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Resumen

La alta incidencia de la enfermedad periodontal, y la constancia de que los tejidos
perdidos se pueden reparar y quizas regenerar, han generado un considerable interés en
los factores y células que regulan la formacion, desarrollo y el mantenimiento del
periodonto. La meta de la terapia periodontal es regenerar y restaurar los tejidos
periodontales (encia, ligamento periodontal, hueso alveolar y cemento radicular)
afectados por la enfermedad hasta su forma, funcién y consistencia original. Los
enfoques terapéuticos para lograr estos objetivos incluyen, entre otros la regeneracion
tisular guiada, la aplicacion de factores de crecimiento y proteinas de la matriz del
esmalte a las superficies radiculares. Sin embargo, la eficiencia de estas terapias no es
predecible, especialmente en la formacion de nuevo cemento y el aparato de insercion.
Es por esto que uno de los principales objetivos de las investigaciones relacionadas con
el periodonto y la regeneracion periodontal sea la optimizacion en la formacion de
nuevo cemento y la restauracion de las fibras de Sharpey. La regeneracion de cemento
requiere cementoblastos, y su origen asi como los factores moleculares que regulan su

reclutamiento y diferenciacion no han sido completamente comprendidos.

Este trabajo reporta la localizacion in vivo de marcadores moleculares de la matriz
del esmalte (amelogenina y ameloblastina), de cemento (CEMP1 y CAP), de células
troncales mesenquimales (STRO1 y CD146), de linaje mesenquimal (Vimentina) y de
linaje epitelial (citoqueratinas), localizados mediante Inmunofluorescencia en cortes
histologicos de 5 um de grosor, que contienen las estructuras periodontales, utilizando
anticuerpos acoplados a FITC y Alexa Rojo. Se realizaron ensayos de Western blot a los
14 dias de cultivo de fibroblastos gingivales, células del ligamento periodontal,
cementoblastos y osteoblastos para comprobar la expresion in vitro de estos marcadores.
Nuestros resultados indican que Amelogenina y Ameloblastina se expresan por
cementoblastos y células del ligamento periodontal in vivo e in vitro. También la
existencia de subpoblaciones celulares que coexpresan marcadores cemento especificos
y marcadores de células troncales mesenquimales. Adicionalmente tanto los marcadores
de linaje epitelial como mesenquimal fueron coexpresados conjuntamente a los de

origen cementoblastico.



Abstract

The widespread prevalence of periodontal disease, and the evidence that lost tissues
can be repaired and, perhaps, regenerated, has generated considerable interest in the
factors and cells that regulate the formation, development and maintenance of the
periodontium. The goal of periodontal therapy is to regenerate and to restore the
periodontal components (gingiva, periodontal ligament, alveolar bone and cementum)
affected by the disease to their original form, function, and consistency. Therapeutic
approaches to achieve these objectives include among others; the use of guided tissue
regeneration, the employ of growth factors and enamel matrix derivative to root
surfaces. However, the effectiveness of these approaches is not predictable at all,
especially on the new cementum and periodontal attachment apparatus formation. This
is why one of the major goals of regenerative periodontal therapy is new cementum
formation and restoration of Sharpey’s fibers. Cementoblast are required for cementum
regeneration, but the origin of these cells and also the molecular factors that regulate

their recruitment and differentiation are not fully understood.

This study reports the in vivo localization of molecular markers of enamel matrix
(amelogenin and ameloblastin), cementum (CEMP1 and CAP), mesenchymal stem cells
(cd146 and strol), mesenchymal lineage (vimentin) and epithelial lineage (cytokeratins),
localized by immunofluorescence in histological slides of 5 um thick, containing
periodontal structures, using antibodies coupled to FITC and Alexa Red. Western blot
assays were performed to the 14 days cell cultures of gingival fibroblast, periodontal
ligament cells, cementoblast and osteoblasts to check in vitro expression of these
markers. Our results indicate that amelogenin and ameloblastin are expressed by
cementoblasts and periodontal ligament cells in vivo and in vitro. Also the existence of
cell subpopulations coexpressing specific markers of cementum and mesenchymal stem
cell markers. Additionally lineage markers for epithelial and mesenchymal origin were

coexpressed to cementum markers.



Introduccion

Se ha establecido que el ligamento periodontal puede ser una fuente de progenitores
de cementoblastos en adultos humanos, al postular que los cementoblastos pueden
derivar de células troncales presentes en el ligamento periodontal, encia o hueso
alveolar en el caso del periodonto en reparacion (Liu et at. 1997). Cementoblastos y/o
moléculas asociadas a ellos, asi como la matriz del cemento parecen participar
activamente en el reclutamiento de células troncales para diferenciarse hacia
cementoblastos y formar el nuevo cemento que es critico para el restablecimiento de la
estructura y funcion del aparato de insercion del periodonto. (Grzesik, y Narayanan

2002).

La diferenciacion de las células troncales disponibles hacia cementoblastos recapitula
los eventos ocurridos durante la cementogénesis. (Ripamonti U 2007). El origen de los
cementoblastos no se ha dilucidado completamente de hecho, existen datos
controversiales sobre su posible origen. Es ampliamente aceptado que los
cementoblastos se diferencian a partir de células del foliculo dental que a su vez derivan
del ectomesénquima de la cresta neural (Ten Cate ef al. 1971, Pitaru et al. 1994, Cho y
Garant 2000, Diekwisch 2001, Luan et al 2006), sin embargo numerosas evidencias de
reciente aportacion han sugerido que las células de la vaina epitelial de Hertwig tienen
una transformacion epitelio-mesenquimal que les permite diferenciarse en
cementoblastos (Thomas y Kollar 1988, McNeil y Thomas 1993, Thomas 1995,
Bosshardt y Schroeder 1996, Bosshard y Selving 1997). Algunos autores postularon que
cada tipo de cemento es producido por una poblacion de cementoblastos con un origen
independiente (Zeichner et al. 2003). Se ha demostrado la importancia de las proteinas
de la matriz del esmalte en el desarrollo del cemento y los tejidos periodontales, asi
como la actividad secretora de estas proteinas por parte de las células de la vaina

epitelial de Hertwig (Hammarstron, 1997a, 1997b).



Periodonto

El periodonto es el conjunto de tejidos que dan soporte estructural y recubren la
porcion radicular de los oOrganos dentarios, estd compuesto de 4 tipos de tejidos
diferentes que varian en su composicion celular, tipos y cantidades de proteinas
presentes en cada uno de ellos, grado de mineralizacion, de actividad metabdlica y

susceptibilidad a enfermedad (Mariotti, 1993).

Estd compuesto por dos tejidos blandos, la encia y ligamento periodontal y dos
tejidos mineralizados, el cemento y hueso alveolar, como se muestra en la Figura 1
(Hassell 1993, Cho y Garant 2000, Grzesik y Narayanan 2002, Bartold y Narayanan
2006, Bartold et al. 2006). A pesar de que cada uno de los tejidos que compone el
periodonto tiene una estructura muy especializada y que estas caracteristicas
estructurales definen su funcion directamente, aun asi funcionan como una unidad
integrada. El correcto funcionamiento del periodonto solo se logra a través de la
integridad estructural y correcta interaccion entre sus componentes (Melcher, 1976;
Nanci y Bosshardt, 2006).

Dentro de sus principales funciones se encuentran:

. Dar soporte a los 6rganos dentales dentro de su alveolo.
. Distribuir las fuerzas de oclusion.
. Proteger a la raiz dental.
. Proveer un reservorio de células para la homeostasis y regeneracion de
tejidos.
Encia

Cemento

Ligamento
Periodontal

Hueso
Alveolar

Fig. 1 Estructuras que ‘orman el periodonto.

Encia



La encia es la porcion de la mucosa oral que recubre el hueso alveolar y la porcion
cervical del diente. Estd compuesta de una capa de tejido epitelial y un tejido conectivo
subyacente llamado lamina propia, la capa epitelial se divide en tres compartimentos
funcionales; gingival, del surco, epitelio de union. El tejido conectivo a su vez se divide

en compartimentos superficiales y profundos (Lindhe, 2003).

El epitelio gingival es una barrera fisica contra los microorganismos; la cual muestra
variaciones morfolégicas de acuerdo a su ubicacion (Carranza y Neuman 1996). Se ha
dividido en encia marginal, interdental y adherida o insertada. Es el unico tejido
periodontal visible clinicamente en una cavidad bucal sana por lo tanto es el indicador
mas temprano de salud-enfermedad del periodonto (se mide su relacion con el diente, se
analiza su color, contorno y consistencia), tiene un color rosa (salmon o rosa coral), la
encia libre marginal normalmente mide 1.5 mm aproximadamente en sentido
coronoapical, rodea a cada diente, es delimitada apicalmente por la linea mucogingival
que la separa de la mucosa oral, la superficie de la encia presenta un puntilleo con
apariencia de cascara de naranja. (Hassell 1993). La importancia para el periodonto
recae en su papel de resistir las agresiones producidas por bacterias (el epitelio de union
esencialmente sella los tejidos periodontales del microambiente oral), quimicos y

traumas a los que la cavidad oral esta sujeta a diario (Nanci y Bosshardt 2006).

En cuanto a la composicion bioquimica del tejido conectivo de la encia sana incluye
proteinas coldgenas, no coldgenas, glucosaminoglicanos y proteoglicanos. La coldgena
compone aproximadamente tres quintas partes del total de proteinas, la coldgena tipo I
es la mas abundante. Las coldgenas tipo I, IIl y V tienen una composicién bioquimica
diferente a las encontradas en otras partes del cuerpo (piel, etc.), las cuales se ha
sugerido se deben a diferentes sitios de escision en los grupos amino y carboxilo

terminal de peptidasas procoldgeno (Mariotti 1993).



La organizacion y funcion de la encia depende también del grupo heterogéneo de
proteinas no coldgenas con las que cuenta en su tejido conectivo. Se han identificado
proteinas no coldgenas en un rango de 15 a 75 kDa, asi como el sistema de fibras
elasticas en parte responsable de las propiedades eldsticas de la encia, y moléculas de
adhesion en la matriz extracelular como la Fibronectina (Mariotti 1993). Es un tejido
metabolicamente activo con un continuo remodelado del tejido conectivo en respuesta a
factores locales y ambientales como la presencia o ausencia de organos dentales o el
proceso inflamatorio cambiando su composicion proteica en respuesta a estos (Hassell

1993).

Composicion bioquimica del tejido conectivo gingival (Mariotti 1993)
Colagenas: Tipo I (mas abundante), Tipo 11, Tipo IV, Tipo V, Tipo VL
Proteinas no coliagenas: Laminina, Fibronectina, Osteonectina, Tenascina, Sistema de
Fibras Elasticas.
Glucosaminoglicanos: Dermatan sulfato (60%), Condroitin 4 sulfato (28%), Heparan
sulfato, Acido hialurénico.

Proteoglicanos: Decorina, Versicano.

Ligamento periodontal

Es un tejido conectivo especializado, suave, altamente vascularizado y celular tiene
un grosor 0.15 a 0.38 mm, y forma la interface entre el cemento radicular y el hueso
alveolar. Contiene vasos sanguineos, linfaticos, nervios y células intercaladas en una
matriz extracelular de coldgena, glicoproteinas y proteoglicanos (Hassell 1993, Mariotti

1993, Nanci y Bosshardt 2006).

Se forma dentro de la region interna del foliculo dental, en un principio, el espacio
del ligamento periodontal es ocupado por tejido conectivo desorganizado que se
extiende entre el cemento y el hueso alveolar, que posteriormente es remodelado y la
matriz extracelular se convierte en un sistema de fibras organizado en haces que se
extienden entre las superficies del cemento y hueso (Nanci y Bosshardt 2006). Sus
funciones consisten en proveer un revestimiento de tejidos blandos para proteger vasos

sanguineos, linfaticos y nervios de lesiones por fuerzas mecanicas, transmitir las fuerzas
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oclusales al hueso, anclaje del diente al hueso alveolar, conservar los tejidos gingivales
en relacion adecuada con los dientes, resistencia contra el impacto de las fuerzas
oclusales (amortiguamiento). Funciona como un receptor sensorial fundamental para el
posicionamiento de la mandibula durante la masticacion, posee funciones nutritivas y es
un reservorio de células para mantener la homeostasis de los tejidos del periodonto y
participar en los procesos de reparacion/regeneracion (Hassell 1993, Mariotti 1993,

Lekic y McCulloch 1996, Shimono ef al. 2003, Nanci y Bosshardt 2006).

Los elementos celulares del ligamento periodontal incluyen numerosas células
diferenciadas y sus precursores. Las células diferenciadas incluyen células sintéticas
como cementoblastos, fibroblastos y osteoblastos; células de reabsorcion como
osteoclastos, fibroblastos que se caracterizan por el rapido recambio de la matriz
extracelular, asi como el continuo remodelamiento de los haces de fibras de colagena
(Mariotti 1993, Nanci y Bosshardt 2006); células epiteliales o restos de Malassez que
son remanentes de la vaina epitelial de Hertwig localizados en el ligamento periodontal
cerca del cemento radicular, su funcidon no ha sido bien establecida pero podrian estar
involucradas en los procesos de reparacion/regeneracion periodontal; monocitos y

macrofagos (Shimono et al 2003, Nanci y Bosshardt 2006).

Las células troncales mesenquimales indiferenciadas, tienen un papel fundamental
en la homeostasis y la reparacion de heridas del periodonto debido a que no solo reparan
el ligamento periodontal sino que ademads restauran hueso alveolar y cemento, estas
células estan localizadas perivascularmente en el ligamento periodontal y adyacentes a
espacios endosteales del hueso alveolar, las células derivadas de las troncales maduran
durante su migracién hacia las superficies del cemento o hueso alveolar (Lekic y

McCulloch 1996, Cho y Garant 2000, Shimono 2003, Nanci y Bosshardt 2006).
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Una de las habilidades asombrosas del ligamento periodontal es su rapida adaptacion
a los niveles de fuerzas aplicadas sobre ¢l y su remarcable capacidad para autorenovarse
y la reparacion (Lekic y McCulloch 1996). Ademas mantiene su grosor a pesar de estar
rodeado de tejidos mineralizados, debido a que algunas poblaciones celulares dentro de
¢l secretan moléculas que regulan la extension de la mineralizacién y previenen la
anquilosis, tanto en el desarrollo como en procesos regenerativos. Es uno de los tejidos
mas activos metabolicamente puede estar relacionado con la funcidon adaptativa de este
tejido a cambios funcionales de las fuerzas de oclusion, soporte etc. Cuando la demanda
funcional se incrementa el grosor del ligamento periodontal puede incrementarse hasta

un 50% y viceversa (Nanci y Bosshardt 2006).

La colagena es la principal proteina encontrada en el ligamento periodontal,
representa del 47% al 52% del peso seco. Las coladgenas localizadas en el ligamento
periodontal son las de tipo I que representa aproximadamente el 80% y colagenas tipo
I, 1V, V, VI y XII representando el 20% restante. La mayoria de las fibrillas de
coldgena se organizan en haces de fibras a los que se llama fibras principales y tienen la

capacidad de adaptarse continuamente al estrés que reciben (Hassell, 1993).

Sustancia fundamental: asi se le designé al espacio entre células, fibras nerviosas y
vasos sanguineos, agrupa todas las proteinas no coldgenas y se estima que representa el
65% del volumen del ligamento periodontal. Las proteinas no coldgenas que se
encuentran en el ligamento periodontal representan el 10% del total de proteinas e
incluyen fosfatasa alcalina, proteoglicanos, y glicoproteinas como undulina, tenascina y

fibronectina.

Composicion bioquimica del ligamento periodontal (Mariotti 1993).

Colagenas: Tipo I, Tipo III, Tipo IV, Tipo V, Tipo VI, Tipo XII.

Proteinas no coldgenas: Fosfatasa alcalina, Fibronectina, Laminina, Osteonectina,
Tenascina, Undulina, Sistema de fibras elasticas.

Glucosaminoglicanos: Acido hialurénico, Heparan sulfato, Dermatan sulfato,

Condroitin 4 sulfato, Condroitin 6 sulfato.
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Hueso alveolar

También es llamado proceso alveolar, se define como la parte del maxilar y la
mandibula que forma y soporta los alveolos dentales (Linde et al 2003). Est4 constituido
por el hueso alveolar propio que forma las paredes de los alveolos, las corticales
internas y externas y el hueso esponjoso entre el hueso alveolar propio y las corticales

(Cho y Garant 2000).

A diferencia del cemento, es un tejido mineralizado, vascularizado e inervado que es
capaz de autorepararse y continuamente se remodela, este proceso es asincronico lo que
permite que el ligamento periodontal pierda su anclaje solo focalmente y por periodos
de tiempo cortos, esta capacidad cobra relevancia en los procesos de movimientos de
organos dentales como los ortoddnticos y en la erupcion dentaria (Mariotti 1993, Nanci

y Bosshardt 2006).

La formacion del hueso alveolar estd intimamente relacionada con el desarrollo del
ligamento periodontal y el cemento radicular durante la formacion de la raiz y la
erupcion dental, cuando células del foliculo dental se diferencian hacia odontoblastos y
forman el hueso alveolar. Otra de sus caracteristicas, es que se pierde en ausencia del
organo dentario en el alveolo, lo que sugiere la presencia de mecanismos regulatorios
particulares muy importantes y demuestra la interdependencia de los tejidos
periodontales y subraya el importante hecho de que los tejidos del periodonto funcionan
juntos como una unidad (Nanci y Bosshardt 2006). Sus funciones son albergar las raices
dentales y absorber y distribuir las fuerzas oclusales generadas durante la masticacion y
oclusion, pero su funcién mas importante es anclar las raices a los alveolos mediante la

insercion de fibras de Sharpey en el (Cho y Garant 2000).

La composicion del hueso alveolar depende de células (osteoblastos, osteoclastos y
osteocitos) cuya actividad es parcialmente gobernada por hormonas (hormona
paratiroides, calcitonina, vitamina D, andrégenos, estrogenos, etc), factores de
crecimiento (TGF-B, PDGF, IGF-I y II, etc), citocinas (interleucinas, linfocinas,
factores estimuladores de colonias, etc), factores locales (prostaglandinas, etc), nutricion

(aporte de calcio) y las fuerzas mecénicas que recibe (Mariotti 1993).
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La composicion tipica del hueso alveolar aun no es completamente conocida pero se
estima que es muy similar a la del hueso encontrado en otras partes del esqueleto. En
general estd compuesto de una fase mineral y una orgénica u osteoide que representa el
40% del peso y estd compuesta por células, fluido y proteinas entre las que destaca la
colagena representando un 75%, de estas la coldgena tipo I predomina con pequefias
cantidades de colagena tipo IIl y V. Las proteinas no coldgenas representan el 8% de la
matriz organica y se encuentran osteocalcina, osteonectina, osteopontina, proteina de
matriz GLA, sialoproteina Osea, fibronectina, tenascina, decorina, biglicano, condroitin
4 sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato, acido hialurénico, albumina, proteinas
morfogenéticas Oseas y osteogenina. La fase inorgéanica del hueso es del 60% del peso,
estd compuesta por fosfatos de calcio y bajo una regulacion biologica precisa (Mariotti

1993).

Cemento radicular

El cemento es un tejido mineralizado de 50-200 ym de grosor que recubre por
completo las superficies radiculares y forma la interface entre la dentina radicular y el
ligamento periodontal. Es un componente del diente pero funcionalmente pertenece al
periodonto (Hassell 1993, Cho y Garant 2000). Las funciones del cemento son anclar
las fibras de Sharpey de colagena del ligamento periodontal a la superficie radicular,
también tiene funciones adaptativas y reparativas jugando un papel crucial para
mantener la relacion oclusal y proteger la integridad de la superficie radicular y de los
tubulos dentinarios subyacentes asi como el sellado de pulpas necroticas mediante
oclusion apical (Mariotti 1993 Hassell 1993). Posee caracteristicas que lo hacen tinico
entre las que se encuentran que es avascular y carece de inervacion, no tiene
remodelacion como el hueso pero continua aumentando su grosor durante toda la vida
(Mariotti 1993 Nanci y Bosshardt 2006). Este tejido es critico para la maduracion
adecuada del periodonto, y tiene una mejor capacidad de adsorcion de fluoruros y otros

elementos pero también se descalcifica mas rapido en presencia de condiciones acidas.
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Tipos de cemento

Se clasifica en celular y acelular dependiendo de la presencia o ausencia de
cementocitos en su estructura. Otra clasificacion incluye cemento de fibras intrinsecas o
extrinsecas, dependiendo de la presencia de fibras de coldgeno formadas por
cementoblastos o por fibroblastos. Tres tipos de cemento considerando estos aspectos se
identifican en humanos (Hassell 1993, Bosshardt y Schroeder 1996, Bosshardt y Selvig
1997, Cho y Garant 2000, Grzesik y narayanan 2002, Furtado er al 2005, Nanci y
Bosshardt 2006).

Cemento acelular afibrilar: recubre areas pequenas de esmalte, particularmente a lo
largo de la unidén cemento-esmalte, sus componentes principales son

glucosaminoglicanos y se desconoce su funcion especifica.

Cemento  celular de fibras intrinsecas (o cemento secundario) contiene
cementocitos embebidos en una matriz intrinseca de fibras de coldgena, las cuales estan
orientadas en su mayoria paralelamente a la superficie radicular y se dirigen de forma
circular alrededor de la raiz. Este tipo de cemento se encuentra en la zona de furca, en la
porcion apical, en antiguas lagunas de reabsorcion y en sitios de fractura radicular.
Tiene un papel importante como tejido adaptativo que mantiene al diente en su posicion
y también participa en el proceso de reparacion aunque no tiene una funciéon inmediata

en el anclaje del diente.

Cemento acelular de fibras extrinsecas (o cemento primario) se encuentra
principalmente en las porciones cervical y media de la raiz, recubre del 40% al 70% de
la superficie radicular, su extension hacia apical aumenta de los dientes posteriores a los
anteriores. Realiza la funcion exclusiva de anclar la raiz al ligamento periodontal. Su
matriz consiste en franjas densas de fibras cortas de colagena que se implantan dentro
de la matriz de la dentina y se orientan de forma perpendicular a la superficie radicular.
El cemento acelular de fibras extrinsecas tiene el potencial de adaptarse a alteraciones

funcionales como en los movimientos ortoddnticos.
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Cemento celular mixto estratificado: recibe este nombre cuando las fibras

extrinsecas atraviesan y se entremezclan con las del cemento de fibras intrinsecas

Origen y desarrollo del cemento

Algunos autores, basados en que las poblaciones de cementoblastos son
fenotipicamente diferentes defienden la posibilidad de que el cemento acelular y celular
tienen un origen de desarrollo diferente (Lang ef al. 1995). Es ampliamente aceptado
que células infiltradas del foliculo dental reciben una sefial inductora de la dentina en
formacion y se diferencian a cementoblastos. Sin embargo, hay evidencia de que las
células de la vaina epitelial de Hertwig pueden atravesar una transformacion epitelio-
mesénquima hacia cementoblastos durante el desarrollo como ocurre en la cresta neural,
el esclerotoma, los cojines de mesénquima cardiaca y el borde de fusion de los procesos
palatinos (Bosshard y Selving, 1997). Algunos estudios recientes sugieren que células
de la vaina epitelial de Hertwig tienen una transformacion epitelio-mesénquima hacia
fibroblastos y cementoblastos, que depositan cemento acelular y celular
respectivamente (Furtado ef al. 2005). Mientras que otros, sefialan la posibilidad de la
existencia de dos tipos de cementoblastos: los que derivan de células de la vaina
epitelial de Hertwig que producen el cemento acelular de fibras extrinsecas, y
cementoblastos derivados del foliculo dental (cresta neural) producirian el cemento

celular de fibras intrinsecas (Zeichner, et al. 2003).

Composicion inorganica

El cemento tiene una composicion similar al hueso, aproximadamente 50% de su
masa en seco es inorganica, y consiste en cristales de hidroxiapatita, el remanente de
matriz orgénica contiene mayormente colagenas, glicoproteinas y proteoglicanos (Nanci
y Bosshardt 2006). El cemento generalmente es menos mineralizado que la dentina
radicular en el mismo diente. El cemento acelular de fibras extrinsecas es el mas
mineralizado de los tres. El componente mineral principal es la hidroxiapatita
(Ca;9(PO4)s(OH),) con pequenas cantidades de fosfatos de calcio amorfos, ademas

contiene iones como Mg, Cu, Zn, Na (Furtado et al. 2005).
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Composicion organica

La matriz orgénica del cemento estd compuesta principalmente por coldgenas tipo I
(90%) y tipo III (5%) (Hassell 1993, Bossshardt y Selvig 1997), asi como proteinas no
colagenas como sialoproteina dsea (BSP) y osteopontina (OPN), las cuales tienen
propiedades de adhesion celular por su secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) y se piensa que

tienen un rol importante en la diferenciacion de células progenitoras de cementoblastos.

Se cree que BSP tiene una funcion de adhesion de células a la superficie radicular y
participa iniciando la mineralizacién. Es quimiotactica para pre-cementoblastos y
promueve su adhesion y diferenciacion. OPN se expresa durante los periodos de
actividad cementogénica, regula la migracion y diferenciacion celular a través de la
interaccion con integrinas (Grzesik y Narayanan 2002). La fibronectina une células a la
matriz extracelular. Tenascina estd presente en la vaina epitelial de Hertwig durante la
diferenciacion de odontoblastos y posteriormente en el sito de anclaje del ligamento
periodontal a la superficie radicular. La fosfatasa alcalina participa en la mineralizacién
del cemento. Osteonectina, osteocalcina y laminina también se encuentran en cemento
asi como proteoglicanos como condroitin sulfato, dermatan sulfato y 4cido hialurénico
(Mariotti 1993, Furtado et al. 2005, Nanci y Bosshardt 2006), y numerosos factores de
crecimiento polipeptidicos con la habilidad de promover la proliferacion y
diferenciacion de los cementoblastos putativos secuestrados en la matriz del cemento
como proteinas morfogénicas 6seas BMP-2, 3 y 4, factor de crecimiento derivado de
plaquetas PDGF-a y -b, factor de crecimiento de fibroblastos FGF, factor de
crecimiento transformante B TGF-f, factor de crecimiento tipo insulina-I IGF-I (Grzesik

y Narayanan 2002).

El cemento contiene moléculas especificas como el factor de crecimiento del
cemento (CGF) (Mariotti 1993), una isoforma del factor de crecimiento tipo insulina 1
(IGF-1) (Nanci y Bosshardt 2006), la proteina de adhesion al cemento (CAP) (Arzate et
al.1992) y la proteina del cemento 1 (CEMP1) (Arzate et al. 2002).
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Cuadro 1.-Constituyentes de la matriz extracelular y factores de crecimiento

presentes en la matriz mineralizada del cemento radicular (Bosshardt, 2005).

Molécula

Cemento celular de

fibras intrinsecas

Cemento acelular de

fibras extrinsecas

Tipo de cemento sin

especificar o diferente

(ccfi) y/o (café) y/o de ccfiy cafe
cementoblastos y/o cementoblastos
cementocitos
Colégena tipo L, II1, V, Detectada
VI, X1I
Sialoproteina 6sea Detectada Detectada
(BSP)
Osteopontina (OPN) Detectada Detectada
Proteina de la matriz de | Detectada Detectada
dentina 1 (DMP1)
Sialoproteina Detectada No detectada
dentinaria (DSP)
Fibronectina (FN) Cuestionable Cuestionable
Tenascina Cuestionable Cuestionable
Osteocalcina (OC) Detectada Detectada
Proteina GLA 6sea Resultados Resultados
(BGP) inconsistentes inconsistentes
Glicoproteina acida Detectada
osea-75
Proteina de adhesion Detectada
del cemento (CAP)
Proteina del cemento 1 Detectada
(CEMPI)
Vitronectina (VN) Cuestionable Cuestionable Detectada (cemento de
reparacion)
Lumican Detectada No detectado
Fibromodulina Detectada No detectado
Versicano Detectada No detectado
Decorina Detectada No detectado
Biglicano Detectada No detectado
Osteoadherina (OSAD) Detectada
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Amelogenina (AMEL)

Detectada

(intra/perilacunar)

Detectada (extension de
esmalte coronal sobre la

raiz)

Ameloblastina/Amelina

(AMBN)

Detectada

(intra/perilacunar)

Detectada (extension de
esmalte coronal sobre la

raiz)

AlbUimina

Detectada

Detectada

Glicoproteina alfa 2HS

Detectada

Detectada

Factor de crecimiento
transformante-p1

(TGF-B1)

Detectada

Proteinas
morfogenéticas Oseas

(BMP)

Detectada

Factor de crecimiento
derivado de plaquetas

(PDGF)ayb

Detectada

Factor de crecimiento

de fibroblastos (FGFs)

Detectada

Factor de crecimiento
tipo insulina I y II

(IGF-I) y (IFG-1I)

Detectada

Factor de crecimiento
derivado de cemento

(CGF)

Detectada
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Proteinas de mineralizacion en el periodonto.

Fosfatasa alcalina (ALP)

Es una proteina glicosilada con actividad enzimatica que se localiza en la porcion
externa de la membrana citoplasmatica y en las vesiculas de matriz, las cuales
contribuyen a la mineralizacion de la matriz extracelular formando fosfatos de calcio
amorfos y cristales de hidroxiapatita (Sela et al. 1992). Se cree que participa en el
proceso de mineralizacion del cemento mediante la precipitacion de sales de fosfato de
calcio. Su actividad aumenta al iniciar el proceso de mineralizacion de la matriz
extracelular, por lo que es un marcador temprano de biomineralizaciéon (Whyte y Peck,
1989). Su actividad se ha localizado en placas de crecimiento de cartilago, en células
endosteales, células de medula désea, osteoblastos y cementoblastos. En hueso se ha
identificado en el frente de mineralizacién (Miao y Scutt, 2002). En molares de rata se
ha descrito su distribucidon heterogénea en el ligamento periodontal, con una mayor
actividad en las porciones adyacentes al hueso alveolar y el cemento. Su actividad es
mayor adyacente al cemento celular de fibras intrinsecas en comparacion del cemento

acelular de fibras extrinsecas (Groeneveld, 1995).

Sialoproteina 6sea (BSP)

Es una glicoproteina fosforilada y sulfatada, encontrada principalmente en hueso de
59-kDa, se une estrechamente a la matriz de coldgena e hidroxiapatita, participa en el
proceso de mineralizacién y tiene propiedades de adhesion celular debido a sus
secuencias de Arg-Gly-Asp (RGD) de unién a integrinas. El cemento acelular afibrilar y
el cemento acelular de fibras extrinsecas parecen contener una mayor cantidad de esta
proteina. (Bosshardt y selvig, 1997). Se expresa en células a lo largo de la superficie
radicular durante el desarrollo de la raiz y también en dientes maduros. El papel mas
destacado que se le atribuye es como nucleador de 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. Es
quimiotictica para pre-cementoblastos y promueve su adhesion y diferenciacion

(Somerman et al. 1990, McNeil et al. 1994).
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Osteocalcina (OC)

Es una proteina pequefia de 5.8 kDa sintetizada principalmente por los odontoblastos
y osteoblastos, es muy especifica para tejidos calcificados y es uno de los componentes
de la matriz encontrados en el cemento celular de fibras intrinsecas y los cementoblastos
asociados a él, estd involucrada en el proceso de mineralizacién de este tejido
(Bosshardt y Selvig 1997). Esta proteina se une a calcio y a moléculas de hidroxiapatita.
Se ha sugerido que estd involucrada en el proceso de mineralizacién, que es una
molécula efectora para el calcitriol (1,25-[OH],D;, regulador de niveles de calcio) e

influencia el movimiento y proliferacion de osteoclastos (Mariotti 1993).

Osteopontina (OPN)

Es una sialoproteina de 44 kDa de movilidad relativa, encontrada principalmente en
hueso asi como otros tejidos no esqueléticos como el sistema nervioso central, rifién y
placenta. A pesar de que las funciones fisioldgicas de la osteopontina no son claras, se
ha sugerido, que estd involucrada en la adhesién y movimiento de osteoblastos y
osteoclastos en hueso via uniones celulares de integrina (Mariotti, 1993). La
osteopontina estd presente en la region del ligamento periodontal en dientes maduros, se
cree que tiene un papel importante en la diferenciacion de células progenitoras de
cementoblastos, es expresada durante los periodos de actividad cementogénica, regula
la migracion, diferenciacion y sobrevivencia celular mediante interacciones con
integrina a,f;y regula el proceso inflamatorio mediante la activacion de macréfagos,
fagocitosis y la produccion de 6xido nitrico (Gongalves, 2004). En dientes y cemento
radicular, regula la biomineralizacion por lo menos por dos mecanismos: regulando la
diferenciacion de células 6seas y la mineralizacién de la matriz (Grzesik y Narayanan,

2002).

Osteonectina (ON)
Es una proteina glicosilada rica en cisteinas compuesta de 4 dominios, de los cuales
al menos dos son regiones de unidn a calcio, se encuentra en la matriz extracelular de

tejidos mineralizados y caracterizados por un alto recambio metabdlico (Mariotti 1993),
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es uno de los componentes de la matriz del cemento, es expresada por los
cementoblastos que producen el cemento acelular de fibras extrinsecas y el cemento
celular de fibras intrinsecas y tiene una relacion cercana con la coldgena en el proceso
de mineralizacion (Bosshardt y Selving 1997). Ha sido implicada en varias funciones
bioldgicas incluyendo mineralizacion de hueso y cartilago, inhibicion de la
mineralizacion, angiogénesis, diferenciacion y proliferacion celular. (Mariotti 1993,

Grzesik y Narayanan, 2002).

Osteoprotegerina (OPG)

También conocida como factor de inhibicidn de la osteoclastogénesis (OCIF) o como
TNFRSF11B. Es una glicoproteina, miembro de la superfamilia de receptores TNF
recientemente identificada que es secretada y no permanece anclada a la membrana a
diferencia de los otros miembros de esta superfamilia. Se sintetiza inicialmente como un
polipéptido de 401 aminodcidos, y tras la pérdida de un fragmento de 21 aa queda como
una proteina madura con 380 aa, momento a partir del cual pierde sus dominios
transmembranales y citoplasmaticos y es secretada como proteina soluble. EIl RNAm de
la OPG se expresa en numerosos tejidos humanos ademads del hueso, en el cual su
principal funcién parece ser la inhibicion de la maduracion de los osteoclastos y de su
activacion. Forma parte de un sistema regulador del metabolismo 6seo, con un
equilibrio muy estrecho entre los procesos de formacion y resorciéon. La OPG actia
como un receptor sefiuelo secuestrando al ligando de osteoprotegerina (OPG-L) y
evitando la activaciéon del receptor activador de NF-KB (RANK). Los osteoblastos
maduros producen cantidades importantes de OPG, que bloquean la osteoclastogénesis
e impiden la formacién de osteoclastos, mientras que los osteoblastos inmaduros
mediante descensos en la expresion de OPG e incrementos en el OPG-L son capaces de
reclutar a los osteoclastos que remodelaran el tejido dseo viejo (Cafiabate y Martinez

2002).
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Integrinas y factores de crecimiento en el periodonto.

Integrinas

Las integrinas son proteinas de superficie celular que regulan la unién de células a
las proteinas extracelulares y entre célula—célula. Son heterodimeros compuestos por
una subunidad-a unida no covalentemente a una subunidad-f. Se considera que las
integrinas son importantes para la diapédesis de células blancas, interacciones entre
células T y macréfagos durante la inflamacién, formacién de codgulos, migracion de
fibroblastos y células epiteliales durante la reparacion de heridas asi como cambios en
las adhesiones célula-célula durante la invasion de tumores y metdstasis (Ruoslahti,

1990).

Factores de crecimiento

Son las proteinas encargadas de coordinar los eventos celulares de proliferacion,
migracion, quimiotaxis, actividad metabdlica y diferenciacion de células del epitelio,
hueso y tejido conectivo para la reparacion tisular. Se unen a receptores especificos de
superficie celular tipo tirosina-cinasa presentes en varias células blanco que incluyen
osteoblastos, cementoblastos y fibroblastos del ligamento periodontal (Howell et al.

1996).

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)

Es uno de los principales involucrados en la reparacion de heridas y posee la
capacidad de estimular la regeneracion periodontal. Estd compuesto por dos cadenas de
polipéptidos unidas por puentes disulfuro. El PDGF se puede encontrar como
homodimeros (AA o BB) o como heterodimeros (AB). Recientemente se han
identificado dos isoformas mas C y D (Dereka et al. 2006). Es un importante
estimulador de la quimiotaxis celular, proliferacion y sintesis de matriz extracelular,
también posee actividad anti-apoptodtica, promueve la angiogénesis y la regulacion
positiva de otros factores de crecimiento y células. PDGF estimula la proliferacion de
células del ligamento periodontal (Raja et al 2009). Se han realizado estudios en

humanos donde el empleo de PDGF-BB logré la regeneraciéon completa del aparato de
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insercion periodontal incluyendo nuevo cemento, ligamento periodontal y hueso en los

sitios tratados (Nevins et al. 2003).

Factor de crecimiento transformante § (TGF-$3)

Representa a una familia de factores de crecimiento polipeptidicos relacionados con
las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) pero funcionalmente diferentes, los mejores
caracterizados son TGF-a y TGF-f. Estan involucrados en embriogénesis, inflamacion,
regulacion de la respuesta inmune y reparacion de heridas. TGF-f3 actiia como factor de
proliferacion para fibroblastos, es un regulador importante en la proliferaciéon y
diferenciacion celular, actia como mitdgeno para los osteoblastos humanos e
incrementa la formacion de matriz 6sea por células de linaje osteobldstico. Este factor
de crecimiento es pleiotropico o bifuncional es decir puede estimular o inhibir el
crecimiento celular (Raja et al. 2009). Las isoformas del TGF-f3 tienen multiples efectos
regulatorios en la sintesis, mantenimiento y recambio de la matriz extracelular. En
tejidos afectados periodontalmente se observan niveles incrementados de TGF-f2 y
TGF-f3 comparados con tejidos normales. TGF-f interactia con células blanco durante
el desarrollo y maduracion del periodonto, también estd involucrado en su proceso de
reparacion. TGF-3 se expresa durante el desarrollo del hueso alveolar, ligamento

periodontal y cemento durante todos los estadios de la odontogénesis (Dereka et al.

2006).

Proteina morfogenética 6sea (BMP) / Proteina osteogénica (OP)

Se considera que esta proteina es producida por osteoblastos y es categorizada como
miembro de la familia de proteinas de la superfamilia del TGF-f3. Inducen la osificacion
endocondral como recapitulacion del desarrollo embrionario. BMPs/OPs tienen un
papel crucial como mediadores solubles de interacciones epitelio-mesénquima y efectos
inductivos no relacionados con la induccion dsea necesariamente (Ripamonti y Renton,
20006). Las actividades pleiotropicas de BMPs/OPs son vastas e incluyen la induccidn de
la regeneracion de los tejidos periodontales (Ripamonti y Petit, 2009). BMP-2, -3 y -4
se encuentran en la matriz del cemento (Grzesik y Narayanan, 2002, Gongalves et al.

2004).
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Las BMP con una matriz de colagena como vehiculo han inducido la regeneracion de
cemento y hueso alveolar en defectos creados quirtdrgicamente en furca de primates, con
una notable morfogénesis del ligamento periodontal e insercién fiel de las fibras de
Sharpey al cemento (Ripamonti et al. 1996, 1997). La aplicacién de BMP-2 estimula el
reclutamiento celular incrementando la proliferacion y migracion de células del
ligamento periodontal adyacente al area de la herida y asi promueve la regeneracion
periodontal incrementando la formacion de nuevo cemento (Shimono et al. 2003). La
proteina osteogénica 1 recombinante humana (hrOP-1) al ser implantada en defectos de
furca clase II en P. Ursinus (primate) con matriz dentinaria expuesta quirtrgicamente
inicia la induccion de la cementogénesis mientras que hrBMP-2 induce preferentemente

la regeneracion de hueso alveolar (Ripamonti y Petit, 2009).

Factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF)

La familia de factores de crecimiento insulinico consiste de insulina y los péptidos
IGF-1 y IGF-II, los cuales se unen a diferentes receptores. Son mediadores bioldgicos
naturales que regulan muchos eventos celulares y potencializan la reparacion y
regeneracion de heridas periodontales actuando sobre el recambio de células del
ligamento periodontal. IGF-1 ejerce efectos mitogénicos sobre fibroblastos y es un
regulador importante del metabolismo de las células 6seas, también tiene la capacidad
de inhibir la muerte celular por apoptosis. IGF-I induce la acumulacién de numerosos
productos génicos especificos del esmalte incluyendo amelogenina y ameloblastina, lo
que sugiere que IGF esta involucrado en la induccién de la biomineralizacion del
esmalte. (Bennett y Schultz, 1993). Los cementoblastos tratados con IGF-I muestran un
rango de proliferacion acelerado e incremento en la expresion génica de sialoproteina
Osea, mientras que la expresion génica de osteocalcina y osteopontina no se altera
(Saygin et al. 2000). Se piensa que IGF-I y IGF-II son secretados por osteoblastos
durante la formacion de hueso para incrementar el nimero de osteoblastos y de esta
forma acelerar la deposicién de hueso (Raja er al.2009). IGF-I interactia de forma
sinérgica con otros factores de crecimiento como PDGF-BB, TGF-1 y bFGF para
potencializar la regeneracion de los tejidos periodontales duros y blandos, mientras que
solo no tiene una influencia significativa sobre las actividades celulares (Dereka et al.

2006).
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Factor de crecimiento derivado del cemento (CGF)

Es un factor de crecimiento de 14 a 23 kDa contenido en la matriz extracelular del
cemento, fue purificado de cemento bovino. Es una isoforma del factor de crecimiento
insulinico-I. La actividad del CGF es inhibida por anticuerpos para el (IGF-I) y su
receptor. La microsecuenciacion determiné que ciertos péptidos de su cadena de
aminodcidos tienen homologia con IGF-I mientras que otros 4 péptidos no tienen
homologia aparente con €él. Ambos CGF e IGF-I son mitégenos para fibroblastos
gingivales humanos y células del hueso alveolar, pero estas ultimas responden mejor al
CGF (Ikezawa et al. 1997). CGF es el mayor mitogeno en el cemento y su actividad es
potencializada con pequefias cantidades de suero derivado de plasma o factor de
crecimiento epidermal (Nakae et al. 1991, Yonemura et al. 1992). Las reacciones de
sefializacion caracteristicas del CGF parecen ser componentes importantes de los
mecanismos que regulan la formacion y regeneracion del cemento y los tejidos
conectivos adyacentes. Induce una bateria de eventos de sefalizacion, el tipo de
reacciones catalizadas y su grado de estimulacion son distintos a los producidos por otro

factor de crecimiento conocido (Yonemura ef al. 1993).

Factor de crecimiento de fibroblastos (FGFs)

Los FGFs son miembros de una larga familia de polipéptidos considerados como
potentes reguladores del crecimiento celular y diferenciacién, tienen capacidad
quimiotictica y mitogénica sobre células de origen mesodérmico y neuroectodérmico
asi como efecto angiogénico, lo que los hace muy importantes durante la reparacion de
los tejidos periodontales. Los miembros de la familia de FGF estimulan la proliferacion
de la mayoria de los tipos celulares principales involucrados en la reparacion de heridas.
bFGF aumenta la reparacion de heridas y regeneracion de los tejidos periodontales
(Raja et al. 2009), estimula la proliferacion de células del ligamento periodontal y

osteoblastos (Dereka et al. 2006).
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Factor de crecimiento epidermal (EGF)

Es un factor de crecimiento polipeptidico involucrado en el control del crecimiento
epitelial y la diferenciacion de los tejidos periodontales (Nordlund et al 1991). Se
expresa en altos niveles en el epitelio de unién sano y en fibroblastos del ligamento
periodontal. EGF mejora ligeramente la quimiotaxis y suprime la sintesis de matriz
extracelular en células del ligamento periodontal y restringe la diferenciacion celular. La
expresion de los receptores para EFG disminuye cuando las células se diferencian hacia
tipos celulares capaces de formar tejidos mineralizados lo que siguiere que pueden
participar en la estabilizacion fenotipica de las células del ligamento periodontal

(Matsuda et al. 1993).
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Enfermedad periodontal

La gingivitis y periodontitis son enfermedades infecciosas, que afectan un alto
porcentaje de la poblacion a nivel mundial, incluso desde edades tempranas. La
enfermedad periodontal crénica se ha relacionado con enfermedades sistémicas como
cardiovasculares y pulmonares (Garcia ef al. 2001, Dave et al. 2004). A pesar de que las
bacterias son esenciales para el desarrollo de la periodontitis, el hecho de que se
desarrolle en grados variables en diferentes individuos sugiere una etiologia
multifactorial (Nanci y Bosshardt, 2006). Sin embargo todos los tipos de periodontitis
parecen tener una serie de eventos comunes que conducen al colapso de los tejidos y la
pérdida del aparato de insercion. En la gingivitis, los patdgenos periodontales en
particular Porphyromonas gingivalis, tienen la capacidad de perturbar la integridad del
epitelio de union permitiendo la propagacion subgingival de bacterias y sus antigenos.
La consiguiente respuesta inflamatoria conduce a la degradacion del tejido conectivo
subyacente, en un principio alrededor de los vasos sanguineos y posteriormente las
regiones adyacentes, resultando en una desintegracion estructural y funcional de la
encia. Uno de los primeros cambios en la periodontitis es la migracion del epitelio de
union a lo largo de la superficie radicular, formando un epitelio de union alargado y una
bolsa periodontal. Cuando la gingivitis se establece el tejido conectivo adyacente al
epitelio de union es continuamente alterado por la respuesta inflamatoria, asi que
necesita migrar en sentido apical a lo largo de la superficie radicular para encontrar un
tejido conectivo estructuralmente intacto (Nanci y Bosshardt, 2006). Las bacterias
causan la destruccion tisular indirectamente exacerbando la respuesta inmune del
huésped. En el contexto de la enfermedad periodontal recientemente se ha revisado la
respuesta inmune adquirida involucrando principalmente linfocitos-T, linfocitos-B y
mediadores de la inflamacidon con el progreso de esta enfermedad (Teng, 2003 y
Yamazaki et al. 2003). Numerosas citocinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento,
en particular IL-1 y TNF-a se han asociado con la reabsorcion dsea, asi como el
receptor del factor nuclear kappa (RANK) y su ligando RANK-L que estan
directamente involucrados en la diferenciacion de precursores de osteoclastos y la

activacion y supervivencia de osteoclastos.
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Células trocales en el ligamento periodontal

Desde el descubrimiento y caracterizacion de las células troncales mesenquimales
multipotentes (MSCs) de la médula 6sea (BM), poblaciones de MSC de otros tejidos se
han caracterizado basandose en los criterios establecidos para las BMMSCs. La
busqueda de células MSC en tejidos especificos ha permitido descubrir una variedad de
células troncales en cada organo y tejido del cuerpo en las ultimas décadas (Huang et al.
2009). Poblaciones de MSC derivadas de tejidos dentales se encuentran entre las
muchas otras células troncales que residen en tejidos especializados que han sido

aisladas y caracterizadas.

El primer tipo de célula troncal de origen dental fue aislada del tejido pulpar humano
y se les llamo células troncales de la pulpa postnatal (DPSCs) (Gronthos et al. 2000).
Subsecuentemente, cuatro tipos de poblaciones de MSC dentales adicionales fueron
aisladas y caracterizadas: células troncales de dientes deciduos exfoliados (SHED)
(Miura et al. 2003), células troncales del ligamento periodontal (PDLSCs) (Seo et al.
2004), células troncales de la papila apical (SCAP) (Sonoyama et al. 2008), y células
precursoras del foliculo dental (DFPCs) (Morsczeck et al. 2005).

El concepto de que células troncales podrian residir en los tejidos periodontales fue
propuesto en los 80’s por Melcher, (1985) quien cuestiono si las tres poblaciones
celulares del periodonto (cementoblastos, células del hueso alveolar y fibroblastos del
ligamento periodontal) derivaban de una tUnica poblacion de células ancestrales o
células troncales. La evidencia mas convincente de que estas células estdn presentes
entre los tejidos periodontales ha sido provista por los estudios in vivo e histologicos de
McColloch y sus colaboradores (Lekic et al 1996. McCulloch et al. 1985, 1987, 1995,
1996). Las PDLSCs son células clonogénicas, altamente proliferativas y capaces de
regenerar tejidos parecidos a cemento/ligamento periodontal, propiedades que las define
como células troncales. Las PDLSCs son similares a otras células troncales
mesenquimales en la expresion de STRO-1/CD146. Sin embargo por medio de
tinciones inmunohistoquimicas y western blot se ha demostrado que PDLSCs en
cultivo expresan una serie de marcadores cementoblastico/osteoblasticos incluyendo

fosfatasa alcalina, sialoproteina Osea, osteocalcina, escleraxis y el receptor tipo 1 del
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factor de crecimiento transformante-f. Ademas PDLSCs exhibieron caracteristicas

osteogénicas, adipogénicas y condrogénicas bajo condiciones de cultivos definidos.

Las PDLSCs representan una nueva poblacion de células troncales multipotentes por
su capacidad de desarrollar células parecidas a cementoblastos y adipocitos in vitro y
tejidos parecidos a cemento/ligamento periodontal in vivo, a diferencia de cualquier otro
tipo de células troncales mesenquimales como las BMMSC y las DPSCs contra las que
se compararon sus caracteristicas. Se comprobd que las PDLSCs participan en el
proceso de reparacion de los tejidos periodontales al trasplantarlas en defectos
periodontales creados quirurgicamente en molares de ratas inmunocomprometidas, a las
6-8 semanas se hicieron evaluaciones histoldgicas las cuales mostraron que estas células
tienen la capacidad de generar una capa delgada de tejido parecido a cemento en la
superficie del andamio utilizado (hidroxiapatita/fosfato tricalcico) junto con fibras de
coldgeno condensadas parecidas a fibras de Sharpey, lo que sugiere que tienen el
potencial para regenerar el aparato de insercion periodontal. (Seo ef al. 2004).
Recientemente se ha mostrado su capacidad de diferenciarse hacia precursores

neuronales (Coura et al. 2008).
La identificacion de poblaciones putativas de células troncales mesenquimales en el

periodonto ha estimulado el interés en el potencial uso de terapias basadas en células

troncales para tratar los dafios causados por traumas o enfermedad periodontal.
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Regeneracion periodontal

La meta principal de los tratamientos periodontales es prevenir la pérdida de
insercion y regenerar a los tejidos de soporte dafiados debido a la enfermedad
periodontal. Regeneracion se define como la reproduccion o reconstitucion de una parte
del cuerpo perdida o dafiada, de tal manera que la funcion y arquitectura de estos tejidos

sea completamente restaurada.

El objetivo de la terapia periodontal regenerativa es restaurar la estructura y funcioén
del periodonto, para lograr una exitosa regeneracion periodontal se requiere un epitelio
de unién funcional con una nueva union a la superficie dental, nuevas fibras de tejido
conectivo que se inserten en el cemento radicular, la formacion de nuevo cemento
acelular en la superficie radicular y la restauracion de la altura del hueso alveolar
(Gonzales et al. 2008, Bosshardt y Sculean 2009). Mientras que existe menos
preocupacion acerca de la insercion del nuevo tejido epitelial, la insercion del nuevo
tejido conectivo es mas critica. Estas preocupaciones incluyen predictibilidad y la
cantidad de nuevo tejido conectivo insertado, asi como la fuerza de la interface
regenerada entre la superficie radicular tratada y el nuevo cemento. Como la formacion
de cemento es esencial para la insercion de las fibras del ligamento periodontal a la
superficie radicular, muchas investigaciones se han enfocado en entender la
cementogénesis (Schroeder 1992, Bosshardt et al. 1996, 1997, 2005 Saying et al. 2000,
Grzesik y Narayanan, 2002 Zeichner 2006 Foster et al. 2007).

Clinicamente los tratamientos periodontales regenerativos son evaluados con
parametros clinicos (sondeo periodontal, radiografias y evaluaciones de reinsercion).
Estos métodos sin embargo son inapropiados para demostrar verdaderamente la
ganancia en la insercion. La histologia continua siendo el unico método confiable para

evaluar la eficacia de la terapia dirigida para lograr la regeneracion periodontal.

Los requerimientos para considerar como un procedimiento regenerativo a un
tratamiento periodontal son: histologia humana demostrando nuevo cemento, ligamento
periodontal y hueso alveolar coronal al defecto base, evaluaciones clinicas humanas

controladas demostrando mejoras clinicas de insercion y niveles de hueso y estudios
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histologicos en animales controlados mostrando nuevo cemento, ligamento periodontal
y hueso alveolar (Bosshardt y Sculean 2009). Se asume que, una vez que una técnica
regenerativa haya revelado potencial regenerativo, como el evidenciado por medios
histologicos, cualquier hallazgo clinico positivo sera comunmente calificado
automaticamente como regeneracion periodontal. A la fecha, varias terapias o técnicas
han sido utilizadas en la préctica clinica como por ejemplo raspado y alisado de la
superficie radicular, la implantacion de autoinjertos, aloinjertos, materiales aloplasticos,
acondicionamiento quimico de la raiz, factores de crecimiento, proteinas de la matriz
del esmalte, regeneracion tisular guiada y una combinacion de estos, sin embargo los
resultados clinicos obtenidos  con estos métodos varian ampliamente y son

impredecibles (Bartold et al. 2006, Bosshardt y Sculean 2009).

Ingenieria tisular

Actualmente se han hecho grandes avances en el entendimiento de los eventos
moleculares y celulares involucrados en la formaciéon y regeneracion de los tejidos
periodontales. La ingenieria tisular y la terapia génica han emergido como una

alternativa a los tratamientos convencionales (Lin et al. 2009).

Se cree que la regeneracion periodontal se puede alcanzar exitosamente mediante la
migracion de células troncales del ligamento periodontal y que estas células
subsecuentemente se diferenciaran en osteoblastos, cementoblastos y fibroblastos,
sintetizando la matriz extracelular consistente con los tejidos periodontales. La
ingenieria tisular es un drea contemporanea de la ciencia basada en los principios de la
biologia celular, biologia del desarrollo y la ciencia de los biomateriales para desarrollar
nuevos procedimientos y biomateriales para reemplazar tejidos perdidos o dafiados. Los
principales requerimientos para la ingenieria tisular son células progenitoras apropiadas,

moléculas de sefializacion, un andamio o vehiculo y un adecuado aporte sanguineo.
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Factores de crecimiento

Durante muchos afios las investigaciones han intentado wusar moléculas
biologicamente activas para lograr la regeneracion periodontal. Entre estas moléculas se
encuentran proteinas de matriz extracelular y factores de adhesion celular; factores
mediadores del metabolismo y actividad celular; y factores de crecimiento y
diferenciacion.

Los factores de crecimiento regulan la proliferacion, actividad celular, quimiotaxis
y/o diferenciacion celular. Numerosos factores de crecimiento, solos o combinados,
como el factor insulinico, factor de crecimiento de fibroblastos, factor de crecimiento
epidermal, factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento vascular
endotelial, hormona paratiroidea, factor de crecimiento transformante  y proteinas
morfogenéticas Oseas han sido probados para la regeneracion periodontal en
experimentos animales. Los factores de crecimiento més prometedores parecen ser
proteinas morfogenéticas Oseas, particularmente, BMP-2 y BMP-7 (Bosshardt y Sculean

2009).

Proteinas de 1a matriz del esmalte

Muchos estudios clinicos han mostrado efectos positivos en tratamientos para
periodontitis con derivados de la matriz del esmalte, y varias revisiones de estudios
clinicos e histologicos documentaron estos efectos benéficos (Tonetti et al. 2002,
Kalpidis y Ruben 2002, Venezia et al. 2004, Eposito et al.2005, Sculean ef al. 2007).

El concepto bioldgico detrds del uso terapéutico de las proteinas de la matriz del
esmalte para la regeneracion periodontal se basa en evidencia circunstancial, la idea
original sugiere que hay una relacion causal entre las proteinas de la matriz del esmalte
y la cementogénesis. (Hammarstrom et al. 1997, Hammarstrom 1997, Bosshardt 2008).

La matriz del esmalte contiene una porcidén no colagena principalmente compuesta
por proteinas hidrofobicas conocidas como proteinas amelogeninas y no amelogeninas
(proteinas anionicas del esmalte, ameloblastina, enamelina, tuftelina, proteinas
sulfatadas y proteasas del esmalte como enamelisina 0 MMP20 y EMSPI1). Se ha
sugerido que las proteinas del esmalte funcionan como nucleadoras y moduladoras de la

formacion de los cristales de hidroxiapatita (Zeichner, 2001).
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Marcadores moleculares a utilizar

Amelogenina

La amelogenina es la proteina del esmalte mas abundante (90%) de todas las
secretadas por los ameloblastos. Son hidrofobicas, ricas en prolina, glutamina, leucina e
histidina, muy conservada evolutivamente entre diferentes especies lo que sugiere un
papel crucial en la formacion del esmalte y procesos de biomineralizacion
(Hammarstrom, 1997b, Sire et al. 2004, Lyngstadaas et al. 2009). En la matriz
extracelular del esmalte hay multiples amelogeninas presentes, producto de splicings

alternativos del gen de la amelogenina.

La amelogenina contiene dominios altamente hidrofobicos e hidrofilicos, y es esa
naturaleza bipolar la que le permite a los monomeros de amelogenina el auto-
ensamblaje que resulta en la formacioén de nano-esferas, lo que se asume es critico para
la funcion de esta proteina estructural durante la formacion del esmalte, estabilizando
los recién formados cristales de hidroxiapatita y posteriormente influenciando su
crecimiento en tamafio. (Hammarstrom, 1997, Zeichner, 2001, Paine y Snead, 2005,

Bosshardt 2008, Lyngstadaas et al. 2009).

El gen de la amelogenina est4 localizado en los cromosomas sexuales X y Y, y es el
polimorfismo entre AMGX y AMGY lo que permite el uso del gen de la amelogenina
para determinar el sexo en muestras de DNA en ciencias forenses. Basados en
experimentos de pérdida de funcién y observaciones a pacientes con amelogénesis
imperfecta, se cree que las funciones de la amelogenina son regular la orientacion,

forma y longitud de los cristales de hidroxiapatita en el esmalte.
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Ameloblastina

También conocida como amelina, representa el 5% de las proteinas no amelogeninas
del esmalte, es una proteina anidnica, rica en prolina, glicina y leucina, tiene un dominio
DGEA identificado como para integrinas a2p1, y dominio de adhesion celular parecido

a trombospondina.

Es localizada en el cromosoma humano 4q21, esta proteina estd presente en la etapa
secretora de la formacion del esmalte y es sintetizada como una proteina de 65-70 kDa
que rapidamente es procesada hacia numerosas proteinas de bajo peso molecular de 52 a
13 kDa. Es localizada en los procesos de Tomes de los ameloblastos secretores y en el
espacio de la vaina y el esmalte, lo que sugiere un rol en la biomineralizacion del
esmalte por esta proteina. También es detectada en células mesenquimales de la pulpa,

pre-odontoblastos, odontoblastos y en la vaina epitelial de Hertwig (Zeichner 2001).

Proteina del cemento 1 (Cempl)

Es una proteina de 247 aminoacidos codificados por 1374 pares de bases, tiene un
peso molecular teorico de 25.9 kDa (Alvarez et al. 2005). La proteina recombinante
humana (hrCEMP1) tiene una movilidad relativa (Mr) 50 kDa por las modificaciones
postraduccionales. La caracterizacion de esta proteina indica que su estructura
secundaria estd compuesta principalmente por laminas f (55%), espirales al azar (35%)
y a hélices (10%). Es una proteina glicosilada, fosforilada y con una fuerte afinidad por

la hidroxiapatita. (Villarreal et al. 2009).

Es efectiva como marcador bioldgico del cemento, se expresa y distribuye en los
tejidos periodontales humanos, el ligamento periodontal, hueso alveolar, y células
derivadas de cementoblastoma. Esta distribuida a lo largo de la superficie radicular
completa. Reacciona inmunoldgicamente en la fase cementoide del cemento celular y
acelular, cementoblastos, cementocitos, células localizadas en los espacios endosteales
del hueso alveolar, y en células del ligamento periodontal localizadas en la periferia de
los vasos sanguineos. La proteina del cemento 1 inmunopurificada promueve la
adhesion de células derivadas del ligamento periodontal, hueso alveolar y fibroblastos

gingivales.
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Se expresa en células del linaje cementoblastico durante su desarrollo y maduracion,
in vitro ¢ in vivo. Se asume que Cempl es un marcador para el linaje cementoblastico.
Cempl tiene un papel importante en el proceso de mineralizacion del cemento, la
formacién y maduracion de la matriz del cemento estan asociados con la sintesis y
secrecion de la proteina del cemento 1 (Arzate et al. 2002). Cempl promueve la
adhesion y diferenciacion celular, rango de deposicion, composicion y morfologia de
los cristales de hidroxiapatita formados por cementoblastos, induce la expresion de

proteinas relacionadas con la mineralizacion (Villarreal et al. 2009).

Proteina de adhesion del cemento (CAP)

CAP es una proteina cemento especifica que se extrajo de cemento humano y bovino,
tiene una movilidad relativa de 56, 000 Da. CAP ha mostrado promover varias
actividades biologicas como la adhesion celular, quimiotaxis, diferenciacion, asi como
la expresion de fosfatasa alcalina (McAllister ef al. 1990, Olson et al. 1991, Arzate et
al. 1992, 2002, Alvarez et al. 2003). Es una proteina parecida a colagena, que tiene una
homologia parcial con las coldgenas tipo I y XII, sirve como marcador de progenitores
cementoblésticos putativos del ligamento periodontal humano adulto, y tiene la
capacidad de regular la capacidad de diferenciacion de estos progenitores in vitro (Liu
et al.1997). CAP parece ser inmunoldgicamente relacionada con CEMP1, debido a que
un anticuerpo monoclonal contra CAP tiene reaccion cruzada con la proteina CEMP1
inmunopurificada en 70 kDa. CAP también se ha reportado como una especie de 65
kDa en el germen dental en desarrollo (Arzate et al. 2002, Alvarez et al. 2005). CAP se
une con alta afinidad a la fibronectina e hidroxiapatita pero no a coldgenas, la actividad
de adhesion celular es selectiva para los diferentes tipos celulares (fibroblastos,
osteoblastos, células de musculo liso y células endoteliales, pero no a células epiteliales).
Las células 6seas migran y se adhieren mejor a superficies cubiertas con CAP que las
células del ligamento periodontal y a su vez estas lo hacen mejor que los fibroblastos
gingivales. Un patron similar se observa al evaluar la capacidad de CAP de unirse a
estas lineas celulares (Liu ef al. 1997). Y las células que tienen mayor capacidad de
unirse a CAP, forman tejidos mineralizados. CAP podria participar en el reclutamiento
de células formadoras de cemento putativas del periodonto y su diferenciacion hacia

cementoblastos (Komaki et al. 2002).
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Citoqueratina

Las citoqueratinas son el principal componente del citoesqueleto de las células
epiteliales, donde forman los filamentos intermedios. En el humano forman una
compleja familia codificada por al menos 20 genes diferentes, cuyo peso molecular
varia entre 40 y 70 kDa (Crewther et al. 1983, Steinert y Roop 1988) son un grupo de 19
proteinas que se han clasificado en 2 subfamilias: la primera con las proteinas basicas
relativamente grandes (56 a 67 kDa) numeradas de la 1 a la 8, mientras que la segunda
estd constituida por proteinas mas pequefias, acidicas y numeradas de la 9 a 19. Los dos
grupos se comportan como heteropolimeros obligados, con excepcion de la
Citoqueratina 19 (Crewther et al. 1983, Steinert y Roop 1988). Se ha establecido que las
citoqueratinas de bajo peso molecular (40 kDa) se encuentran en los epitelios simples y
glandulares, las de peso molecular intermedio en epitelios estratificados y las de alto
peso molecular (~67 kDa) en epitelios queratinizados (Sawaf et al. 1991). Las células
epiteliales experimentan cambios morfolégicos y composicionales a medida que migran
desde la capa basal hacia la superficie y aunque, se han encontrado algunas queratinas
en tejidos no epiteliales como los drganos linfoides, éstas todavia siguen siendo los
mejores marcadores de la diferenciacion epitelial (Montenegro et al. 1998).
Dependiendo del momento del desarrollo hay predominancia de unas citoqueratinas
sobre otras; ademas no son completamente especificos de un tipo celular, pueden
coexistir en un mismo sitio, los filamentos de Citoqueratina y los de Vimentina

(Martinez y Martinez, 2010).

Vimentina

La Vimentina es una proteina compuesta por 464 aminodcidos con una movilidad
relativa (Mr) de 58 kDa, el gen que la codifica se encuentra en el cromosoma 10p12.
Forma los filamentos intermedios de Vimentina que tienen 10 nm de didmetro. Se
encuentra en células mesenquimales, asi como en algunas epiteliales, (células de
Schwann o células de la glia, astrocitos, células de Sertoli, células vasculares de

musculo liso).
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La Vimentina se caracteriza por una expresion transitoria en algunas células
precursoras durante el desarrollo. Se expresa en precursores neurales y células
mesenquimales antes de la acumulacion de los filamentos especificos de tejidos. En
pocos casos la coexpresion de dos tipos de filamentos intermedios se mantiene (algunas
células de la glia, células de musculo liso vascular y la capa plexiforme de la retina). En
la mayoria de los casos filamentos especificos de tejido progresivamente reemplazan la
Vimentina, permitiendo asi la coexistencia de proteinas de diferentes filamentos

intermedios (Duprey y Paulin 1995).

STRO-1

Son moléculas expresadas en la superficie celular, consideradas marcadores de
células troncales mesenquimales tempranos, que también estan presentes en las células
troncales estromales de la medula 6sea (BMSSCs) y las células troncales de la pulpa
dental (DPSCs) (Seo et al. 2004). STRO-1 es un antigeno de superficie celular de la
familia de las inmunoglobulinas clase M, que se comenzo a utilizar como marcador de
células troncales en medula 6sea debido a su expresion en todas las unidades
formadoras de colonias, y su ausencia en los progenitores hematopoyéticos, monocitos
y linfocitos (Simmons y Torok, 1991). Estd presente en precursores de varios tipos
celulares estromales, incluyendo fibroblastos de medula 6sea, osteoblastos, condrocitos,
adipocitos, y células de musculo liso (Simmons y Torok 1991). Se ha empleado STRO-
1 como marcador de poblaciones de precursores osteoblasticos donde la expresion se
pierde progresivamente con la diferenciacion hacia osteoblastos maduros in vitro
(Gronthos et al. 1999). STRO-1 se ha localizado en las paredes externas de los vasos
sanguineos de médula 6sea y pulpa dental asi como vasos sanguineos grandes, pero no
en capilares y diferentes tejidos adultos (Bianco et al. 2001). STRO-1 parece ser un
marcador temprano de diferentes poblaciones de células troncales mesenquimales e

infiere un posible nicho perivascular para esas poblaciones de células troncales in situ

(Shi y Gronthos, 2003).
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CD146

CD146 también conocido como MUC-18/Mel-CAM es una glicoproteina de
membrana que funciona como molécula de adhesién celular involucrada en
interacciones célula-célula, es codificada por un gen en el brazo largo del cromosoma
11 en el humano, la secuencia gendémica tiene gran homologia con moléculas de
adhesion celular de la superfamilia de las inmunoglobulinas. La expresion de CD146 ha
demostrado un espectro relativamente limitado en tejidos normales y algunas neoplasias
malignas. Estd presente en el musculo liso, endotelio, miofibroblastos y células de
Schwann in situ se expresa predominantemente en paredes de vasos sanguineos en la
médula 6sea humana (Shih 1999). Se han caracterizado células progenitoras derivadas
del nicho perivascular en los microambientes de la médula d6sea y la pulpa dental
(Gronthos et al 2000, Gronthos et al, 2002, Shi y Gronthos 2003,). Seo et al. demostro
que las células troncales del ligamento periodontal son similares a otras células
troncales mesenquimales en la expresion de STRO-1+/CD146+, demostrando que estos
marcadores se pueden utilizar para aislar células troncales del ligamento periodontal, a
su vez infiere que las células troncales del ligamento periodontal derivan de una

poblacion de células perivasculares (Gould et al. 1977, McCulloch 1985).
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Planteamiento del problema

La cavidad oral tiene un rol fundamental en el equilibrio general del estado de salud
y bienestar de cada individuo. La enfermedad periodontal es una de las patologias con
mayor incidencia a nivel mundial, ya que se estima que mas del 80% de la poblacién
cuenta con algun grado de periodontitis, ademas en su etapa crdnica se le ha relacionado
con enfermedades sistémicas. Las terapéuticas periodontales actuales detienen el
progreso de la enfermedad retirando el agente causal, sin embargo en la regeneracion de
los tejidos periodontales perdidos se han obtenido resultados limitados e impredecibles.
Por lo cual, la identificacién y localizaciéon de los elementos biomoleculares que
participan en la regulaciéon de la formacion y desarrollo del periodonto aportardn
informacion esencial para la implementacion de una técnica de regeneracion periodontal

con pronostico predecible.

Justificacion

La identificacion de proteinas del esmalte, del cemento radicular, citoqueratinas,
vimentina y marcadores de células troncales en el periodonto, ayudaran a determinar el

posible origen celular de los tejidos que lo conforman.
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Hipaotesis
En la poblacion celular heterogénea del ligamento periodontal existen
subpoblaciones que expresan y coexpresan marcadores del esmalte, cemento radicular,

queratinas, y de células troncales in vitro e in vivo.

Objetivo general

Determinar la expresion de marcadores moleculares del esmalte, cemento, células

troncales y queratinas en el ligamento periodontal in vivo e in vitro.

Objetivos especificos

Determinar la expresion espacial de amelogenina, ameloblastina, CEMP-1, CAP,
STRO-1, CD-146 y queratinas en el periodonto humano in vitro en lineas celulares
derivadas de encia, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar.

Determinar la expresion y coexpresion espacial de amelogenina, ameloblastina,
CEMP-1, CAP, STRO-1, CD-146 y queratinas en el periodonto humano in vivo en

cortes histologicos.
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Material y métodos

Cultivo celular

Los fibroblastos derivados de la encia, fibroblastos derivados del ligamento
periodontal humano (PLC), cementoblastos, y osteoblastos que se han aislado y
expandido, se usaron en los experimentos (Alvarez et al 2006). Las células se
mantuvieron en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10% vy
antibiotico (penicilina 100 U/ml.) en una atmoésfera de CO, al 5%, 95% aire, humedad
al 100% y temperatura a 37°C. Se utilizaron células del primer pase para los

experimentos.

Inmunohistoquimica

Se utilizaron cortes histologicos de especimenes humanos conteniendo las estructuras
periodontales que fueron donados por el Departamento de Patologia Bucal del DEPel de
la Facultad de Odontologia de la UNAM. Los cortes fueron fijados en formalina al 10%
durante 24 h a 4°C y se descalcificaron en EDTA al 10% a 4°C durante 12 semanas,
posteriormente se deshidrataron, clarificaron en xileno y embebieron en parafina y se
realizaron cortes de 5 um de grosor y se tifieron con la tincién Tricromica de Masson
para el andlisis histomorfologico. Las laminillas se desparafinaron en xilol y se
rehidrataron en concentraciones ascendentes de alcohol etilico y se lavaron con PBS por
5 min. Posteriormente fueron incubadas con los anticuerpos primarios (anti-AMEL,
anti-AMBN, anti-CEMP1, anti-CAP, anti-STRO-1, anti-CD146, anti-VIM, y anti-
PanKeratin) a una dilucién de 1:100 en PBS+ 2 mg/ml de BSA. Se incubaron toda la
noche a 4°C, posteriormente se lavaron las laminillas en PBS+Tween20 al 0.01% por 5
min y posteriormente con PBS 2 veces 5 min cada una. Posteriormente, se incubo el
anticuerpo secundario acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) a una dilucion de
1:15 o Alexa Rojo a una dilucion de 1:200, durante 2 h a 4°C, para posteriormente lavar
las laminillas con PBS+Tween20 al 0.01% por 5 min y después en PBS 2 veces de 5
min cada una. Las laminillas se montaron y observaron en un microscopio de

Inmunofluorescencia indirecta Axiophot II (Zeiss, Alemania).
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Western blots

Para los western blots se procesaron cultivos a los 14 dias, las células fueron lisadas
en amortiguador de lisis (1 mM EDTA, pH 8.0, 10 mM Hepes, 50 mM NaCl, 0.5%
Triton X-100, 1 mM fenil metil sulfonil fluoruro, 5 uM leupeptina y 10 ug/ml
aprotinina). Se determin6 la concentraciéon de proteina de acuerdo al método de
Bradford, utilizando BSA como estdndar y se cargaron cantidades iguales de proteina
(10 ug/pozo) y fueron corridas en una SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio al 12%). Las proteinas se transfirieron a
membranas PVDF (fluoruro de polivinilideno), y fueron bloqueadas con 5% de leche
descremada durante una hora, posteriormente se les realizaron 3 lavados con la solucion
de lavado (amortiguador de fosfoproteinas mas 0.15% de Tween20) de 15 min cada uno,
para luego ser incubadas con los anticuerpos primarios (anti-AMEL, anti-AMBN, anti-
CEMPI, anti-CAP, anti-STRO-1, anti-CD146, anti-VIM, anti-PanKeratin, y anti-
GAPDH) a una concentraciéon de 1:1000 en amortiguador de fosfoproteinas toda la
noche a 4°C, después se lavaron 3 veces por 15 min con soluciéon de lavado y se
incubaron con el segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa a una concentracion de
1:2000 por dos horas, se lavaron con solucion de lavado y revelaron con la solucion de

revelado (DAB tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobenzidina, NiCl,, H,O,, PBS).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la expresion relativa de Amelogenina, Ameloblastina,
CEMPI1, CAP, STRO-1, CD146, Citoqueratina y Vimentina en los Western Blots
fueron analizados por medio de la prueba de comparaciones multiples Dunnett, con una

p =<de 0.01 utilizando el programa GraphPad InStat.
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Resultados

Inmunohistoquimica

Se utiliz6 la técnica de inmunohistoquimica en tejidos periodontales a partir de cortes
longitudinales de un molar humano para evaluar in vivo la expresion y/o coexpresion de
los marcadores moleculares relacionados con el linaje cementoblastico, proteinas del
esmalte, linaje mesenquimal o epitelial y marcadores de células troncales

mesenquimales en tejidos periodontales humanos.

La expresion de Ameloblastina se encontrd en subpoblaciones de cementoblastos,
restos epiteliales y algunas células de la periferia de vasos sanguineos y del ligamento
periodontal (Fig. 2 B, G, L) por otro lado la expresion de CD146 se observd en
subpoblaciones de cementoblastos y en células del ligamento periodontal en la periferia
de vasos sanguineos. Se localizaron subpoblaciones celulares de cementoblastos que

coexpresaban AMBN y CD146 (Fig. 2 C).

La expresion de STRO1 se encontrd en cementoblastos y células de la periferia de
vasos sanguineos (Fig. 2 K). Asi mismo se encontraron subpoblaciones de

cementoblastos que coexpresan STRO1 y AMBN asi como otras que solo expresan

STROI (Fig. 2 M).

La expresion de Citoqueratina se observd en subpoblaciones de cementoblastos y
restos epiteliales, también se localizaron subpoblaciones que coexpresan ambos

marcadores (Fig. 2 H).
Los controles incubando las laminillas en ausencia del anticuerpo primario fueron

negativos (Fig. 2 D, I, N). Cortes tefiidos con la tinciéon Tricroémica de Mazdn muestran

los aspectos anatdmicos de las laminillas experimentales descritas arriba (Fig. 2 E, J, O).
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Fig. 2 Microfotografias de cortes histoldgicos del periodonto humano incubados con
los anticuerpos anti-AMBN, anti-CD146, anti-CQ, anti-STRO1, control negativo y

tincion tricrOmica de Masson.

45



La expresion de Amelogenina se encontré en subpoblaciones de cementoblastos y
células del ligamento periodontal (Fig. 3 B, G, L). La expresion de CD146 se encontro
en subpoblaciones de cementoblastos y células del ligamento periodontal en la periferia
de vasos sanguineos (Fig. 3 A). También se encontraron tanto subpoblaciones de
cementoblastos y células del ligamento periodontal que coexpresan ambos marcadores,

como algunas que solo expresan AMEL (Fig.3 C).

La expresion de Citoqueratina se localizd en subpoblaciones de cementoblastos y
células del ligamento periodontal (Fig. 3 F). Se encontraron subpoblaciones de
cementoblastos y células del ligamento periodontal que coexpresaban CQ y AMEL (Fig.
3 H).

Se encontr6 que subpoblaciones de cementoblastos y células del ligamento
periodontal que expresan STRO1 (Fig. 3 K). Se encontraron algunas subpoblaciones

que coexpresaban STRO1y AMEL (Fig. 3 M).
Los controles incubando las laminillas en ausencia del anticuerpo primario fueron

negativos (Fig. 3 D, I, N). Cortes tefiidos con la tincién Tricromica de Masson muestran

los aspectos anatdmicos de las laminillas experimentales descritas arriba (Fig. 3 E, J, O).
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Fig. 3 Microfotografias de cortes histoldgicos del periodonto humano incubados con
los anticuerpos anti-AMEL, anti-CD146, anti-CQ, anti-STROI1, control negativo y

tincion Tricromica de Masson.

47



La expresion de la proteina de adhesion del cemento (CAP) se localizd en
subpoblaciones de cementoblastos, células del ligamento periodontal principalmente en

la periferia de vasos sanguineos y restos epiteliales (Fig. 4 B, G, L)

CD 146 se expresd en subpoblaciones de cementoblastos y células del ligamento
periodontal adyacentes al cemento y vasos sanguineos respectivamente (Fig. 4 A), se
encontraron subpoblaciones de cementoblastos que coexpresan CAP y CD146

(Fig. 4 C).

Se observo expresion de citoqueratina en subpoblaciones celulares de cementoblastos
y restos epiteliales (Fig. 4 F). La microfotografia de la Fig. 4 H muestra la coexpresion
de CQ y CAP por parte de subpoblaciones de cementoblastos, células del ligamento

periodontal y restos epiteliales.

Subpoblaciones de cementoblastos y células del ligamento periodontal en la periferia
de vasos sanguineos expresan STRO1 (Fig. 4 K), La coexpresion de STRO1 y CAP por
parte de subpoblaciones de cementoblastos y células del ligamento periodontal se

muestra en la Fig. 4 M.
Los controles incubando las laminillas en ausencia del anticuerpo primario fueron

negativos (Fig. 4 D, I, N). Cortes tefiidos con la tincién Tricromica de Masson muestran

los aspectos anatdmicos de las laminillas experimentales descritas arriba (Fig. 4 E, J, O).
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Fig. 4 Microfotografias de cortes histologicos del periodonto humano incubados con
los anticuerpos anti-CAP, anti-CD146, anti-CQ, anti-STRO1, control negativo y tincion

tricromica de Masson.
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La expresion de la proteina del cemento 1 (CEMP1), en cortes histologicos del
periodonto humano se encontré en subpoblaciones de cementoblastos, células en la
periferia de vasos sanguineos y algunas células del ligamento periodontal (Fig. 5 B, G,

L).

La expresion de CD146 se observo en subpoblaciones de cementoblastos y algunas
células de la periferia de vasos sanguineos (Fig. 5 A). Se encontraron cementoblastos

que coexpresan CEMP1 y CD146 (Fig. 5 C).

Se localizaron subpoblaciones de cementoblastos con expresion de CQ, asi como
células del ligamento periodontal (Fig. 5 F). La coexpresion de los marcadores CEMP1
y CQ por parte de subpoblaciones de cementoblastos y de células del ligamento

periodontal se muestra en la Fig. 5 H.

La expresion del marcador molecular STROI se localizd en subpoblaciones de
cementoblastos y células del ligamento periodontal principalmente en la periferia de
vasos sanguineos (Fig. 5 K). Ademas se encontraron subpoblaciones de cementoblastos
y células del ligamento periodontal que coexpresan CEMP1 y STROI principalmente

en la periferia de vasos sanguineos (Fig. 5 M).

Los controles incubando las laminillas en ausencia del anticuerpo primario fueron
negativos (Fig. 5 D, I, N). Los cortes tefiidos con la tincién Tricromica de Masson
muestran los aspectos anatomicos de las laminillas experimentales descritas arriba (Fig.

5E,J,0).
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Fig. 5 Microfotografias de cortes histologicos del periodonto humano incubados con
los anticuerpos anti-CEMPI1, anti-CD146, anti-CQ, anti-STRO1, control negativo y

tincion tricromica de Masson.
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Se busco la expresion de vimentina en cortes histologicos del periodonto humano y
se encontrd en subpoblaciones de cementoblastos y células del ligamento periodontal

(Fig. 6 B, G, L).

Se encontraron subpoblaciones de cementoblastos y células del ligamento
periodontal que expresan CD146 (Fig. 6 A). Y subpoblaciones de cementoblastos y de
células del ligamento periodontal con una coexpresion de CD146 y VIM (Fig. 6 C).

La expresion de citoqueratina se encontrd en subpoblaciones de cementoblastos (Fig.
6 F), aunado a esto en la Fig. 6 H se muestran subpoblaciones de cementoblastos y de

células del ligamento periodontal que coexpresan CQ y VIM.

Se encontraron subpoblaciones de cementoblastos y algunas células del ligamento
periodontal que expresan STROI1 (Fig. 6 K), asi como la coexpresion de STRO1y VIM
por parte de subpoblaciones de cementoblastos y células del ligamento periodontal (Fig.

6 M).

Los controles incubando las laminillas en ausencia del anticuerpo primario fueron
negativos (Fig. 6 D, I, N). Los cortes tefiidos con la tincién Tricromica de Masson
muestran los aspectos anatomicos de las laminillas experimentales descritas arriba (Fig.

6E,J,0).
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Fig. 6 Microfotografias de cortes histologicos del periodonto humano incubados con
los anticuerpos anti-VIM, anti-CD146, anti-CQ, anti-STRO1, control negativo y tincion

tricromica de Masson.
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Western blot

Se utilizé la técnica de western blot para evaluar in vitro la expresion de los
marcadores moleculares relacionados con el linaje cementoblastico, proteinas del
esmalte, linaje mesenquimal o epitelial y marcadores de células troncales
mesenquimales en cultivos celulares de fibroblastos gingivales humanos (FGH), células

del ligamento periodontal (PLC), Cementoblastos (CEM), y Osteoblastos (OST).

Se determiné la expresion de Ameloblastina por medio de Western blot (Fig. 7), en
cultivos celulares de fibroblastos gingivales (FGH), células del ligamento periodontal
(PLC), cementoblastos (CEM), y osteoblastos (OST). Los niveles relativos para la
proteina se determinaron midiendo la intensidad de los pixeles en cada banda,
excluyendo el fondo local. El porcentaje de expresion relativa se compara con la de
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), se realiz6 el mismo procedimiento
para todos los Western blot. Las lineas celulares que mostraron una mayor expresion
fueron osteoblastos (80.47%) y cementoblastos (74.22%). Sin embargo la expresion de

ameloblastina en las cuatro lineas celulares fue menor a la de GAPDH.
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Fig. 7.- Arriba, grafica de densidad relativa de las bandas (las diferencias
significativa son mostradas con un asterisco). Abajo, deteccion de Ameloblastina por

medio de Western blot.
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Se determino la expresion relativa de Amelogenina en cultivos celulares de FGH,
PLC, CEM y OST por medio de Western blot (Fig. 8). Los cementoblastos y los
osteoblastos fueron las lineas celulares que mostraron una mayor expresion. Las células
del ligamento periodontal (104.8 %), cementoblastos (111.4 %) y osteoblastos (109.3 %)
tuvieron una expresion de amelogenina mayor a la expresion de GAPDH. En general
los cuatro cultivos celulares tuvieron una mayor expresion de amelogenina que de
ameloblastina, resultado que concuerda con lo observado en las inmunohistoquimicas

de tejidos periodontales in vivo.
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Fig. 8.- Arriba, grafica de densidad relativa de las bandas (las diferencias
significativa son mostradas con un asterisco). Abajo, deteccion de Amelogenina por

medio de Western blot.
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Se determind la expresion relativa de la proteina de adhesion del cemento (CAP) en
los cultivos celulares por medio de Western blot (Fig. 9). El cultivo celular de
cementoblastos fue el que mostrd una mayor expresion de los linajes evaluados (89.4%),
sin embargo la expresion relativa de CAP en los cuatro linajes (FGH 84.36%, PLC
82.49%, OST 83.34%) fue menor a la expresion de GAPDH
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Fig. 9 Arriba, grafica de densidad relativa de las bandas (las diferencias significativa

son mostradas con un asterisco). Abajo, deteccion de CAP por medio de Western blot.

56



Para determinar la expresion relativa de la proteina del cemento 1 (CEMPI) en los
cuatro cultivos celulares se empleo la técnica de Western blot (Fig. 10). El cultivo
celular de cementoblastos fue el que mostré una mayor expresion, (101.8%) de los
linajes evaluados, por encima del nivel de expresion de GAPDH. Los cultivos celulares
de FGH, PLC y OST mostraron un nivel de expresion por debajo del de GAPDH con
90.75%, 84.97% y 93.87% respectivamente.
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Fig. 10.- Arriba, grafica de densidad relativa de las bandas (las diferencias
significativa son mostradas con un asterisco). Abajo, deteccion de CEMP1 por medio de

Western blot.
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Se determind la expresion relativa de Citoqueratina en los cultivos celulares por
medio de Western blot (Fig. 11). El cultivo celular de células del ligamento periodontal
(74.93 %), seguido de cementoblastos (70.82 %), fueron los que mostraron mayor
expresion de los linajes evaluados. La expresion de citoqueratinas en los cuatro linajes

celulares fue menor a la expresion de GAPDH.
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Fig. 11.- Arriba, grafica de densidad relativa de las bandas (las diferencias
significativa son mostradas con un asterisco). Abajo, deteccion de Citoqueratina por

medio de Western blot.
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Se determind la expresion relativa de Vimentina en los cultivos celulares por medio
de Western blot (Fig. 12). El cultivo celular de cementoblastos fue el que mostré una
mayor expresion de los linajes evaluados (79.08 %), sin embargo no alcanzé la
expresion relativa de GAPDH. En los cuatro linajes celulares la expresion relativa de
vimentina fue menor a la expresion de GAPDH (FGH 64.38%, PLC 64.66%, OST
64.64 %).
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Fig. 12.- Arriba, grafica de densidad relativa de las bandas (las diferencias
significativa son mostradas con un asterisco). Abajo, deteccion de Vimentina por medio

de Western blot.
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Para determinar la expresion relativa de STROI1 en los cuatro cultivos celulares se
empleo la técnica de Western blot (Fig. 11). El cultivo celular de cementoblastos
(71.73 %) fue el que mostré una mayor expresion de STRO1 en los linajes evaluados.
Sin embargo la expresion relativa de STROI en los cuatro linajes (FGH 60.29%, PLC
60.77 % y OST 60.90 %) fue menor a la expresion de GAPDH.

STRO1
100 =
£
g 8 %
;>= * * = *
< & - - =
L
-4
3 ‘
4} ;
£ 2
]
0
GAPDH FGH PLC CEM 057
CULTIVO CELULAR
30 kDa

Fig. 13.- Arriba, grafica de densidad relativa de las bandas (las diferencias
significativa son mostradas con un asterisco). Abajo, deteccion de STROI por medio de

Western blot.
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Se determind la expresion relativa del marcador molecular (CD146) en los cultivos
celulares por medio de Western blot (Fig. 9). Los cultivos celulares de fibroblastos
gingivales (111.89 %) y cementoblastos (103.78 %) mostraron una expresion de CD146
superior a la de GAPDH. El nivel de expresion de células del ligamento periodontal

(91.29 %) y osteoblastos (95.21 %) fue inferior al del control GAPDH.
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Fig. 14.- Arriba, grafica de densidad relativa de las bandas (las diferencias
significativa son mostradas con un asterisco). Abajo, deteccion de CD146 por medio de

Western blot.
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Discusion

La meta principal de la terapia periodontal es la restauracion de los tejidos dafiados
o perdidos debido a la enfermedad periodontal o traumas hasta su forma y funcion
original. La regeneracion periodontal es uno de los procesos mas complejos que ocurren
en el cuerpo humano. Se requiere la colaboracion e interaccion de varios tipos celulares,
incluyendo fibroblastos gingivales, fibroblastos del ligamento periodontal,
cementoblastos, osteoblastos, células endoteliales, macréfagos y posiblemente los restos
epiteliales de Malassez (Rincon et al, 2006) para restablecer el aparato de insercion
mediante la formacion de nuevo cemento, nuevo hueso alveolar y el anclaje de nuevas
fibras de tejido conectivo. Se anade mas complejidad a este proceso debido a que debe
ocurrir en un sistema abierto, permanentemente contaminado y sujeto a una carga
bacteriana significativa, asi como a las fuerzas oclusales que recibe el diente en planos
axiales y transversales, lo cual afecta la estabilidad de la reparacion del dafio (Nymphea
et al. 2011). Una variedad de terapias regenerativas, como injertos 0seos, tratamientos
de regeneracion tisular guiada y la aplicacion de derivados de la matriz del esmalte entre
otras han sido utilizadas sin lograr resultados predecibles que demuestren una
regeneracion periodontal verdadera. El incompleto entendimiento del desarrollo
radicular y el poco conocimiento de los mecanismos de sefalizacion y las moléculas
involucradas en este proceso son unas de las principales limitantes para lograr una
efectiva regeneracion periodontal, debido a que es necesario replicar eventos celulares
claves del desarrollo periodontal y entender los tipos celulares especificos, factores
inductores y los procesos celulares involucrados en la formacion del periodonto y en su
funcionamiento en estado adulto. (Lin et al. 2009). Para el desarrollo de este trabajo se
utilizaron Amelogenina y Ameloblastina, dos proteinas del esmalte las cuales se ha
postulado que podrian desempefiar papeles importantes en la homeostasis y desarrollo
del periodonto, la proteina de adhesion del cemento (CAP) y la proteina del cemento 1
(CEMP1), las cuales hasta la fecha son los Unicos marcadores cemento especificos.
STRO1 y CD146, son los marcadores moleculares utilizados para detectar y aislar
células troncales mesenquimales en el ligamento periodontal humano (Seo et al. 2004,
Ivanovski et al 2006, Lin et al 2008, Fujii et al 2008), asi como también Vimentina es
un marcador de células de origen mesenquimal y Citoqueratina de células de origen

epitelial. Estos marcadores moleculares se utilizaron in vivo en estudios de
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inmunofluorescencia para determinar su expresion espacial y mediante la técnica de
doble marcaje se evalud la coexpresion de los marcadores. Ademas por medio de
ensayos de western blot se evalud la expresion in vitro en cultivos celulares de
fibroblastos gingivales humanos, células del ligamento periodontal, cementoblastos y

osteoblastos.

Las proteinas del esmalte analizadas en este trabajo se seleccionaron debido a que
en estudios previos se ha reportado que estas proteinas inducen diferenciacion y
mineralizacion en una variedad de células mesenquimales que incluyen odontoblastos,
osteoblastos y cementoblastos lo que se ha revisado en trabajos como el de Kunimatsu
et al (2011) que postula que productos de origen epitelial pueden regular la actividad de
células de origen mesenquimal. También se ha reportado que inducen la expresion de
moléculas como la sialoproteina 6sea (BSP) considerada marcador especifico de tejidos
mineralizados y critica para promover la biomineralizaciéon, ademas se ha observado
que se expresan durante el depodsito de cemento radicular, (Viswanathan et al. 2003).
Durante nuestro estudio en las microfotografias obtenidas a partir de las
inmunofluorescencias de los cortes histologicos de las estructuras periodontales
encontramos expresion de amelogenina y ameloblastina en células que por su
localizacion adyacente al cemento radicular y sus caracteristicas histologicas podemos
considerar como cementoblastos. Diversas células del ligamento periodontal y células
en la periferia de vasos sanguineos mostraron expresion de ambas proteinas del esmalte,
principalmente en el tercio cervical del ligamento periodontal. Cabe destacar que tanto
en la intensidad de la expresion in vivo en los tejidos periodontales como en la
expresion in vitro en los cultivos celulares fue constante una mayor expresion de
Amelogenina en comparacion a la Ameloblastina, lo que posiblemente se deba a una
participacion mayor o en mas procesos que la Amelogenina. Al momento de comparar
la coexpresion de AMEL y AMBN con CD146 y STROI encontramos subpoblaciones
celulares que coexpresan los marcadores de células troncales mesenquimales y las
proteinas del esmalte tanto en células del ligamento periodontal en la periferia de vasos
sanguineos como cementoblastos, lo que nos permite sugerir que se expresan células
troncales putativas del ligamento periodontal y/o tienen un papel en la diferenciacion

hacia cementoblastos como ha sido sugerido por autores como Hammarstréom et a/ 1996
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y 1997b, Tokiyasu et al 2000, Viswanathan et al. 2003, Gruenbaum-Cohen et al 2009.
La expresion de ambas proteinas del esmalte en los western blots se encontrd en los
cuatro linajes celulares utilizados, a diferencia de los resultados obtenidos de las
muestras de tejido in vivo donde solo se encontraron en cementoblastos y células del
ligamento periodontal. Recientemente se ha comprobado que las proteinas del esmalte
no solo participan en la mineralizacion del esmalte, sino que ademas modulan procesos
como la proliferacion, diferenciacion, adhesion y migracion celular (Hakki et al, 2001,
Mizuno et al, 2004, Li et al, 2010). Una posible explicacion para esto es que, debido a
que los linajes celulares utilizados corresponden a los tejidos que conforman el
periodonto, es probable que estas células tengan la capacidad de producir las proteinas
del esmalte dado que estan involucradas en los procesos de desarrollo y homeostasis del
periodonto (Boabaid et al 2004, Swanson et al 2006, Barkana et al 2007) pero los
diversos factores de crecimiento y moléculas reguladoras asi como estimulos de
sefializaciones paracrinas y endocrinas que reciben in vivo regulan su expresion, se
sugiere que quiza la falta de estas sefializaciones in vitro da como resultado que se
expresen en cultivo estas proteinas. Aunado a esto Chou y colaboradores han reportado
que fibroblastos gingivales en cultivo expresan fosfatasa alcalina (ALP), Osteonectina
(ON) y osteopontina (OPN), atribuyéndolo a que se ha demostrado que estas moléculas
no solo tienen un papel en procesos de mineralizacion si no también estan involucradas
en la proliferacion y migracion de poblaciones celulares osteogénicas y cementogénicas,
y que debido a la consistencia del periodonto en compartimientos abiertos, existe la
posibilidad de que células troncales inmaduras migraran hacia el tejido conectivo

gingival (Chou et al. 2002).

El analisis las inmunohistoquimicas con los anticuerpos de CEMP-1 y CAP mostr6
que estas se expresaron en cementoblastos y células del ligamento periodontal en la
periferia de vasos sanguineos. La evaluacion de la coexpresion de los marcadores de
células troncales mesenquimales establecidos por Seo y colaboradores (2004) y las
proteinas cemento especificas es importante por el hecho de encontrar subpoblaciones
celulares que coexpresan tanto los marcadores de células troncales como los marcadores
cemento especificos ya que sugiere que podrian ser células troncales con la capacidad

de diferenciarse hacia cementoblastos. Recientemente, un grupo de investigadores
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utiliz6 STRO1 y CD146 para aislar células troncales del ligamento periodontal y
posteriormente inmunofluorescencia con STRO-1 y CEMP-1 para evaluar la
regeneracion periodontal de su modelo experimental, localizando también por
inmunofluorescencia subpoblaciones celulares que coexpresan STRO-1 y CEMP-1
(Park et al, 2011). Estudios previos han establecido la importancia del cemento
radicular para lograr regeneracion periodontal, es crucial la nueva formacion de
cemento y la reinsercion de las fibras de Sharpey en la superficie radicular, ademas
evidencias recientes indican que la formacion de cemento es critica para la maduracion
del periodonto tanto en el desarrollo, como en procesos de regeneracion (Pitaru et al
1995, Saygin et al 2000). La utilizacion de STRO-1, CD146, CEMP-1 y CAP podria ser
una estrategia prometedora con el fin de optimizar el aislamiento y seleccion de células
troncales con capacidad de diferenciacion a cementoblastos, para obtener mejores

resultados en la regeneracion periodontal.

Durante el andlisis de nuestros resultados encontramos subpoblaciones celulares
que coexpresan marcadores cemento especificos y marcadores de origen epitelial
(Citoqueratina), ademas de subpoblaciones que coexpresan marcadores cemento
especificos y marcadores relacionados a un origen mesenquimal (CD146 y STRO-1). El
origen de los precursores de cementoblastos y los factores moleculares que regulan su
diferenciacion no son completamente entendidos. La teoria clasica propone que el
foliculo dental y quizas también el mesénquima perifolicular dan origen a fibroblastos
del ligamento periodontal, osteoblastos y cementoblastos. Esta teoria estd basada
principalmente en estudios de marcaje con H3-timidina, la detecciéon del marcaje en
cementoblastos fue interpretado como evidencia de un origen del foliculo dental propio,
sin embargo como fue sefialado por investigadores como Thomas y Kollar (1998) y
Bosshardt y Selvig (1997), los cementoblastos marcados podrian originarse de la vaina
epitelial de Hertwig (HERS) dado que estas células también incorporaron H3-timidina.
Una alternativa es que células de la vaina epitelial de Hertwig realicen una
transformacion epitelio-mesénquima para diferenciarse a cementoblastos. Los
resultados obtenidos en nuestro trabajo en relacion a la coexpresion de marcadores
cementoblésticos y de linaje epitelial asi como otras subpoblaciones celulares que

coexpresan marcadores cementoblasticos y marcadores relacionados a un origen
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mesenquimal, apoyan dos de las principales teorias acerca del posible origen de los
cementoblastos; es posible la existencia de diferentes precursores para cementoblastos,
unos provenientes de origen epitelial y otros de origen mesenquimal como han sugerido
diversos autores (Webb et al 1996, Chai et al 2000, Lézot et al 2000, Bosshardt 2005,
Zeichner, et al. 2003, Zeichner 2006). O que el origen de los precursores de
cementoblastos sea a través de transicion epitelio-mesenquimal y sean células en
diferentes etapas de esta transicion, lo cual también ha sido postulado por diversos
autores (Thomas 1995, Bosshardt y Nanci 1996, Bosshardt y Selvig 1997, Bosshardt y
Nanci 2004). Nuestros resultados sugieren que ciertas subpoblaciones celulares realizan
la transicion epitelio-mesénquima debido al hallazgo de células que coexpresan tanto
Citoqueratina como Vimentina (marcadores moleculares para origen epitelial y
mesenquimal respectivamente) in vivo. Aunado a esto, los cultivos celulares también
expresaron ambos marcadores. Diversos estudios han reportado la coexpresion de
Citoqueratina y Vimentina, en el epitelio del reticulo estrellado del 6rgano del esmalte,
en el ojo humano, en el plexo coroideo humano y en células mesenquimales como los
condrocitos del cartilago de pescado, rata, en blastema en regeneracion de extremidades

de salamandras y células en desarrollo del miocardio (Webb et al 1996).

Se requieren estudios adicionales para poder determinar €l o los origenes de los
precursores de los cementoblastos, un punto clave para poder lograr la formacion de
novo de cemento radicular y restablecer el aparato de insercion periodontal y asi lograr
una regeneracion periodontal adecuada. Una de las principales limitantes en este sentido
era la falta de marcadores cemento especificos, pero el uso de la proteina del cemento 1
(CEMP1) y la proteina de adhesion del cemento (CAP) permitirian grandes avances en

este tema.
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Conclusiones

* Se determin6d la expresion y coexpresion de los marcadores moleculares
utilizados in vivo en el ligamento periodontal humano, e in vitro en los linajes

celulares que conforman el periodonto.

* El uso de CEMP1/CAP en combinacion con los marcadores de células troncales
STRO-1 y CD146, permiten la identificacion de subpoblaciones de posibles
células troncales con un destino de diferenciacion hacia el fenotipo

cementoblastico.

* La subpoblacioén celular STRO-1+, CD146+, CEMP1+ y/o CAP+ se propone

como la indicada para la reactivacion de la cementogénesis.

* El uso de inmunohistoquimica y los marcadores moleculares de células troncales
en el ligamento periodontal nos permiten describir el nicho perivascular de estas
subpoblaciones celulares, similar al de las células troncales mesenquimales en

médula 6sea.

* Los hallazgos de proteinas del esmalte en las muestras analizadas por
inmunohistoquimica, asi como su expresion por los linajes celulares del
periodonto apoya el papel de estas moléculas en la homeostasis del periodonto y

particularmente en el proceso de la cementogénesis.

* La expresion de Citoqueratina y Vimentina apoya la teoria de que al menos una
subpoblacion especifica de cementoblastos realiza la transicion epitelio
mesenquimal, aunque a su vez también podria apoyar la teoria que habla de que
cada tipo de cemento es producido por una poblaciébn de cementoblastos

independiente.
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