cristales a los 14 dias de
incubacion formados en presencia de hrCEMP1. La morfologia predominante es
de esférulas. En el centro de la microfotografia A se observa una esférula de 150
pum de diametro. En la microfotografia B se encuentra una zona de crecimiento
de esférulas. En las microfotografias C y D se distingue la fase inicial de estos
cristales, los cuales se inician a partir de un nucleo de 5 ym de diametro
aproximadamente. De este nucleo emergen agujas de forma radial, las cuales se
engrosan y expanden hasta formar placas alargadas, que en su conjunto y
debido a su crecimiento radial forman esférulas.

Figura 5. Experimental hrCEMP1. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 14 dias de incubacion. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x
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A los 21 dias de crecimiento (Figura 6) en presencia de hrCEMP1, se
observan esférulas de un diametro aproximado de 100 a 150 uym, ademas de
residuos del gel de silicato. Sobre estos residuos de forma irregular se observan
numerosos cristales en forma de agujas y placas alargadas (microfotografias A
y B). La superficie de las esférulas estd formada de cristales hexagonales

alargados que provienen del centro de la estructura (microfotografias C y D).

Figura 6. Experimental hrCEMP1. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 21 dias de incubacién. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x
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A los 30 dias de crecimiento (Figura 7) en presencia de hrCEMP1, las
estructuras predominantes observadas son esférulas, las cuales tienen un
diametro que va de los 60 um hasta una estructura de 600 ym aproximadamente
(microfotografia A zona central). En la microfotografia B se muestran tres
esférulas divididas a la mitad; en esta imagen se demuestra que estos cristales
tienen su origen a partir de un nucleo sobre el cual crecen cristales hexagonales
alargados. En la microfotografia C, se muestra un acercamiento de la estructura
de 600 uym, donde se distingue el nacleo y la zona de crecimiento de los
cristales hexagonales. Microfotografia D, superficie de una esférula.

Figura 7. Experimental hrCEMP1. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 30 dias de incubacién. A) 250x, B) 1500x,
C) 2500x, D) 5000x.
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A los 45 dias de crecimiento (Figura 8) en presencia de hrCEMP1 se
observan esférulas con un tamafio que va de 100 a 200 uym de diametro
aproximadamente (microfotografias A y B), asi como un residuo de gel de
silicato en la parte superior de las esférulas (microfotografia A). Tanto la
morfologia de la estructura como la de la superficie son bastante regulares y

estan formadas por cristales hexagonales (microfotografias B, C y D).

Figura 8. Experimental hrCEMP1. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 45 dias de incubacién. A) 500x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.
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A los 60 dias de crecimiento en presencia de hrCEMP1 (Figura 9) se
observan esférulas de un tamafio aproximado de 200 pm de diametro
(microfotografia A). Parte de la superficie de la esférula estd cubierta por
residuos de gel de silicato (microfotografia B). Tanto las caracteristicas
morfologicas de la superficie (microfotografias C y D), como de la estructura en
su conjunto son consistentes desde el primer dia de observacion (dia 7) hasta el
dia 60.

Figura 9. Experimental hrCEMP1. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 60 dias de incubacién. A) 500x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.
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En la figura 10 se observa la morfologia de los cristales formados en el
sistema de contradifusién en gel de silicato a los 7 dias de incubacion sin la
presencia de proteina hrCEMPL. Los cristales formados son planos, semejantes
a placas con bordes seccionados y tienen un tamafio muy variable. Hay
estructuras de hasta 750 ym de longitud aproximadamente (microfotografia A).
Estas estructuras presentan defectos en su superficie (microfotografias B, C y
D).

Figura 10. Control sin proteina. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 7 dias de incubacién. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.
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A los 14 dias de crecimiento en el grupo control en ausencia de la
proteina hrCEMP1 (Figura 11) hay placas con bordes irregulares y de tamafio
muy variable (microfotografias A y B). Se observa un residuo de gel de silicato

donde hay placas de forma irregular y agujas (microfotografias C y D).

Figura 11. Control sin proteina. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 14 dias de incubacion. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.
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A los 21 dias de crecimiento sin la proteina hrCEMP1 (Figura 12) las
estructuras que se observan son placas con bordes irregulares y residuos de gel
de silicato (microfotografias A y B). En un acercamiento a un residuo de gel se
pueden ver multiples cristales hexagonales aplanados, que al crecer se fusionan
unos con otros. Estos son probablemente la etapa inicial de las placas de mayor

tamafio (microfotografias C y D).

Figura 12. Control sin proteina. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 21 dias de incubacion. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500, D) 5000x.
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A los 30 dias de crecimiento en ausencia de la proteina hrCEMP1 (Figura
13) hay placas con angulos rectos y bordes irregulares, ademas de residuos de
gel con placas y agujas (microfotografia A). Se muestran también
microfotografias de los detalles de la superficie de una placa donde se puede
notar las lineas de las fases de crecimiento (microfotografias B y C). Superficie
de una placa donde se observa un defecto en la continuidad de la misma, aqui

se puede observar las fases de crecimiento interno (microfotografia D).

Figura 13. Control sin proteina. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 30 dias de incubacién. A) 250x, B) 1000x,
C) 2000x, D) 5000x.
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En ausencia de la proteina hrCEMP1 a los 45 dias de crecimiento (Figura 14)
se observan placas que comparten bordes rectos e irregulares (microfotografia
A), que son consistentes con las estructuras de los tiempos previos (7, 14, 21y
30 dias de crecimiento sin hrCEMP1). Algunos bordes presentan defectos en la

continuidad (microfotografias B, C y D)

Figura 14. Control sin proteina. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusién en gel de silicato durante 45 dias de incubacién. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.
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A los 60 dias de crecimiento sin la presencia de hrCEMP1 (Figura 15),
ademas de placas con caracteristicas similares a las observadas en el mismo
grupo en tiempos previos, se pudo observar una estructura que semeja a una
esférula (microfotografia A). En la superficie de esta estructura se observan

agujas, las cuales no tienen una direccion definida (microfotografias B, C y D).

Figura 15. Control sin proteina. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusién en gel de silicato durante 60 dias de incubacién. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.
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Los cristales formados a los 7 dias de crecimiento en el grupo al cual se le
agrego BSA (Figura 16), tienen una morfologia de placas que comparten bordes
rectos e irregulares y tienen un tamafio variable (microfotografias A y B). Se
pueden observar los diversos periodos de crecimiento que tienen las placas
(microfotografias C y D), dichos periodos o fases de crecimiento del cristal son
las capas de depdsito de mineral que en su conjunto forman a las placas (se

pueden distinguir como lineas escalonadas entre las placas).

Detector = SE1 Mag Busry Detector = SE1

Detector = SE1 Mag 21 Detector = SE1

Figura 16. Control negativo BSA. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 7 dias de crecimiento. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.
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A los 14 dias de crecimiento con BSA (Figura 17) se observan placas con
bordes rectos e irregulares (microfotografias A y B). A mayor aumento se
observa el detalle de un angulo recto en una placa y la fase de crecimiento de la

misma (microfotografias C y D).

Detector = SE1

Detector = SE1 Ma J Zum Detector = SE1

Figura 17. Control negativo BSA. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 14 dias de crecimiento. A) 250x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.

42



&H >l
P

4

Placa formada a los 21 dias de crecimiento en el grupo control con BSA
(Figura 18). La placa presenta bordes irregulares y defectos en su superficie
(microfotografias A y B). Asimismo se observan las fases de crecimiento de la

placa (microfotografias C y D).

Detector = SE1 Mag Detector = SE1

"\

Detector = SE1 Mag aum Detector = SE1
EHT = 20,00

Figura 18. Control negativo BSA. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusién en gel de silicato durante 21 dias de crecimiento. A) 500x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.



A los 30 dias de crecimiento los cristales formados en el grupo con BSA
(Figura 19) mantienen la morfologia de placas con bordes irregulares
(microfotografias A y B). Se presenta también el detalle de las fases de
crecimiento de la placa (microfotografia C). Estas placas presentan defectos en

su superficie donde se depositan residuos del gel de silicato (microfotografia D).

Detector = SE1

Figura 19. Control negativo BSA. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusion en gel de silicato durante 30 dias de crecimiento. A) 500x, B) 1000x,

C) 2500x, D) 5000x.



La morfologia de los cristales en presencia de BSA a 45 dias (Figura 20)
sigue siendo de placas con bordes irregulares (microfotografia A). Se observan
defectos en la continuidad de un borde de la placa y grietas en su superficie
(microfotografia B). El borde donde se presenta el defecto tiene en su superficie
algunas agujas (microfotografia C). El detalle del defecto del borde se muestra

en la microfotografia D.

Detector = SE1

Detector = SE1

Figura 20. Control negativo BSA. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusién en gel de silicato durante 45 dias de crecimiento. A) 500x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.
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La morfologia de los cristales formados en el grupo control con BSA a los
60 dias de crecimiento (Figura 21), es consistente con aquellas observadas en
los tiempos previos del mismo grupo (7, 14, 21, 30 y 45 dias). Sin embargo, a los
60 dias se pudo observar una placa que tiene un crecimiento de agujas en uno
de sus bordes (microfotografias A, B y C). En la microfotografia D se presentan

los detalles de dichas agujas, las cuales no tienen una orientacion definida.

Detector = SE1 Mag Detector = SE1
EHT = 20,00

Detector = SE1 Mag aum Detector = SE1

Figura 21. Control negativo BSA. Morfologia de los cristales de fosfato de calcio formados con el
sistema de contradifusién en gel de silicato durante 60 dias de crecimiento. A) 500x, B) 1000x,
C) 2500x, D) 5000x.
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Microandlisis de energia dispersiva electrénica con rayos X (EDS)

La composicion elemental de los cristales formados en el sistema de
contradifusion en gel de silicato de todos los grupos y periodos de tiempo fueron
analizados mediante microanalisis de energia dispersiva electronica con rayos
X.

El analisis de EDS realizado a los cristales formados en presencia de
hrCEMP1 (Figura 22) mostrd que dichos cristales estan formados principalmente
por calcio y fésforo. El elemento mas alto abundante en estos cristales en todos
los periodos de tiempo es el calcio, seguido de conteos mas bajos de fosforo.
Este tipo de relacién donde predomina el calcio sobre el fosforo favorece las

fases mineralizadas.
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Figura 22. Espectros de difraccidon de los microanalisis de energia dispersiva electrénica
con rayos X, realizados a los cristales formados con el sistema de contradifusién en geles
de silicato inducidos con la proteina hrCEMPL1 en los diferentes periodos de crecimiento
estudiados. A) 7, B) 14, C) 21, D) 30, E) 45y F) 60 dias.

47




iz

o
F UNAM

4

Los resultados del andlisis de EDS demuestran que los cristales del grupo

control sin hrCEMP1 estan formados por calcio y fésforo (Figura 23).

Contrastando con los resultados del grupo experimental con hrCEMP1, en este

caso los conteos mas altos en todos los periodos de tiempo fueron para el

fésforo, seguido del calcio.
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Figura 23. Espectros de difraccion de los microanalisis de energia dispersiva electrénica
con rayos X, realizados a los cristales formados con el sistema de contradifusion en geles
de silicato inducidos sin proteina, en los diferentes periodos de crecimiento estudiados.
A)7,B) 14, C) 21, D) 30, E) 45y F) 60 dias.
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Los resultados del EDS realizados al grupo control con BSA (Figura 24)
indican que la composicion elemental de los cristales de este grupo es
principalmente de fésforo y calcio. Los resultados para este grupo son similares
a los observados en el grupo control sin proteina. El elemento mas abundante

en estos cristales es el fosforo, seguido por el calcio.
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Figura 24. Espectros de difraccion de los microandlisis de energia dispersiva electronica
con rayos X, realizados a los cristales formados con el sistema de contradifusiéon en geles
de silicato inducidos con la proteina BSA, en los diferentes periodos de crecimiento
estudiados. A) 7, B) 14, C) 21, D) 30, E) 45y F) 60 dias.
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La relacion Ca/P fue calculada a partir de la intensidad de los conteos

presentes en el patrén de EDS. Se tom¢ al calcio y fésforo como el 100% de los

elementos presentes para poder obtener la relacion en base a su porcentaje

atomico y determinar la fase cristalina en la que se encontraban las muestras y

se comparo con la relacion Ca/P de referencia para los fosfatos de calcio de

relevancia biolégica (Tabla 2).

Ca/P Formula Fase Cristalina
1 CaHPO, Monetita (Fosfato dicélcico )
1 CaHPO4H,0O Brushita (Fosfato dica Icico dihidratado)
1.33 Cag(HPO,)»(P0O,)45H,0 Fosfato o ctacalcico .
1.43 Cayo(HPO,)(POy)s Whitlockita
1.67 Cay(PO,)s(OH), Hidroxiapatita

Tabla 2. Relaciones Ca/P de referencia para los fosfatos de calcio con relevancia en los
sistemas bioldgicos.

hrCEMP1
Ca % Atémico | P % Atémico | Relacion Ca/P Fase cristalina
7 dias 55.70 44.30 1.25 Fosfato octacélcico
14 dias 56.76 43.24 1.31 Fosfato octacélcico
21 dias 56.84 43.16 1.31 Fosfato octacélcico
30 dias 56.78 43.22 1.36 Fosfato octacélcico
45 dias 57.76 42.24 1.36 Fosfato octacélcico
60 dias 58.00 42.00 1.38 Fosfato octacélcico

Tabla 3. Relacién Ca/P y fase cristalina de las muestras obtenidas en el sistema de
contradifusién en gel de silicato en el grupo experimental con hrCEMP1.

50



&m >l
P

4

No Proteina
Ca % Atémico | P % Atémico | Relacion Ca/P Fase cristalina
7 dias 49.16 50.84 0.96 Fosfato dicélcico
14 dias 47.17 52.83 0.89 Fosfato dicélcico
21 dias 49.04 50.96 0.96 Fosfato dicélcico
30 dias 47.17 52.83 0.89 Fosfato dicélcico
45 dias 49.62 50.38 0.98 Fosfato dicélcico
60 dias 52.88 47.12 1.12 Fosfato dicélcico

Tabla 4. Relacién Ca/P y fase cristalina de las muestras obtenidas en el sistema de
contradifusién en gel de silicato en el grupo control sin proteina.

BSA
Ca % Atémico | P % Atémico | Relacion Ca/P Fase cristalina
7 dias 47.14 52.86 0.89 Fosfato dicélcico
14 dias 46.99 53.01 0.88 Fosfato dicélcico
21 dias 47.60 52.40 0.90 Fosfato dicélcico
30 dias 47.60 52.40 0.90 Fosfato dicélcico
45 dias 47.31 52.69 0.89 Fosfato dicélcico
60 dias 48.93 51.07 0.95 Fosfato dicélcico

Tabla 5. Relacion Ca/P y fase cristalina de las muestras obtenidas en el sistema de
contradifusién en gel de silicato en el grupo control con BSA.

Los resultados obtenidos a partir del calculo de la relacién Ca/P indican
que la incorporacion de hrCEMP1 al sistema de contradifusion tiene un efecto en
la incorporaciéon de calcio a la composicion del cristal, asi como en el grado de
mineralizacion del mismo. La relacion Ca/P permite conocer que el grado de
mineralizacion de los cristales formados en presencia de hrCEMP1 es fosfato
octacalcico; esta es una fase termodinamicamente mas estable comparada con
los fosfatos dicalcicos (monetita y brushita), ya que los fosfatos dicalcicos

presentan un alto grado de solubilidad (Tabla 3).

La tabla 4 (grupo control sin la adicion de hrCEMP1) indica que la fase
que se forma es fosfato dicélcico, esto se debe a que el fosforo predomina sobre

los conteos de calcio. El fosfato dicalcico es una fase con alta solubilidad y bajo
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grado de mineralizacion. La relacion Ca/P de este grupo se mantuvo por debajo
de 1 desde el dia 7 hasta la medicidén del dia 45. La medicion més alta de este
grupo fue la del dia 60 (Ca/P 1.12), aunque esto no represento ningin cambio

en la fase cristalina.

La tabla 5 (control negativo con BSA) se observan el elemento
predominante es el fosforo seguido en menor proporcion por él calcio. Las
mediciones de la relacion Ca/P indican que al igual que el grupo sin proteina
(tabla 4), la fase cristalina que se formé en todos los periodos de tiempo fue

fosfato dicéalcico.

Difraccion de rayos X de polvos

Esta técnica permitio identificar la fase mineral presente en las muestras.
El analisis se realizé a los periodos de crecimiento inicial (7 dias), medio (30
dias) y final (60 dias); con la finalidad de confirmar los resultados obtenidos con

la relaciéon Ca/P.

Los resultados para el grupo experimental con hrCEMP1 muestran que
en el periodo inicial (7 dias Figura 25 grafica A), la fase mineral mas abundante
es brushita (conteos de color rojo) seguida de fosfato octacalcico (conteos de
color azul). A los 30 dias de crecimiento (Figura 25 grafica B), hay un cambio en
la fase mineral predominando el fosfato octacalcico (conteos de color azul) sobre
la brushita (conteos en rojo). En este periodo de tiempo se observan trazas de
cloruro de sodio (conteos de color verde), posiblemente debido a residuos del
gel que quedaron incluidos en la muestra. En el periodo final de crecimiento (60
dias, Figura 25 grafica C), el fosfato octacélcico es el mineral mas abundante
(conteos en azul). Esto confirma los resultados de la fase mineral presente
obtenidos mediante la relacion Ca/P de los cristales formados en presencia de
hrCEMP1 (Figura 25).
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Figura 25. Espectros de difraccion de rayos X de polvos de los cristales del grupo

experimental hrCEMP1.

Los picos azules corresponden a los conteos de fosfato

octacélcico, los rojos a brushita y los verdes a cloruro de sodio. A) 7, B) 30 y C) 60 dias de

crecimiento.
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En el grupo control con BSA (Figura 26) se observa que en los periodos
de tiempo analizados (7 dias grafica A, 30 dias grafica B y 60 dias grafica C) la

fase mineral predominante es brushita (conteos en rojo).
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Figura 26. Espectros de difraccién de rayos X de polvos de las muestras del grupo control
con BSA. Los picos azules corresponden a los conteos de fosfato octacalcico y los rojos a
brushita. A) 7, B) 30, C) 60 dias de crecimiento.
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Los resultados de la difraccion de rayos x de polvos del grupo control sin
proteina hrCEMP1 son semejantes al control con BSA. En el periodo inicial
(Figura 27 grafica A), medio (grafica B) y final (grafica C) de crecimiento se

confirma que la fase mineral mas abundante es brushita, pero en los dos grupos

control el fosfato octacalcico no aumenta respecto al tiempo de incubacion.
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Figura 27. Espectros de difraccién de rayos X de polvos de las muestras del grupo control
sin proteina. Los picos azules corresponden a los conteos de fosfato octacalcico y los rojos 55
a brushita. A) 7, B) 30, C) 60 dias de crecimiento.
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DISCUSION

El proceso de biomineralizacion en los vertebrados requiere de una matriz
extracelular formada principalmente de coladgena tipo |, la cual proporciona el
andamio para el depodsito de cristales de fosfato de calcio en forma de
hidroxiapatita, esta es la fase mineral mas estable termodinamicamente vy tiene
el menor grado de solubilidad de los cristales de fosfato de calcio®®®. En los
sistemas biologicos, los cristales de hidroxiapatita no pueden formarse de novo,
requieren de formas precursoras, las cuales necesitan concentraciones menores
de energia y sales minerales para su formacioén. La formacion de las fases
amorfas como son los fosfatos dicalcicos (monetita y brushita), representa la
etapa mas soluble de los fosfatos de calcio, sin embargo, pueden servir como
guias de crecimiento y aporta minerales para la formacion del fosfato octacalcico
(OCP)67, 68

El fosfato octacalcico es la fase mineral de transicion hacia la
hidroxiapatita, pues es menos soluble que los estados amorfos, disminuye la
energia de activacién requerida para su formacién, asi como la disminucion de
minerales pues aporta un nucleo de crecimiento ordenado que favorece la
formacion de cristales de hidroxiapatita. Este proceso tiene que ser promovido y
acelerado por moléculas nucleadoras y reguladoras del crecimiento de cristales
de fosfato de calcio como son ciertas proteinas especificas de la matriz
extracelular de los tejidos mineralizados®® °7°. Conocer cudles son dichas
proteinas y principalmente, saber cual es su mecanismo de accion, es una de
las grandes incognitas a dilucidar en el proceso de biomineralizacién.

La funcién de biomoléculas de tejidos mineralizados de vertebrados e

invertebrados como son la osteopontina® ® %' osteonectina®” °,

amelogenina® " 66, 67, 69, 73

, Sialoproteina O0sea y una variedad de proteinas de
conchas’*” han sido demostradas experimentalmente. De este modo, las
biomoléculas que se cree pueden tener influencia en el proceso de
mineralizacion tienen que ser identificadas, aisladas, purificadas, caracterizadas,
clonadas y expresadas en formas recombinantes. Se tiene que determinar su
distribucion espacial y temporal en tejidos mineralizados asi como su presencia
0 ausencia en tejidos no mineralizados y patolégicos asociados a la formacién

de tejido mineral, ademas de realizar su inmunolocalizacion y/o hibridacion in
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situ. Esto puede sugerir su papel en la formacion de biominerales. Asimismo, la
molécula en estudio puede ser asociada con el proceso de mineralizacion in
vivo, mediante estudios en tejidos y en organismos genéticamente modificados,
donde la expresion de la molécula de interés esté alterada, disminuida o
incrementada. Finalmente, pueden ser empleados estudios de mineralizacion
con sistemas libres de células, esto tiene como finalidad esclarecer el
mecanismo de accion (regulador, inhibidor o nucleador) de las moléculas de
matriz de los tejidos mineralizados y asi dilucidar su funcién en los sistemas
bioldgicos.

En este trabajo reportamos la funciébn de una proteina especifica del
cemento radicular humano: la proteina del cemento 1, en el proceso de
formacion de cristales de fosfato de calcio utilizando el sistema libre de células
de contradifusién en gel de silicato. La existencia de multiples reportes® * >
confirma que este sistema simula de manera cercana las caracteristicas
presentes en la matriz extracelular de los tejidos mineralizados de los
vertebrados, ademas de ser un estudio obligado para determinar la funcion de
biomoléculas en el proceso de biomineralizacién®. Previamente se ha aislado y
caracterizado una linea celular derivada de un cementoblastoma humano, la
cual expresa el fenotipo cementoblastico’® *’. Los hallazgos fisicos, quimicos y
morfologicos del tejido mineral depositado por estas células son diferentes al
tejido depositado por células osteoblasticas humanas in vitro. Esta linea celular
produce una proteina con una Mr 50,000, que ha sido purificada del medio
condicionante y que se denomind proteina del cemento (CP). Dicha proteina
promueve la adhesion de fibroblastos gingivales humanos, células del ligamento
periodontal humano y células derivadas del hueso alveolar humano de una
manera dosis-dependiente. Se ha postulado que esta proteina esta relacionada
con la proteina de adhesién del cemento (CAP), pues el anticuerpo monoclonal
dirigido contra esta proteina tuvo reaccion cruzada con la proteina derivada de
células de cementoblastoma humano.

Células derivadas del cementoblastoma humano tratadas con un
anticuerpo contra la proteina de Mr 50,000 mostraron una disminucion en la
actividad especifica de la fosfatasa alcalina (marcador temprano de la
mineralizacion), asi como una disminucion en la expresion de proteinas

asociadas al proceso de biomineralizacion como son la osteopontina y la
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sialoproteina 6sea. Los resultados de este estudio demostraron que el proceso
de mineralizacion de la linea celular cementoblastica fue inhibida parcialmente
por el anticuerpo dirigido contra la especie de Mr 50,000, lo cual indica que dicha
proteina es un factor que regula el depésito mineral de este linaje celular®,

Se ha demostrado experimentalmente que CEMP1 es altamente
expresada a nivel de proteina y ARNm en cementoblastos, subpoblaciones de
células del ligamento periodontal, asi como en células progenitoras localizadas
en zonas paravasculares del ligamento periodontal y en los espacios
endosteales del hueso alveolar humano®. Carmona-Rodriguez y col?,
examinaron la posibilidad de que la sobreexpresion de CEMP1 pudiera inducir la
expresion de proteinas de matriz de hueso y cemento radicular en células con
un fenotipo no osteogénico como son los fibroblastos gingivales humanos
(HGF). Sus resultados demostraron que los HGF transfectados con el gen de
CEMPL1 expresan una proteina de aproximadamente 50 kDa, esta proteina fue
identificada por medio de analisis de Western blot como CEMPL1. La expresion
de CEMP1 en HGF indujo un cambio hacia un fenotipo mineralizante en dicha
linea celular. Los HGF que expresan CEMPL1 secretan una matriz mineralizada
y expresan proteinas asociadas al proceso de mineralizacion como ALP, BSP,
CAP, OCN y OPN.

Nuestros resultados demuestran que hrCEMP1 expresada en células de
E.coli BL21 presenta una Mr 30,000. La caracterizacién bioquimica de CEMP1°°,
indica que esta proteina presenta modificaciones postraduccionales como
glicosilaciones y fosforilaciones que contribuyen en aumentar su masa molecular
en 43.5%, esto tiene como consecuencia que la proteina expresada en células
eucariontes como son los cementoblastos y fibroblastos gingivales humanos
transfectados con el gen de CEMP1 expresen una proteina con una Mr 50,000.
La identidad de la hrCEMP1 purificada de células de E.coli BL21 fue confirmada
mediante andlisis de Western blot utilizando anticuerpos contra la etiqueta de
histidinas en el carboxilo terminal de la proteina recombinante y un anticuerpo
dirigido contra CEMP1. Ambos anticuerpos reconocen a la proteina purificada, lo
gue aseguro la identidad de la misma. Una vez realizada la purificacion e
identificacion de hrCEMP1, 50 pg de esta proteina fueron cargados a una
columna de cromatografia con hidroxiapatita. La proteina se recuper6 de la

columna mediante una elucién de 500 mM de fosfato de sodio, lo que demostré
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que CEMP1 tiene una capacidad intrinseca de unién a la hidroxiapatita y de alta
asociacion a este biomaterial, este hallazgo reforzé nuestra hipotesis sobre la
participacion de CEMPL1 en la formacion de cristales de fosfato de calcio.

La caracterizacion de las proteinas no colagenas asociadas a la
formacion de cristales de fosfato de calcio ha mostrado que comparten
caracteristicas en comun, tales como: a) Son proteinas acidas (contienen
regiones ricas en acido aspartico, acido glutamico y serina), estas regiones
reconocen y dirigen el crecimiento del cristal en un plano especifico™ ®°, b) Estas
proteinas estan fosforiladas y/o glicosiladas, c) Presentan tirosina-sulfatos y d)
Tienen alta afinidad por la hidroxiapatita.® ® La caracterizacién bioquimica de
CEMPL1 revelo que esta proteina comparte algunas de las caracteristicas antes
mencionadas: es una proteina que esta altamente glicosilada, fosforilada y tiene
una alta afinidad por la hidroxiapatita®®; sin embargo, no es una proteina acida,
ya que posee un pl de 9.7.

Al analizar la secuencia de aminoacidos de CEMP1, identificamos
regiones con aminoacidos acidos y ricas en serina: SSTDS (residuos 4-8),
STSNTSAE (residuos 17-24), EENS (residuos 147-150) y SCSGS (residuos
217-221). CEMPL1 es una proteina de 247 aminoé&cidos, de estos, 5 residuos son
acido aspartico (2%), 9 residuos de acido glutdmico (3.6%) y 22 residuos de
serina (8.9%). Estas regiones pueden estar asociadas a la unién de calcio y
junto con la serina, regular la morfologia de esférulas formadas por placas
alargadas que crecen de un centro en comun. Dado que el acido glutamico y el
acido aspartico son mas acidos que la serina, se puede asumir que estos
interactuan fuertemente con la superficie de la hidroxiapatita. En contraste, es
posible que la serina interactué con la superficie de la hidroxiapatita de dos
cristales y entonces se formen campos de esférulas densas.

Eiden-Abmann y colaboradores®, demostraron que la presencia de &cido
glutamico, acido aspartico y serina en el sistema de contradifusion en gelatina
induce la formacion de cristales de hidroxiapatita en forma de esférulas. La
serina induce el crecimiento de esférulas densas, formadas por multiples agujas
gue se originan de un centro en comun. El acido glutamico revela el crecimiento
de esférulas conectadas hechas de agujas que se originan de un centro en
comun, mientras que el acido aspartico crea esférulas conectadas por algunas

placas con un origen comln. En otra investigacién Gen He y colaboradores?®,
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realizaron ensayos de nucleacion de cristales de fosfato de calcio inducidos con
la proteina DMP1 (proteina de matriz de dentina 1). Al analizar la secuencia de
aminoacidos de esta proteina localizaron cuatro regiones &cidas: ESNES
(residuos 376-380), ESQES (residuos 386-390), DSQDS (residuos 431-435) y
QESQSEQDS (residuos 414-422). Durante las primeras horas después de
iniciada la nucleacion solo se observaron fosfatos de calcio amorfos. A partir del
primer dia y hasta el tercer dia se observaron una serie de fases cristalinas
intermedias o de transicion. Después de una semana de incubaciéon se formaron
estructuras semejantes a esférulas hechas de placas cuya composicion fue
hidroxiapatita.

Nuestros resultados demuestran la formacion de esférulas desde el dia 7,
manteniéndose hasta el Ultimo periodo de tiempo observado (60 dias). La
relacion Ca/P de los cristales inducidos con hrCEMP1 indica que la fase mineral
gue se formé en todos los tiempos fue fosfato octacalcico, el cual es el estado de
transicion hacia hidroxiapatita. El analisis con difraccién de rayos X en polvos
demostré una transformacion de brushita (la cual es la fase mineral mas soluble
de los fosfatos de calcio) hacia fosfato octacélcico a los 30 dias, mientras que a
los 60 dias la fase mineral predominante fue fosfato octacalcico.

El estudio de mineralizacion realizado por Sivakumar Gajjeraman y
colaboradores? utilizando el sistema de contradifusién en gel de silicato con la
proteina hrDMP1, mostréo que a los 7 dias de crecimiento se formé una fase
amorfa. A los 14 dias el precipitado se transformé gradualmente en esférulas de
un tamafio de 90 um aproximadamente. A partir del dia 44 y hasta el final de sus
mediciones (dia 60) ya no se observé un cambio en el tamafio de las esférulas.
En este periodo de tiempo se llevd a cabo una transformacion hacia
hidroxiapatita pobremente calcificada y posteriormente al dia 60 a hidroxiapatita
altamente cristalina.

En suma, nuestros datos confirman que CEMP1 es una proteina que
juega un papel importante en la nucleacion de cristales de fosfato octacalcico y
enfatizan su relevancia en la regulacion del crecimiento de cristales y su arreglo.
Asimismo, el presente estudio plantea nuevas preguntas acerca de la formacion
del cemento radicular, por lo que en el futuro sera importante el determinar las

interacciones del mineral con esta proteina novel.

60



&H >l
P

4

Estos datos, colocan a CEMP1 como un posible agente terapéutico y se
apoyan en las evidencias que muestran a esta proteina como un factor
importante en el proceso de mineralizacion biolégica del cemento radicular e

inductor de cambios en células no osteogénicas hacia un fenotipo mineralizante.
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CONCLUSIONES

Se ha logrado desarrollar una metodologia para expresar y purificar la
proteina hrCEMP1 en la cantidad y pureza necesaria para desarrollar los

experimentos en el sistema de contradifusion en gel de silicato.

En conjunto los resultados de este trabajo muestran que hrCEMP1 tiene
un papel importante en el proceso de mineralizacion. Esta proteina es
fundamental para la sintesis de cristales de fosfato octacalcico en forma de
esférulas formadas por multiples placas que tienen su origen en un nucleo en
comun. Dadas las caracteristicas de crecimiento de los cristales inducidos con
hrCEMP1, se puede determinar que esta proteina es responsable de la
nucleacion y regulacion del crecimiento de cristales de fosfato octacalcico.

CEMP1 comparte caracteristicas con proteinas asociadas al proceso de

mineralizacién, como su alta afinidad a cristales de hidroxiapatita y el contenido

en su secuencia de aminoacidos de regiones acidas y ricas en serina.
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APENDICE: Foérmulas de reactivos

* Medio LB (Luria Bertani)
10 gr de peptona

5 gr de extracto de levadura
10 gr de NaCl

1 litro de agua destilada

Esterilizar en autoclave 15 minutos a 120<C.

« Buffer de ruptura celular (Binding buffer)

20 mM de fosfato de sodio

50 mM de cloruro de sodio

pH final 7.8

Resuspender el boton celular en 4 ml de buffer de ruptura por cada 100 ml de

medio de cultivo.

* Inhibidores de proteasas

PMSF (Fenilmetilsulfonilfluoruro): inhibidor de las serina-proteasas.
N-etilmaleimida: inhibidor de cisteina-proteasas.

Aprotinina: Inhibidor de las serina-proteasas.

Leupeptina: inhibidor de las serina y cisteina-proteasas.

Pepstatina: inhibidor de las aspartil-proteasas.

» Formula para preparar gel de silicato de sodio: (pa  ra un gel)
2 ml de Metasilicato de sodio 1.06 gr/ml

1.8 ml de HEPES buffer 10 mM pH 7.4

0.2 ml de HEPES buffer 10mM pH 7.4 mas azida de sodio 1%.
1.08 de H3PO4 1 M.

Mezclar los componentes e inmediatamente después agregar al casette y
esperar a que gelifigue a temperatura ambiente. En el caso del grupo
experimental y control negativo las proteinas se resuspendieron en HEPES

buffer 10 mM pH 7.4 y se agreg6 antes de gelificar la solucion.
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* Solucién de Cloruro de Calcio

100 mM de cloruro de calcio en HEPES buffer 10 mM, pH 7.4.

* Solucion de Blogueo
50 ml de TBST

2.5 gr de leche descremada

e TBST

20 ml de TBS 10x pH 7.6
180 ml de H,0dd

300 ul de Tween 20

» Solucion de revelado con DAB
40 ml de PBS 1x.

50 ul de Peroxido de Hidrogeno
100 pl de Cloruro de Niquel al 8%
250 pl de Diaminobencidina

---Detener la reaccién con agua desionizada.—

* Amortiguador para electro-transferencia de proteina s

Tris base 1.41 g
Glicina 6.72g
Metanol 100 ml
Aforar a 500 ml
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