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1. Resumen

La transfecciéon de la Proteina del Cemento 1 (CEMP1) en Fibroblastos Gingivales
Humanos (HGF por sus siglas en inglés) incrementa notablemente el metabolismo
celular y produce la sobreexpresion de moléculas relacionadas con
biomineralizacion a nivel transcripcional y traduccional. Por estos motivos, las
células HGF transfectadas con el gen de CEMP1 (HGF-CEMP1) se consideran
cementoblastos putativos. Esto representa un avance significativo en la
investigacion periodontal debido a que la neoformacién de cemento radicular es un
evento clave en la regeneracion periodontal. Aunado a esto, es bien conocido que
los cambios importantes en el metabolismo celular y la expresion de proteinas estan
relacionados a la estructura nucleolar y a la funcién de este organelo implicado en
la biogénesis ribosomal. El propdsito de este trabajo es determinar el efecto de la
transfeccion de CEMPL1 en la ultraestructura nucleolar de HGF. Las células fueron
procesadas siguiendo la técnica convencional para microscopia electrénica de
transmision (TEM por sus siglas en ingles), se fijaron en glutaraldehido, postfijaron
con tetradxido de osmio y se embebieron en resina epoxica. Los cortes ultrafinos se
contrastaron con la técnica de acetato de uranilo y citrato de plomo. Para la
deteccion de ribonucleoproteinas (RNPs) se utilizé el método de contraste basado
en el efecto regresivo del acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Ademas, se utilizo
la técnica de amina de osmio para la tincion especifica de DNA. Los datos
mostrados en este trabajo sugieren que la transfeccion génica de CEMP1 en HGF
no produce cambios en la ultraestructura nucleolar general, dado que los

componentes de este organelo (centros fibrilares, componente fibrilar denso y



componente granular) no muestran diferencias entre en las células transfectadas y
en los grupos control. La transfeccion del gen de CEMP1 en los HGF permite que
estas células modifiquen su fenotipo, logrando la mineralizacion de matriz
extracelular, esto sin producir alteraciones en la ultraestructura del nucléolo que
indiqguen estrés celular, dafio en el funcionamiento celular o transformaciones
neoplasicas. Lo que se evidencia por la presencia de los diferentes compartimientos

nucleolares y la correcta organizacién de los mismos.



2. Abstract

Transfection of Cementum Protein 1 (CEMP1) into Human Gingival Fibroblasts
(HGF) notably increases cell metabolism and overexpresses molecules related to
biomineralization at transcriptional and traductional level. Therefore, HGF
transfected with CEMP1 gen (HGF-CEMP1) are considered as putative
cementoblasts. This represents a significant advance in periodontal research since
cementum neoformation is a key event in periodontal regeneration. In addition, it is
well known that important changes in cell metabolism and proteins expression are
related to nucleolar structure and the function of this organelle, which is implicated
in ribosome biogenesis. The aim of this study is to determine the effect of transfecting
CEMP1 gene into HGF at the ultrastructure of the nucleolus. Cells were processed
by the conventional technique for transmission electron microscopy (TEM), fixed with
glutaraldehyde, postfixed with osmium tetraoxide and embedded in epoxy resin.
Semi-thin sections were stained with toluidine blue and observed by light
microscopy. Ultra-thin sections were stained with uranyl acetate and lead citrate
technique. For ribonucleoproteins (RNPs) detection the staining method based on
the regressive effect of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) was used. In
addition, the osmium ammine technique was used for specific staining of DNA. Data
shown in this study suggest that CEMP1 gene transfection into HGF cells does not
produce changes in the general nucleolar ultrastructure since the different
components of the organelle are present as fibrillar centers, dense fibrillar

component and granular component do not show differences between the
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transfected cells and in the control groups. The transfection of CEMP1 gene into
HGF cells allows these cells to modify their phenotype, achieving mineralization of
the extracellular matrix. This without producing alterations in the nucleolar
ultrastructure that indicate cellular stress, cellular damage or neoplastic
transformation. This is evidenced by the presence of the different nucleolar

compartments and the correct organization of them.



3. Introduccion

La enfermedad periodontal o periodontitis es una de las patologias que mas afecta
a la cavidad oral. La periodontitis representa la mayor causa de perdida de 6érganos
dentarios en adultos a nivel mundial (1) (2). Esto debido, principalmente, a la
progresion silenciosa de la enfermedad y a que las terapias periodontales
disponibles remueven los agentes causales para el avance de la enfermedad, pero
no son capaces de regenerar los tejidos dafiados o perdidos de una forma eficiente
y predecible (3). El mayor obstaculo para lograr regeneracion periodontal es la
limitacion para estimular la formacion de nuevo cemento radicular, lo cual es un

evento crucial para la regeneracion de las estructuras periodontales (4) (5) (6) (7).

La proteina CEMP1 parece ser un regulador clave del proceso de cementogenesis
dado que regula el depdsito, composicion y morfologia de los cristales de
hidroxiapatita (8) (9). Estudios in vitro han demostrado la capacidad de CEMP1 para
promover el anclaje celular y la diferenciacion de cementoblastos y células
progenitoras. La transfeccion de CEMP1 en HGF (HGF-CEMP1) da como resultado
células con un fenotipo “mineralizante”. Estas células son consideradas como
cementoblastos putativos debido a que sintetizan matriz extracelular mineralizada
(hidroxiapatita biologica), tienen una mayor actividad de la fosfatasa alcalina,
expresan proteinas relacionadas al proceso de biomineralizacion asi como
proteinas cemento-especificas e incrementan su taza de proliferacion (10). El
estudio con microarreglos de expresion genética demostré que CEMP1 puede

modular la expresion de diversos genes relacionados con el desarrollo celular,
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crecimiento celular, ciclo celular asi como la muerte celular en HGF transfectados
con CEMP1 (11). De esta forma, se conoce el efecto de CEMP1 en HGF a nivel

transcripcional, sin embargo aun se desconoce a nivel ultraestructural.

Se decidié analizar la ultraestructura nucleolar debido a que el nucléolo es un
organelo multifuncional y dindmico que participa en numerosos procesos vitales
para las células, es decir tiene la capacidad de adaptar su morfologia en respuesta
a las necesidades celulares, estimulos, patologias, infecciones virales, estrés
celular e incluso alteraciones en algunos mecanismos epigenéticos. Por esto el
nucléolo es considerado como un indicador importante del estado fisiolégico de las
células (12). La ultraestructura nucleolar puede ser utilizada como un marcador
morfolégico del estado celular tanto en condiciones fisiologicas, patolégicas o
condiciones experimentales (13). Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es
determinar si la transfeccion de CEMP1 en HGF sanos afecta directamente la

arquitectura nucleolar a nivel ultraestructural y por lo tanto las funciones celulares.



4. Antecedentes

A. Periodonto

Los Organos dentarios se encuentran rodeados por los tejidos periodontales o
periodonto (del latin peri, que significa “alrededor” y del griego odonto que significa
“diente”). El periodonto esta constituido por dos tejidos mineralizados, el hueso
alveolar y el cemento radicular y dos tejidos conectivos blandos, el ligamento
periodontal, y la encia (14) (15) como se observa en la Figura 1. Estos tejidos en su
conjunto brindan el anclaje, soporte y recubrimiento a las raices dentales. Los dos
tejidos mineralizados, el cemento y el hueso alveolar, son los puntos de contacto a
los que el ligamento periodontal ancla a los dientes con los maxilares y la encia

recubre el periodonto y brinda proteccioén a los tejidos subyacentes.

Encia

Ligamento
periodontal
Hueso . Cemento
Alveolar Radicular . .

Figura 1.- Tejidos que componen el

periodonto, Encia, Ligamento periodontal,
Ligamento Cemento Radicular y Hueso alveolar.
periodontal Tomada y modificada de

http://www.sedico.net/



El periodonto es un érgano unico, constituido por tejidos notablemente diferentes
entre si, que varian en su composicion celular y proteica, grado de mineralizacion y
de actividad metabdlica, asi como susceptibilidad a patologias (16). Cada uno de
los tejidos del periodonto tiene una estructura altamente especializada, y son sus
caracteristicas estructurales las que definen directamente su funcién. De hecho, el
adecuado funcionamiento del periodonto solo se logra mediante la integridad
estructural y la correcta interacciéon entre sus componentes (17) ya que cada uno de
los componentes del periodonto influye sobre las actividades celulares de las
estructuras adyacentes (18). La interdependencia de los tejidos periodontales
destaca la importancia del funcionamiento en conjunto de sus componentes,

trabajando como una unidad.

Entre las funciones del periodonto, la principal es la de anclar los érganos dentarios
a los maxilares. Ademas, el periodonto es el encargado de transmitir las fuerzas
oclusales al hueso, mantener los tejidos gingivales en un estado funcional y a los
dientes en su posicién normal. También se lleva a cabo una funcién formativa,
durante la remodelacion del cemento y el hueso alveolar para compensar el
desgaste fisiologico y en la reparacion de los tejidos en lesiones. El periodonto lleva
a cabo la funcion nutricional, ya que el ligamento periodontal provee de elementos
nutricionales al hueso alveolar, cemento y encia mediante los vasos sanguineos y
proporciona drenaje linfatico. El ligamento periodontal también proporciona
sensibilidad propioceptiva y tactil, para coordinarse con la funcién neuromuscular a

través de las vias aferentes del hipotalamo (14).



A.1 Encia

La encia es la porcion de la mucosa oral que cubre el hueso alveolar y el cuello de
los dientes (15). Es de color rosado (rosa coral o salmén), frecuentemente posee
una apariencia similar a una cascara de naranja (punteada) y estad delimitada
apicalmente por la mucosa oral (14). La encia se divide en dos regiones, la encia
libre (0o marginal) y la encia insertada. Esta compuesta por una capa de epitelio
gingival y tejido conectivo subyacente denominado lamina propia. La principal
funcion de la encia es proveer una barrera protectora capaz de resistir los dafios
producidos por bacterias, productos quimicos y traumas a los que la cavidad oral

esta expuesta diariamente (16).

La encia libre mide aproximadamente 1.5 milimetros (mm) en sentido corono-apical,
rodea pero no se adhiere a cada diente. En un estado de salud periodontal, la encia
llena completamente los espacios entre dientes con la encia interdental o papila
gingival. En molares y premolares la encia interdental consiste de dos papilas una
vestibular y una bucal interconectadas por el col o collado. El col esta constituido
por epitelio no queratinizado y es una estructura particularmente susceptible a
sustancias nocivas o traumas, por lo que es el sitio donde mas frecuentemente se

da el ataque patologico al aparato de soporte de los dientes (14).

La unién dentogingival es una adaptacion de la mucosa oral compuesta por tejidos
epiteliales y conectivos. EI componente epitelial se divide en tres componentes

funcionales, bucal, del surco y epitelio de unién, y el componente conectivo se divide
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en compartimentos superficial y profundo. El epitelio de union juega un papel crucial
porque esencialmente sella los tejidos periodontales del ambiente oral. Su

integridad es esencial para el mantenimiento del periodonto sano (17) .

En la encia sana, la colagena representa aproximadamente tres quintas partes del
total de proteinas, la coldgena tipo | es la que se encuentra en mayor proporcion,
también se encuentran la colagena tipo Il y V. Estas presentan diferencias en su
composicién bioquimica respecto a las que se encuentran presentes en la piel. La
organizacion estructural y la funcién de la encia también dependen de un grupo
heterogéneo de proteinas no colagenas encontradas en la porcion de tejido
conectivo que la constituye. El sistema de fibras elasticas es parcialmente
responsable por las propiedades elasticas de la encia y representa
aproximadamente el 6% del total de proteinas de la encia. También se han
identificado numerosas moléculas de adhesion en la matriz extracelular de la encia,
entre las que se incluyen fibronectina, laminina, tenascina, osteonectina y
glucosaminoglicanos como el dermatan sulfato, condroitin 4 sulfato, heparan sulfato

y acido hialurénico.

La naturaleza metabolicamente activa de la encia provee de un continuo
remodelamiento del tejido conectivo en respuesta a varios factores locales y
ambientales (como la presencia o ausencia de dientes, inflamacion o drogas) el
recambio de colagena en la encia no es tan rapido como el del ligamento periodontal
pero es significativamente mas rapido que el encontrado en otros tejidos como la

piel, tendones o el paladar.
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Otra particularidad de la encia es que la presencia o ausencia de dientes induce
cambios significativos en su composicidn bioguimica ya que la colagena extraida de
zonas edéntulas difiere de la que se extrae de zonas con dientes. Las colagenas
tipo | y Ill extraidas de zonas edéntulas son mas parecidas a las encontradas en la
piel. Otros cambios que se pueden encontrar en la composicion proteica de la encia
son producto de procesos inflamatorios. Ya que se ha documentado la aparicion de
tipos de colagena adicionales asi como cambios en los porcentajes de los tipos de
colagena ya presentes. Las proteinas no colagenas también se ven afectadas por
procesos inflamatorios, las proteinas solubles en acido con pesos atémicos de 32 a
75 kilo Daltons (kDa) desaparecen, los glicosaminoglicanos y proteoglicanos se
reducen. La desaparicibn de proteinas colagenas especificas, no colagenas y

proteoglicanos durante el proceso inflamatorio afecta la integridad de la encia (16).
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A. 2 Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es un tejido conectivo blando especializado, situado entre
el cemento que recubre las raices dentales y el hueso del proceso alveolar. Tiene
un grosor de 0.15 a 0.4 mm; la porcidbn mas angosta se encuentra en el tercio medio
de la raiz y con la edad presenta una disminucion progresiva en el grosor. El
principal componente del ligamento periodontal son haces gruesos de fibras densas

estrechamente entrelazadas y flexibles.

Es un tejido conectivo particularmente bien adaptado a su principal funcion, el
anclaje de los dientes en los alveolos y al mismo tiempo les permite resistir las
considerables fuerzas de masticacion. Debido a su inervacion, el ligamento
periodontal tiene la capacidad de actuar como un receptor sensitivo necesario para
el posicionamiento adecuado de la mandibula durante la masticacion. La red
vascular y linfatica del ligamento periodontal provee de nutrientes y remueve los
productos metabdlicos del ligamento periodontal y parte de la encia. Otra funcion
primordial del ligamento periodontal es ser un reservorio celular para la homeostasis

y procesos de reparacion/regeneracion (17).

Las células que se encuentran en el ligamento periodontal, son osteoblastos,
fibroblastos, cementoblastos, osteoclastos, odontoclastos, restos de Malassez,
monocitos, macréfagos y células mesenquimales indiferenciadas. Los
compartimentos extracelulares consisten principalmente en haces de fibras de

colagena bien definidos, embebidos en un material amorfo, conocido como
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sustancia fundamental. Las células del ligamento periodontal tienen un rol elemental
en el mantenimiento de la homeostasis en la parte alveolar del periodonto. Estas
células tienen la capacidad de sintetizar y reabsorber las macromoléculas de los
tejidos conectivos, y de esta forma contribuyen a la regulacion de la sintesis y
resorcion de la matriz extracelular del ligamento periodontal, asi como el hueso
alveolar y el cemento. El ligamento periodontal colinda por un lado con la capa en
desarrollo del proceso alveolar, que participa en la formacion de hueso; por el otro
lado colinda con la capa cementogénica de la superficie radicular, que participa en

la formacion de nuevo cemento (14).

Una capacidad destacable del ligamento periodontal es que mantiene su grosor a
pesar de estar entre dos tejidos mineralizados. Las poblaciones celulares de este
tejido, durante el desarrollo y la regeneracion, secretan moléculas que pueden
regular la extensién de la mineralizacion y previenen la fusion de las raices dentales
con el hueso alveolar (anquilosis). El balance entre la actividad de la sialoproteina
Osea y la osteopontina contribuye a establecer y mantener el espesor biolégico del

ligamento periodontal.

El ligamento periodontal también tiene la capacidad de adaptarse a cambios
funcionales. Cuando incrementa la demanda funcional, el grosor del ligamento
periodontal puede incrementarse hasta en un 50 % y los haces de fibras también
incrementan notablemente su grosor. Inversamente una reduccion en las funciones
lleva a un estrechamiento del ligamento y una disminucion en el nUmero y grosor de

los haces de fibras (17).
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A.3 Cemento radicular

El cemento radicular es el tejido conectivo mineralizado que cubre las raices de los
dientes, forma la interface entre la dentina radicular y las fibras del ligamento
periodontal. De todos los tejidos mineralizados identificados en mamiferos, el
cemento es anatdmicamente el que presenta mas particularidades. Esta compuesto
por una matriz organica mineralizada muy delgada (20-200 um), es avascular
carece de drenaje linfatico e inervaciones. A pesar del bajo volumen que ocupa el
cemento, este es necesario para el anclaje de los dientes al hueso alveolar, la

reparacion de fracturas radiculares y la adaptacion funcional de los dientes (16).

La funcidén principal del cemento radicular es realizar el anclaje a los dientes en los
alveolos. Esto lo logra mediante la interaccion con las fibras del ligamento
periodontal, cuyas terminaciones (fibras de Sharpey) son firmemente embebidas
dentro del cemento durante la cementogenesis. Otra funcién del cemento es asistir
en el mantenimiento de las relaciones oclusales mediante la aposicion de nuevo
cemento en la zona apical de las raices. El cemento también se encarga de reparar
fracturas radiculares, tapar los tubulos dentinarios expuestos y proteger los

subyacentes, asi como de sellar pulpas necréticas (oclusion apical) (14).

En cuanto a su composicion, el cemento es similar al hueso en el arreglo estructural
de su matriz organica, el tipo de cristales que los conforman, el proceso de
desarrollo, sus capacidades de reorganizacion y composicion quimica. Sin

embargo, hay algunas diferencias importantes entre estos dos tejidos, por ejemplo,
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el 70 % del hueso estd compuesto por sales inorganicas, mientras que en el
cemento es de solo el 46 %. En el hueso solo se encuentra colagena tipo I, mientras
que el cemento contiene colagena tipo I, més colagena tipo Ill (cerca del 5 %) en su
matriz organica. El cemento contiene un proteoglicano interfibrilar que parece ser
exclusivo de este tejido. Comparado con el hueso y el esmalte, el cemento es
permeable, y funcionalmente el cemento difiere del hueso en la incapacidad de

realizar remodelaciones extensas (14).

La composicion bioguimica del cemento incluye un 50 % de porcién mineral y un
50 % de matriz organica. La colagena tipo | es el componente organico
predominante (90 %) también se encuentran las colagenas tipo Ill, V, VI, Xll 'y XIV.
Respecto a las proteinas no colagenas se incluyen la sialoproteina 6sea, proteina
de matriz dentinaria 1 (DMP-1), sialoproteina dentinaria, fibronectina, osteocalcina,
osteonectina, osteopontina, tenascina, proteoglicanos, proteolipidos, factores de

crecimiento (factor de crecimiento cementario) y proteinas del esmalte (17).

La localizacion, morfologia y caracteristicas histologica del cemento han sido la
base para la clasificacion de los distintos tipos de cemento en 4 categorias;
Cemento tipo I, cemento acelular y afibrilar, es encontrado casi exclusivamente
sobre el esmalte cerca de la unidbn cemento-esmalte, carece de fibras de colageno
y de cementocitos. Cemento tipo I, cemento acelular y fibrilar, es el cemento que
contiene las fibras de Sharpey pero carece de cementocitos. EI cemento tipo lll,
cemento celular con fibras intrinsecas, carece de fibras de Sharpey, su matriz

organica en su lugar consiste de fibras intrinsecas secretadas por los
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cementoblastos. ElI cemento tipo IV, cemento celular con fibras intrinsecas y
extrinsecas, contiene fibras producidas por cementoblastos y por los fibroblastos
del ligamento periodontal dentro de su matriz calcificada que también incluye

cementocitos (14).

Cemento acelular de fibras extrinsecas. (Cemento primario o cemento acelular) se
encuentra en los dos tercios cervicales de la raiz, es considerado acelular por que
las células que lo forman permanecen en su superficie. Contiene un nimero muy
alto de fibras de Sharpey, por lo que su principal funcion es el anclaje. Cemento
celular de fibras intrinsecas, se distribuye en el tercio apical de las raices y la zona
de furca. Es producido como tejido de reparacion que rellena los defectos y fracturas
radiculares. Este tipo de cemento es menos mineralizado que el anterior. Cemento
celular mixto estratificado, posee una estratificacion que se origina por el deposito
alternado de capas de cemento acelular extrinseco y de cemento celular de fibras

intrinsecas (17).

“La busqueda constante para alcanzar la regeneracion periodontal verdadera, ha
brindado un renovado interés en el cemento radicular debido a que en la ausencia
de cemento recién formado no se puede dar el anclaje de las fibras de Sharpey, un
paso critico en la regeneracion del aparato de insercion periodontal”. Por este motivo

la revision del proceso de cementogenesis recobra importancia.

El inicio de la formacion del cemento esta limitado en un principio por el avance de

la formacion radicular, donde la vaina epitelial de Hertwig (HERS por sus siglas en
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inglés) envia un mensaje inductivo, posiblemente secretando algunas proteinas de
la matriz del esmalte a las células ectomesenquimales de la pulpa dental. Estas
células se diferencian hacia odontoblastos y producen capas de predentina. Al poco
tiempo la HERS se fragmenta y células ectomesenquimales de la porcion interna
del foliculo dental entran en contacto con la predentina. Posteriormente los
cementoblastos se diferencian y depositan matriz de cemento sobre la dentina
radicular en formacion. El origen de los cementoblastos y la serie de eventos que

llevan a su diferenciacion adn no se conoce con certeza (17).

Durante el desarrollo de la raiz, las primeras células que se alinean a lo largo de la
recién formada dentina (sin mineralizar) tienen caracteristicas de fibroblastos. Estas
células depositan colagena entre la matriz dentinaria sin mineralizar para permitir
que las fibras de ambos tejidos se entremezclen. La mineralizacion de la dentina no
alcanza la superficie hasta que el entrelazado de las fibras de coldgena de ambos
tejidos se ha completado. Después la mineralizacion se extiende hacia la matriz del
cemento, estableciendo la union dentina-cemento. Las células sobre la superficie
radicular contindan depositando colagena para que los haces de fibras aumenten
su longitud y grosor. Al mismo tiempo secretan proteinas de matriz no colagenas
que llenan los espacios entre las fibras de colagena y regulan la mineralizacion del
cemento en formacion. Esta actividad continia hasta que se forman
aproximadamente 15-20 um de cemento, en ese momento los haces de fibras
intrinsecas se conectan con los haces de fibra en desarrollo del ligamento

periodontal (17).
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A.3.1 Proteina del cemento 1 (CEMP1)

La Proteina de Cemento 1 (CEMP1) se aislé de una linea celular derivada de un
cementoblastoma humano (19) (20). Estas células producen una matriz extracelular
mineralizada que es similar al cemento celular humano, sintetizan y secretan una
proteina de ~50 kDa (Proteina derivada de Cementoblastoma, CP). Un anticuerpo
policlonal producido en conejo contra la CP revel6 que esta proteina esta distribuida
a través del cemento radicular (tanto acelular como celular) y en células
progenitoras cementoblasticas tanto in vivo como in vitro (21). Los resultados al
utilizar la CP purificada e inducir con medio mineralizante sugieren que esta proteina
promueve la adhesién de HGF, células del ligamento periodontal humanas, y de
células derivadas de hueso alveolar. Ademas, promueve la actividad de la fosfatasa
alcalina y la produccion de matriz extracelular mineralizada en células

mesenquimales embrionarias sin un fenotipo definido (22).

En células cementoblasticas, se demostré mediante ensayos de inhibicion in vitro
utilizando el anticuerpo anti-CP, que CP regula las caracteristicas morfol6gicas de
la matriz extracelular mineralizada depositada in vitro, modificando la composicion
guimica de los cristales de Hidroxiapatita (relacién Ca/P). Estos cambios al parecer
se asocian con la expresiéon y funcién de la osteopontina, sialoproteina ésea y la
fosfatasa alcalina (23). Estos resultados sugirieren que la CP juega un papel clave
durante la mineralizacion de la matriz extracelular en la formacion del cemento

radicular.
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Posteriormente se aisld, clond, secuencio y caracterizd este gen, el cual fue
nombrado de manera definitiva como Proteina del Cemento 1 (CEMP1) (GenBank
Numero de Acceso: NM_001048212; HGNC: ID 32553) que representa la especie
CP (24). CEMP1 se encuentra en el cromosoma 16p13.3, su secuencia principal
fue deducida de una secuencia de DNA complementario (2580036...2581409,
cadena complementaria). EI gen humano tiene un exén de 1374 pares de bases
(pb) del cual codifican 744 pb para dar un producto final de 247 aminoéacidos (Figura
2). Tiene un peso molecular estimado de 26 kDa y parece ser una proteina alcalina

que carece de péptido sefial.

La proteina CEMPL1 es rica en prolina (11.3 %), glicina (10.5 %), alanina (10.1 %),
serina (8.9 %), leucina (8.1 %), treonina y arginina (7.7 %) y contiene trazas de
triptéfano, acido aspartico, isoleucina (2 %) y fenilalanina (1.6 %). Carece de
tirosinas. El analisis de su secuencia de aminoacidos da como resultado una
localizacion nuclear, sin embargo, no tiene motivos de union a DNA. Los
aminoacidos 30 a 110 muestran 48 % de similitud con la coldgena humana | a
(cadena l), un 46 % con la tipo Xl y 40 % con la tipo X. También se sabe que CEMP1
tiene actividad tipo lectina y que especificamente reconoce manopiranésidos (9). El
analisis de contenido de estructura secundaria de la proteina recombinante humana
de CEMP1 (hrCEMP1) por dicroismo circular indica un 23 % de alfa hélice, 13 % de
laminas beta y posee un alto valor de contenido de estructura organizada al azar

(62.5 %) (25).
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AGGGGTTTGCTTTCTGCTCCTGAGTTGGGGTGTGCAGCGTGGAGCCCACAGCCTGGTTCT
GGGCCAGGGCACAGTGCCAGGGGCTCCGCTCTGACCTCCAGGAGGGAGACTGGGCCCGGG
ACCCCTGTTTTCTGCTCCCTGGACTGCCTAGCCCTGAGTGCCACGGATGACCAGCGTTCT
GTTTTCTCTTCTCAATAACCCTATCTCTTCACACATCCCCAGGCCCAGTGCTTGCCGGCT
GTGGTGACCCTGCCTGGTGCTGGAGGGCAGTATGGGAGGCACCAGTGTGCCCTGCTCACC
CCATTAGTGTCATCCTGCCATCTTCTGTGTCCCCTTGGCCCTGGCACACACCCATGTGGC
ARACACGGGCCGTGAGGCTCCCTGAACAGCTTCGAGGCGGGTGGGCTTCTGGAGCCCTCT
TGGCTCTGAGGACAGCCACAGTGGGGTCAGACGTCAGGGATTGGTGCAGCCCCACGTCAG
GGGTGATTGTCTTGACTTTCTCTCCATTTGAGT TCTGGGGTGGGTGGCTCCCTTCCCCCT
TGCTTACAGGTGCTGTCCTGGGCACAGGAGGTACGCGCCTGGCTCTGCCACTGTTCTCTT
CCCTCTGCTGCAAAGCCCAGTTAAGGAAATGTCTCCAGGTCCAAAGAGATAGGATGGTCT
GGGCCCCACCTGTTGGAAGGGAACAGCCAGGGAAGAACCACCTGCCTGGGCAGGGCCTCG
CCTGAGGGAGGGCCTGGGGCAGGGCACARGGGGTTGATCTCAGCCCACAAGCCCCAGGGG
CAGCCCAGGARAGCAGGCGACGGATGTGGATCCTGACCTCCTGAGAGGTGTGAGGTGCAG
GGATACCCACCTCTGCCTTGACGGCCGCGCACCCCTTAGGAAGTGGCTGTCCAGCGCCTG
CCTGTGCTGGGCCTGGGAGAGGAGCTGTCTTGCCAGGGCTCCCAGGCAGGGAGAGGCAGG
TGAGGTTCTCAGCCGATGTGTTAGAGGTTGAGCATCGCCTGTGCCCAGCTTGCTGGCTGT
CAGTGCTTGATGTGCCCATCCTCAGCTAAAACCCAGAGCTGGCATGTTGGTCATCCCCAC
CTCAGACGGGACGCCCAGTCCAGAGCTGGTGAGCCCTGGGCCAGCCTTTGGGCCTGGCCT
GCCCCATTCACCGGCCAGCGCCCCACCTCCCTGGCTGGAGGGTCGGGGAGGGGCTGGCAG
AGATGGTTGGTCCACAGGGCTAGCCCTGGGTGGTGGGAGAGGGGCCCAGGGTCAGGGTGA
GAGAGAGCTGGGCCAGGGAGCTGCTGCAGGATGATTTTGAGGTGTGGGGGAAGCACTCTT
GGTTGGTTTTGGTTTGCTTTTTAAAAATTGTGGTAAAATACATAACAAAAGTAA 1

Figura 2.- El gen de CEMP1 se encuentra en la cadena complementaria del DNA, cuenta
con 1374 pb, de las cuales 744 pb codifican para una proteina de 247 aminoacidos (A).
Este gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 16, en la region 13.3 (B). Se muestra
la secuencia completa del gen (C).
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Se ha determinado que CEMP1 es altamente expresada a nivel de proteina y RNA
mensajero (MRNA) en cementoblastos, subpoblaciones celulares del ligamento
periodontal, asi como en células progenitoras localizadas paravascularmente en el
ligamento periodontal y en los espacios endosteales del hueso alveolar (24). Se ha
relacionado a esta proteina con el proceso de biomineralizacion, particularmente en
el cemento radicular, ya que hasta el momento se ha demostrado que es una

molécula especifica de este tejido.

Se han realizado varios estudios que han mostrado que la sobre-expresién de
CEMPL1 en células de origen no esquelético u osteogénico como los Fibroblastos
Gingivales Humanos (HGF) produce cambios fenotipicos en éstas cuando son
inducidas con un medio mineralizante, tales como la expresibn a nivel
transcripcional y traduccional de fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina (OCN) y
sialoproteina 6sea (BSP), osteopontina (OPN), proteina de adhesién del cemento
radicular (CAP), factor de transcripcion 2 asociado a Runt (RUNX2) y CEMP1, todas
ellas proteinas asociadas al proceso de mineralizacion y al fenotipo
cementoblastico/osteoblastico y las cuales no son expresadas por HGF en
condiciones fisioldgicas (10). Estos resultados son consistentes con la posibilidad
de que CEMP1 participa en el proceso de mineralizacion de cementoblastos
putativos in vitro (26) y mas importante aun, sugieren que induce la
transdiferenciacion de fibroblastos gingivales, células que habitualmente no
mineralizan in vivo o in vitro, hacia un fenotipo cementoblastico/osteoblastico.

Ademas, estas células mostraron incrementos en su proliferacion y formacion de
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nédulos mineralizados. Consistentemente, la proteina CEMP1 recuperada del
medio condicionante de HGF transfectados con el gen CEMPL1 indican que esta
posee una alta afinidad por la Hidroxiapatita (ya que es eluida con 300 mM de

NaH2POa4) y promueve la nucleacién de cristales de Hidroxiapatita(8).

Mediante ensayos en sistemas libres de células se demostr6 que hrCEMP1
promueve la nucleacién de cristales de fosfato octacélcico, que es un precursor de
la hidroxiapatita (27). Se ha encontrado que CEMP1 es preferencialmente
expresada en células ALP-positivas y la expresion de CEMP1 se reduce cuando las
células del ligamento periodontal son cultivadas bajo condiciones osteogénicas, por
ejemplo, cultivadas con la proteina morfogénica 6sea (BMP2) o medio inductor

osteogénico (28, 29).

A pesar de que se ha reportado la localizacibn nuclear de CEMP1 en
cementoblastos, las células del ligamento periodontal exhiben intenso marcaje de
CEMP1 solo en el citoplasma, indicando que la localizacion subcelular de CEMP1
cambia durante la diferenciacion cementoblastica de células del ligamento
periodontal. Ademas, la sobreexpresion de CEMP1 en células del ligamento
periodontal incrementa marcadores cementoblasticos como CAP y BSP. Estos
datos sugieren que CEMP1 selecciona células del ligamento periodontal, o
progenitores celulares presentes en el ligamento periodontal, para diferenciarlos

hacia el fenotipo cementoblastico (29).
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Se ha demostrado que CEMP1 estimula células del ligamento periodontal a
proliferar en un material globular en 3D con caracteristicas morfoldgicas y tinciones
representativas de tejido tipo cartilago y tipo cemento/hueso (30). Estas células
fueron capaces de expresar colagena tipo Il (COL2A1) y agrecano (ACAN)
(marcadores para condrocitos pre-hipertréficos) (31, 32). La expresion de la proteina
SOX9, un factor de transcripcion que regula la diferenciacion condrogénica en
células creciendo en presencia de hrCEMP1 sugiere que CEMP1 promueve
diferenciacion condrogénica (30). Lo anterior indica que CEMP1 podria ejercer un
rol en la diferenciacion de poblaciones celulares de células del ligamento
periodontal, seleccionando células madre multipotentes para diferenciarse hacia
diversos fenotipos celulares, o como un inductor de las poblaciones celulares
heterogéneas del ligamento periodontal teniendo un efecto sobre las células en

varios grados de diferenciacion (33).

Estudios sobre regeneracién de cemento en un modelo canino que presenta
necrosis de pulpa dental, demostraron la habilidad de CEMPL1 para reclutar células
madre mesenquimales del ligamento periodontal y promover proliferacion y
mineralizacion de estas células. Estudios in vivo de colocalizacion de células
positivas a CEMP1 y al marcador 1 de Superficie de Células Estromales (STRO-1)
adyacentes a areas de la superficie radicular donde es depositado el nuevo cemento
indican que las células responsables de la deposicion de cemento reparativo son de
origen mesenquimal (34). In vitro, CEMP1 promueve la proliferacion y migracion de

células del ligamento periodontal con el frente de migracién comprendido por células
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STRO-1 positivas. Este estudio sugiere que CEMP1 es un mediador en reparacion
de heridas y regeneracion periodontal dado que estimula la proliferacion de células

del ligamento periodontal y su migracion (34).

El rol de CEMP1 como quimioatrayente y como promotor de mineralizacién es
apoyado por el descubrimiento de que la mineralizacion se reduce después de
bloquear la funcibn de CEMP1 in vitro. En células derivadas de cementoblastoma,
bloquear la actividad de CEMP1 disminuye la actividad de ALP y la expresion de
BSP y OPN, sin alterar la proliferacién celular (23). Estos estudios también
muestran que el calcio extracelular incrementa la expresion de CEMP1 y CAP en
células madre del ligamento periodontal, a través de la via de sefializacion de la
MAPK, esto se ha confirmado usando un bloqueo de ERK-1y ERK-e con RNA de
interferencia lo cual regul6 negativamente la expresion de PTPLA/CAP y CEMPL.
Ademas, el uso de bloqueadores de canales de calcio impide la expresién de
PTPLA/CAP y CEMP1 demostrando el rol de los iones de calcio en la

cementogénesis (34).

Recientemente se han reportado resultados utilizando la estrategia de terapia
génica que indican que el gen CEMP1 promueve la neoformacion de tejido
mineralizado en defectos de tamafio critico en calvarias de ratas Wistar. Este tejido
muestra caracteristicas histologicas y de densidad normales, similares al hueso

sano, por lo que se demostré que hrCEMP1 estimula la formacién y regeneracion
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de hueso y que tiene potencial terapéutico para el tratamiento de defectos 6seos y

la regeneracion de tejidos mineralizados (35).

Estudios realizados mediante la técnica de microarreglos de expresion de genoma
completo mostraron que CEMP1 modula la expresion de genes relacionados con
desarrollo y crecimiento celular, muerte celular, ciclo celular y moléculas asociadas
con cancer. Ademéas, CEMP1 es capaz de transformar fibroblastos como son HGF

y NIH3T3 (11).

A pesar de que el papel fisiolégico de CEMP1 no ha sido completamente resuelto a
la fecha, todos los datos mencionados muestran de manera clara que CEMP1 es
una proteina Unica que tiene mdultiples propiedades como inductor de
mineralizacion, proliferacion, diferenciacion y crecimiento celular. Ademas, se
sugiere que CEMP1 puede ser regulador de células madre mesenquimales
presentes en el ligamento periodontal e inducir su diferenciacion a través de
diferentes vias. Estas propiedades lo postulan como un candidato para ser usado

en terapias de regeneracion periodontal y de tejidos mineralizados.
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A.4 Hueso alveolar

El hueso alveolar o proceso alveolar es la porcion de la mandibula y maxilar que
albergan las raices de los 6rganos dentarios erupcionados. Es la estructura 6sea
que forma los alveolos dentales que soportan a los dientes. Esta constituido por 3
componentes, el hueso alveolar propiamente, que forma las paredes de los
alveolos; las placas corticales internas y externas, conformadas por hueso
compacto; y el hueso trabecular o esponjoso localizado entre los otros dos
componentes. Las funciones generales del hueso alveolar son albergar las raices
dentales asi como absorber y distribuir las fuerzas oclusales generadas durante los
contactos dentales. La funcién mas importante es la de anclar las raices dentales a
los alveolos, mediante la insercion de las fibras de Sharpey en el hueso alveolar.

(15).

El hueso alveolar es un tejido mineralizado vascularizado e inervado que
continuamente se renueva y es capaz de auto repararse. Una particularidad
destacable del hueso alveolar es su dependencia de los 6rganos dentarios ya que
el proceso alveolar se desarrolla y posteriormente remodela con la formacion y
erupcion dental. Por lo tanto la estructura y morfologia del hueso alveolar dependen
de los 6rganos dentarios, a tal grado que el hueso alveolar se pierde en ausencia
de los dientes. El hueso alveolar responde a la demanda funcional que le infieren
las fuerzas de masticacion, debido a que los dientes constantemente tienen
pequefios movimientos, el hueso de las paredes de los alveolos es constantemente

remodelado y su organizacion estructural varia a lo largo de la pared alveolar. El
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hueso alveolar tiene la capacidad de remodelacion r4pida, este proceso
esencialmente es similar al de otros tipos de hueso. Sin embargo, la reabsorcion es
asincrénica, lo que permite que el ligamento periodontal solo se desancle

focalmente y por periodos de tiempo cortos (17).

En general, el hueso alveolar compacto esta compuesto por una fase organica y
una mineral. La fase mineral del hueso alveolar esté constituida por fosfato de calcio
y representa aproximadamente 60 % del peso. La fase organica representa 40 %
del peso, esta compuesta por células, fluidos y proteinas. En el componente proteico
la colagena representa el 75 %, se encuentra predominantemente colagena tipo | y
pequefias cantidades de colagena tipo Il y V. También se encuentran proteinas no
colagenas como la osteocalcina, fibronectina, tenascina, sialoproteina,
proteoglicanos como la decorina y biglicano, glucosaminoglicanos como el
condroitin-4-sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato y 4cido hialurénico, asi como

factor de crecimiento B, proteinas morfogenéticas 6seas y osteogenina (16).

Las placas corticales y el hueso alveolar propiamente se unen en la cresta alveolar.
A la porcion de hueso que delimita los alveolos dentales se le llama “Bundle Bone”
porque es donde se anclan los haces de fibras periodontales. Esta porcion del hueso
alveolar es la mas importante con respecto al anclaje de los 6rganos dentarios, esta
constituida por capas sucesivas de fibras intrinsecas organizadas de forma paralela
al alveolo, mientras que las fibras de Sharpey del ligamento periodontal penetran en
la matriz del hueso en una posicion perpendicular a las paredes del alveolo dental

(17). La porcion trabecular del hueso alveolar esta organizada para contrarrestar las
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fuerzas funcionales a las que el hueso alveolar esta expuesto normalmente. El
tamafio y la orientacién de las trabéculas se correlacionan con la intensidad del
estimulo funcional que reciben. En esa porcidn también se encuentran los
conductos de Volkmann, por los que pasan nervios, vasos sanguineos y linfaticos,
que son distribuidos por el hueso alveolar. Estos también nutren al ligamento

periodontal mediante los poros del hueso alveolar (placa cribiforme) (14).

La reabsorcion del hueso alveolar, como resultado de un proceso inflamatorio en el
periodonto, es una causa frecuente de movilidad y posterior pérdida dental en
adultos. La pérdida del hueso alveolar se puede influenciar por numerosos factores
como la respuesta inmune del paciente, susceptibilidad genética, mala higiene oral
y virulencia de los microorganismos presentes en el surco gingival o las bolsas

periodontales (14).
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B. Enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal o periodontitis se considerada una infeccion causada
por microorganismos de la microbiota oral (los agentes etiol6gicos mas comunes de
periodontitis son Porphyromonas gingivalis, Bacteroides forsythus y Actonobacillus
actinomycetemcomitans. Actualmente, se considera que las caracteristicas
patognomonicas de la periodontitis son el resultado de la activacion de la respuesta
inflamatoria del paciente (la pérdida del aparato de insercion tiene lugar debido a la
activacion de las metaloproteinasas por mediadores pro-inflamatorios como algunas
prostaglandinas y citoquinas) (36) . La periodontitis es una de las enfermedades
mas extendidas, de acuerdo al estudio epidemioldgico a nivel mundial més reciente,
en 2010 la periodontitis severa fue la sexta enfermedad con mayor prevalencia,
afectando al 10.8 % de la poblacion (743 millones de personas), mientras que la
periodontitis leve a moderada afecta a la mayoria de los adultos como se observa

en la Figura 3 (1).

Se han identificado desencadenantes multifactoriales que contribuyen a
incrementar la severidad de la enfermedad y la susceptibilidad de los pacientes a
desarrollar periodontitis, entre estos se encuentran, polimorfismos genéticos,
variaciones en genes que regulan la respuesta inflamatoria (gen de interleucina 1),
factores de riesgo infecciosos (poblacién bacteriana) factores del estilo de vida
(dieta, tabaquismo, enfermedades sistémicas, medicaciones, diabetes mellitus,

obesidad), edad-envejecimiento, condicion socioeconOmica, estrés psicosocial,
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inmunosupresion y factores epigenéticos (36) (37) (38). Sin embargo el factor de

riesgo mas importante es la falta de higiene oral.
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Figura 3.- Prevalencia (proporcion) (A) e incidencia (100 000 personas-afio) (B) de
periodontitis severa crénica a nivel mundial en 2010. México se encuentra entre los paises
con mayor incidencia de enfermedad periodontal crénica. Imagen tomada de Kassebaum
et al 2014 (1).
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El diagnéstico de la enfermedad periodontal se establece mediante la examinacion
clinica de la encia y la examinacion radiogréfica para determinar la cantidad de
hueso perdido en la periferia de los 6rganos dentarios. Es ampliamente aceptado
que la progresion de la enfermedad periodontal va de la gingivitis en una primera
instancia y da paso a la periodontitis. La gingivitis se da por la adherencia y
crecimiento de microorganismos en la superficie de los dientes (placa
dentobacteriana). La gingivitis no afecta a los tejidos de soporte dentario bajo ella,
sin embargo, si la placa dentobacteriana no es removida de la superficie de los
dientes y la encia, la placa se calcifica y forma célculo (sarro o tartaro) dental. La

gingivitis cronica, presenta destruccion de las fibras gingivales y el tejido conectivo.

La gingivitis crénica causa que la encia se separe del diente, creando una bolsa
periodontal y pérdida del aparato de insercion periodontal. Mientras que la
presencia de calculo dental produce una inflamacién cronica de los tejidos
periodontales. La enfermedad periodontal se caracteriza por un cambio en la
poblacién de microrganismos que colonizan las bolsas periodontales, en un inicio
esta colonizacion se da por bacterias aerobias Gram positivas, conforme evoluciona
la enfermedad periodontal, las poblaciones bacterianas cambian a bacterias

anaerobias Gram negativas (39).
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En caso de no recibir tratamiento, la enfermedad periodontal conduce a la
destruccion progresiva de las estructuras de soporte de los 6rganos dentarios y
eventualmente a la pérdida de los dientes. Actualmente la enfermedad periodontal

es la causa mas comun a la perdida de 6rganos dentarios a nivel mundial (39).

En los Ultimos afios numerosas publicaciones han sefialado que las infecciones
periodontales pueden tener implicaciones sistémicas para los pacientes. Las
personas con periodontitis severa presentan alteraciones en los parametros
hematoldgicos (incremento en suero de los reactantes de la fase aguda) y se ha
correlacionado a la periodontitis con incrementos en el riesgo de mortalidad,
enfermedades cardiovasculares, cerebrovasculares, pulmonares, diabetes mellitus,
osteoporosis y el nacimiento de bebes prematuros y/o bajo peso al nacer (36) (40)

(41).
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C. Tratamientos periodontales

Se ha implementado una amplia variedad de tratamientos periodontales. Antes el
objetivo principal de estos tratamientos era detener la progresion de la enfermedad,
pero conforme avanzaron las investigaciones en el campo periodontal, estas
aportaron un mayor conocimiento de procesos claves, como los factores etioldgicos
asociados con la periodontitis, los mecanismos involucrados en la curacion de
heridas periodontales y la interrelacion entre numerosos factores de los pacientes y
los resultados de los tratamientos. Esto trajo consigo una evoluciéon de los
tratamientos y el trabajo en la busqueda de una terapia periodontal éptima, que
ahora tiene como meta lograr la regeneracién de los tejidos dafiados o perdidos con

la progresion de la enfermedad.

C.1 Tratamiento clinico y quirargico

Los tratamientos periodontales han evolucionado mucho, a medida en que avanza
el conocimiento en el area periodontal, y que se disefian estudios que evaltan la
eficacia de las terapias en uso. En la década de los 70°s el curetaje gingival y la
remocion de cemento radicular por considerarlo “contaminado” eran tratamientos
rutinarios que posteriormente se prob6 que carecian de eficacia o el fundamento
sobre el que se plantearon era equivocado. Se dio un gran paso al determinarse la
importancia del microbioma oral humano y reconocerse su importancia en la

progresion de la enfermedad y sobre todo en el éxito de los tratamientos.
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Han surgido alternativas terapéuticas muy variadas a lo largo de los afios, la terapia
fotodindmica se introdujo en los 90°s y hasta el afio 2011 articulos cientificos
demostraron que no habia evidencia de su efectividad antimicrobiana,
especialmente al compararlos con el tratamiento estandar (42). Algo similar sucedié
con la aplicacién de laser que en el afio 2008 se demostrd que no tenian eficacia
superior a los tratamientos convencionales (43). Cuando se demostro la importancia
de la microbiota bacteriana en la enfermedad periodontal, surgieron variantes en los
tratamientos como la irrigacion con antisépticos en las bolsas periodontales
después del tratamiento convencional, con el fin de coadyuvar a la eliminacion
bacteriana, los mas utilizados son povidona yodada, hipoclorito de sodio diluido y
gluconato de clorhexidina (44). Sin embargo se demostré que esta variante de
tratamiento no presentaba ninguna ventaja con respecto al tratamiento habitual.
Siguiendo esta aproximacion surgieron ideas relacionadas con la liberacion local
(gel de minociclina, microencapsulado de minociclina, chip de clorhexidina,
doxiciclina en gel, tetraciclina y metronidazol) (45) (46) y sistémica de
antimicrobianos (espiramicina y amoxicilina junto con metronidazol) (47). Estas dos
aproximaciones han mostrado eficacia, sin embargo cabe destacar que son
coadyuvantes del tratamiento tradicional y no sus sustitutos y que deben usarse
solo en casos indicados debido al riesgo de efectos adversos como el desarrollo de
resistencia bacteriana a los antimicrobianos, interaccion con otros medicamentos y

posibles reacciones alérgicas.
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Una variante de tratamiento que si ha demostrado tener evidencia cientifica de su
eficacia es la “desinfeccion de la boca completa”, esta tiene como fin prevenir la
reinfeccién de otras bolsas periodontales aun sin tratamiento. Para lograr esto se
realiza un tratamiento de raspado y alisado radicular de toda la boca el mismo dia,
adicionalmente se realizan enjuagues bucales con clorhexidina dos veces al dia,
limpieza de la lengua, aplicacién de spray de clorhexidina en amigdalas, irrigacion
subgingival con clorhexidina tres veces por 10 minutos. Estos pasos se repiten a los
8 dias (48). A pesar de que los avances tecnolégicos han introducido un amplio
rango de instrumentos y técnicas novedosas, los factores criticos para el éxito de
una terapia periodontal no quirdrgica contindan siendo la minuciosidad del raspado
radicular y la higiene oral del paciente, independientemente de la modalidad de

tratamiento (44).
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C.2 Medicina regenerativa en periodontologia.

La regeneracion de los tejidos orales es regulada por multiples tipos celulares,
mecanismos de sefializacion e interacciones en la matriz extracelular. La meta de
la medicina regenerativa e ingenieria de tejidos periodontales es restaurar los tejidos
duros y blandos a través de diferentes estrategias usando células, andamios y/o

moléculas de sefalizacion (49).

Las terapias actuales hacen uso de diversos biomateriales que se utilizan de forma

conjunta y que pueden dividirse en:

1. Materiales que reemplazan el hueso alveolar perdido (injertos de hueso o
sustituto de hueso).

2. Materiales que cubren el area de hueso alveolar perdido, protegiéndola del
crecimiento epitelial (barreras).

3. Materiales con actividad biolégica que pueden ser administrados

directamente en el defecto (biomoléculas y terapia celular).

Estos materiales se explican mas a detalle a continuacion.
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C.2.1 Injertos 6seos.

Basados en su origen se han clasificado en autdégenos, alogénicos, xenogénicos y
aloplasticos (50). Los defectos periodontales a menudo se consideran susceptibles
de regeneracion 6sea cuando las paredes Oseas residuales aun se conservan y
pueden proporcionar suministro sanguineo, asi como soporte mecéanico para la
colocacion de un material de relleno de hueso en el sitio de reabsorcion. Ademas
de la funcién de andamiaje, el suministro de espacio y la estabilizacion del coagulo,
los injertos 6seos pueden poseer caracteristicas osteoconductivas y/o

osteoinductivas.

Deben cumplirse varios aspectos importantes del ensamblaje de andamios:
macroestructura, tiempo de degradacion, mecanismos de liberacién, asi como la
exposicion y duracion de las moléculas bioactivas (51). El material utilizado no solo
debe proporcionar soporte mecénico sino también promover la adherencia celular,
la migracion y la proliferacion en la superficie para estimular la produccion de la
matriz extracelular (MEC). Ademas, la composicion de la MEC necesita imitar a la
MEC nativa y, en la regeneracién periodontal, proporcionar un espacio para el
crecimiento de células periodontales, mientras excluye el crecimiento de células

epiteliales (52) (53).
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C.2.2 Barreras.

Las barreras fisicas son usadas para guiar la regeneracion tisular para excluir el
crecimiento de células epiteliales. Las membranas se han usado en conjunto con
los injertos 6seos. Méas recientemente, las membranas de tercera generacion no
solo actian como barreras sino también como liberadores de agentes especificos

como antibidticos y factores de crecimiento (54).

C.2.3 Mediadores biolégicos

Los mediadores biolégicos pueden considerarse la generacion mas reciente y de
rapido desarrollo de agentes utilizados para la ingenieria de tejidos periodontales.
Podrian clasificarse ampliamente en factores de crecimiento, células troncales y
agentes de terapia génica. Los factores de crecimiento utilizados en la ingenieria de
tejidos periodontales incluyen derivados de la matriz del esmalte (EMD), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), proteinas morfogenéticas 6seas (BMP),
factor de crecimiento endotelial vascular, factor de crecimiento y diferenciacién 5y

factor de crecimiento transformante B (55).
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C.2.4 Terapia celular.

La terapia celular se puede definir como el tratamiento de la enfermedad mediante
la introduccién de células nuevas en un tejido (4). Para las técnicas basadas en
células en la ingenieria de tejidos, se pueden usar células somaticas y células
madre. Las células somaticas se pueden obtener, cultivar y administrar en el sitio
de destruccion tisular. Las células del ligamento periodontal, los cementoblastos y
las células del foliculo dental muestran la capacidad de mineralizar in vitro y
promover la regeneracion periodontal (56). Sin embargo, las células soméaticas
carecen de la capacidad de autorenovacion y el potencial de diferenciacion que
tienen las células madre. Las células madre se pueden obtener a través de la

médula 6sea, el tejido adiposo, la pulpa dental y ligamento periodontal (57) (58).

Las células madre pluripotentes inducidas (iPS por sus siglas en ingles) se han
vuelto de particular interés en medicina regenerativa (59). La utilizacién de la terapia
basada en iPS requiere la recolecciéon de células somaticas y la posterior terapia
génica para reprogramar las células a un estado multipotente o pluripotente, seguido
de la diferenciacion de iPS en una poblacion homogénea de células diferenciadas
especificas del paciente. Sin embargo, hay algunas preocupaciones con respecto
al uso de iPS, incluida la posible integracion de genes virales en el huésped,

respuestas inmunogénicas y una posible induccion de tumorogénesis (60).
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Recientemente, han sugerido a las células derivadas del periostio, como una fuente
celular alternativa para la regeneracion 6sea, ya que la recoleccion de estas células
es menos invasiva para los pacientes y requiere un procedimiento de obtencion mas
simple. Las células aisladas se cultivan en ldminas sensibles a la temperatura hasta
formar una capa de células que luego se puede implantar en un defecto (53). Los
estudios preclinicos han demostrado una mejor induccién de cementogénesis y
fibras de ligamento periodontal (61). Las células madre mesenquimales tienen
propiedades inmunomoduladoras que pueden beneficiar un microambiente
regenerativo, lo que las convierte en candidatos fuertes para las aplicaciones de

ingenieria de tejidos (49).
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C.2.5 Terapia génica.

La terapia génica utiliza células genéticamente modificadas para administrar dosis
especificas de una proteina bioactiva durante un periodo sostenido. Actualmente
existen diversos métodos para transfectar el gen de interés en las células o interferir

con la expresion celular de un gen particular.

La terapia génica también se puede realizar con diferentes técnicas, como la
administracion directa, la administracién sistémica, la administracion local vy,
recientemente, los micro acidos ribonucleicos (microRNA) (62). Los microRNA son
pequefios RNA no codificantes que regulan la expresion de un gen diana (63). Se
ha reportado que numerosos microRNA influyen en la osteogénesis al disminuir o
aumentar la regulacion de genes directamente implicados en la formacién 6sea. Por
ejemplo, miR-2861, miR-3960 y miR-378 promueven la diferenciacién osteoblastica,
mientras que miR-204, miR-204, miR-211 y miR-133 inhiben la diferenciacién

osteoblastica (64).
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C.2.6 Impresioén tridimensional.

Los dispositivos biomédicos impresos tridimensionalmente se pueden usar para
restaurar defectos con precision o incluso para reconstruir rganos completos con
microestructura compleja. La impresion tridimensional (3DP) utiliza la impresion
para aplicar una solucién aglutinante sobre un lecho de polvo y puede organizar
simultdneamente multiples tipos de células, depositar MEC y proporcionar un control
ajustado sobre la deposicion de moléculas bioactivas. Hasta la fecha, se han

impreso péptidos, proteinas, plasmidos de ADN y células vivas (65).

Ademas, el trazado 3D es una técnica para fabricar andamios de tejidos blandos,
como hidrogeles, con células incorporadas que conservan su actividad normal (65).
Una posible limitacién del hidrogel como andamio incluye la inhibicion de las
interacciones célula-célula, lo que puede influir en la sefalizacion celular. Por el
contrario, la impresion 3D de células vivas, ya sea en agregados celulares o
sembradas en andamios 3DP, puede potenciar la sefializacion celular y promover

la formacion de tejido (66).
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5. La importancia del estudio de la ultraestructura nucleolar en

periodontologia.

A. Nucléolo

El nucléolo es un organelo celular localizado en el interior del nacleo de las células
(figura 4). Este organelo esté presente en todas las células eucariontes, carece de
membranas que lo delimiten y es altamente dinamico ya que tiene la capacidad de
modificar la organizacién y cantidad de sus componentes de acuerdo a las
necesidades y condiciones celulares (67) (68). La funcion principal del nucléolo, la
primera que se identific6 y la mas estudiada es la biogénesis ribosomal, sin
embargo en la actualidad es considerado un organelo multifuncional que participa

en numerosos procesos vitales para el funcionamiento celular (69) (70).

Figura 4.- Microfotografia del Nucléolo mediante microscopia electrénica de transmision
(A). Los nucléolos estan constituidos por los Centros Fibrilares (FC por sus siglas en ingles)
(asterisco), el Componente Fibrilar Denso (DFC por sus siglas en inglés (cabeza de flecha)
y el Componente Granular (GC por sus siglas en inglés) (B). Imagen tomada de Hernandez-
Verdun 2006 (71).
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Los nucléolos estan constituidos por tres componentes o subcompartimentos
facilmente observables mediante microscopia electrénica de transmision (TEM por
sus siglas en inglés): los Centros Fibrilares (FC), el Componente Fibrilar Denso
(DFC) y el Componente Granular (GC) como se observa en la figura 4 B. Los FC
son zonas del nucléolo con apariencia fibrilar donde se localizan los genes activos
de RNA ribosomal (rRNA), asi como la maquinaria celular necesaria para su
transcripcion, estan rodeados (en las tres dimensiones ) por una zona mucho mayor
y mas electrodensa, el DFC, la cual a su vez esta rodeada por una zona de

apariencia granular GC (72) (73).

Desde el punto de vista ultraestructural, los nucléolos se clasifican en 3 categorias:
nucléolos con forma de anillo, nucléolos reticulados y nucléolos compactos (Figura
5). Dado que la ultraestructura nucleolar esta estrechamente ligada a la funcion, los
nucléolos de cada categoria tienen caracteristicas metabdlicas particulares, de este
modo los nucléolos con forma de anillo se caracterizan por ser de células con un
nivel bajo de sintesis ribosomal. Son nucléolos pequefios, usualmente conformados
por un solo FC grande, rodeado de poco DFC y GC. Los nucléolos reticulados se
encuentran en células que acaban de recibir un nuevo estimulo que aumente su
sintesis ribosomal, en este tipo de nucléolos el DFC es muy prominente mientras
qgue los FCs son pequefios y pocos, el GC es poco extenso. Los nucléolos
compactos se encuentran en células metabdlicamente activas, el DFC forma una
larga red que envuelve varios FCs y el GC cubre un area grande en la periferia del

nucléolo (74).
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Figura 5.- Clasificacion ultraestructural de los nucléolos. (A) Nucléolo con forma de anillo,
(B) nucléolo reticulado, (C) nucléolo compacto. Imagen tomada de Schwarzacher y
Wachtler 1983 (75).

El nucléolo es la fabrica de ribosomas de la célula. Las células requieren de una
cantidad inmensa de ribosomas, se estima que cada célula contiene varios millones
de ellos. Esto representa una enorme inversion en actividad biosintética y un
inmenso flujo de material dentro y fuera del nucléolo. Una célula activa se divide en
menos de 24 horas y debe producir suficientes ribosomas para cada célula hija, lo

gue significa que la sintesis ribosomal es de cientos de ribosomas por segundo (73).

El proceso de biogénesis ribosomal es energéticamente alto, ya que requiere del
ensamble de mas de 200 factores, muchas ribonucleoproteinas pequefas
nucleolares (snoRNPs) y cuatro diferentes rRNA (68). EI DNA ribosomal (rDNA) se
transcribe y el pre-rRNA 47S es escindido, procesado y ensamblado con
aproximadamente 80 proteinas ribosomales y el RNA 5S, para formar las

subunidades ribosomales 40S y 60S (76). La transcripcion de los genes ribosomales
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que es realizada por la RNA polimerasa | (RNA Pol I), tiene lugar en la zona de
transicion entre el FC y el DFC. El procesamiento del rRNA continta en el DFC,
donde se acumulan los pre-rRNAs y se realizan las modificaciones
postranscripcionales. La maduracion del pre-rRNA da lugar a la formacién de los
rRNAs 18S, 5.8S y 28S. Los granulos del CG son considerados particulas pre-
ribosomales en varias etapas de maduracion. La sintesis de las subunidades
ribosomales se da en el GC hasta que completan su proceso de maduracion y salen

del nucléolo por difusion simple (77).

El ensamblaje de los nucléolos ocurre alrededor de las Regiones Organizadoras
Nucleolares (NORs). Las NORs son regiones cromosomales con multiples copias
de rDNA que transcriben el pre-rRNA 47S (70). EI nimero de NORs varia entre
especies, desde 1 en las levaduras haploides hasta 10 en células somaticas
humanas. Las NORs estan localizados en los brazos cortos de los cromosomas
acrocéntricos (cromosomas 13, 14, 15, 21, 22). Por lo tanto, hay 10 NORs en las
células diploides humanas y 10 posibles nucléolos por célula, sin embargo, no todos
los NORs estan activos simultaneamente, lo que permite variaciones en el nimero
de nucléolos. Se han demostrado que el nimero de nucléolos varia ampliamente
en poblaciones de la misma linea celular (68). La localizacién de los nucléolos
dentro del nacleo depende a su vez de la ubicacion de las NORs, las cuales a su
vez dependen de factores epigenéticos como metilacion del DNA, acetilaciones y

metilaciones de histonas y factores de remodelacion de la cromatina, por lo que
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recientemente se sugirio que estos factores tienen una gran influencia en el nimero

y localizacion nucleolar (77).

Los nucléolos varian en tamafio y forma entre diferentes especies y también entre
tipos celulares. El tamafio nucleolar/area es un pardmetro que se sabe fluctia
mucho en las células humanas, desde menos de 1 um de diametro o hasta mas de
10 um, esta variacion se ha asociado en células sanas a caracteristicas propias de
cada linea celular, aunque factores como la actividad celular tienen una influencia
significativa en el tamafio nucleolar, ya que algunos autores aseguran que el tamafo
del nucléolo es el reflejo de su eficiencia en la biogénesis ribosomal, sin embargo
en células neoplasicas el crecimiento nucleolar se asocia a incrementos en la
actividad de Pol |, asi como aumentos en la expresion de factores de union rio arriba
(UBF por sus siglas en ingles), DNA topoisomerasa | y Fibrilarina. Adicionalmente
la reduccion de proteinas encargadas del control de la proliferacién como p53 y pRb

también causan un incremento en el area nucleolar (68).
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B. Ultraestructura nucleolar en periodontologia

En afios recientes se ha demostrado que el nucléolo participa en diversas funciones
celulares mas all4d de la sintesis ribosomal. Esto a raiz de la observacion de la
presencia de varias moléculas que no tienen conexion con la sintesis ribosomal en
los nucléolos (72). Las funciones en las que participa el nucléolo incluyen; la
regulacién del ciclo celular y proliferacion celular mediante el secuestro selectivo y
liberaciébn controlada de diversas moléculas reguladoras (12), deteccién y
reparacion de dafios al DNA (67), el control del envejecimiento celular, regulacién
de la actividad de la telomerasa y metabolismo de los telémeros (78), activacion de
la apoptosis celular mediante la regulacion de proteinas onco-supresoras como pRb
y p53, las cuales se concentran en el nucléolo (73), activacion de vias de
supervivencia tumoral y participacion en la formacion de telomeros (70), la
biosintesis de las particulas de reconocimiento de sefial (SRP) y ensamblaje de
algunos virus (79), (72), el control de vias de exportacion nuclear, el procesamiento
de pre-mRNA y RNAs no codificantes, modificaciones a shoRNPs y la coordinacién
de la respuesta celular al estrés (67). El nucléolo también participa en el
mantenimiento de la homeostasis celular durante el estrés celular agudo, dado que
la sintesis de rRNA es un proceso que consume altas cantidades de energia, la
detencion de la transcripcion de los genes de rRNA es una forma efectiva de

economizar energia (80).

48



Después de muchos afios en los que se creia que el nucléolo tenia una funcién bien
entendida y limitada a la biogénesis ribosomal, ahora varios resultados novedosos
han apuntado a un amplio rango de actividades biologicas en el nucléolo, lo que las
unifica es el involucramiento de RNA a varios niveles, usualmente en la biogénesis
o ensamblaje de la maquinaria proteinica/RNA. Por lo tanto Shaw y Brown
consideran que el nucléolo deberia ser considerado como un centro de

procesamiento de RNA en lugar de una mera fabrica de ribosomas (81).

La ultraestructura nucleolar en humanos es altamente dinamica, y este dinamismo
esta relacionado directamente con la funcion de este organelo. Una caracteristica
notable de los nucléolos es su capacidad para adaptar la morfologia de sus
componentes en respuesta a las necesidades celulares, estimulos, patologias,
infecciones virales, estrés e incluso alteraciones en los mecanismos epigenéticos
gue afecten a la célula. Por este motivo el nucléolo es considerado un importante
indicador del estado fisiolégico de las células (12) y se ha postulado que la
ultraestructura nucleolar puede ser utilizada como un marcador morfolégico del

estado celular bajo condiciones fisioldgicas, patolégicas o experimentales (13).

La ultraestructura nucleolar podria indicarnos si las células que se emplean o
pretenden emplear en terapia celular periodontal tienen caracteristicas normales y

brindarnos informacién sobre su estado fisiol6gico antes de utilizarlas en la clinica.
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6. Planteamiento del Problema

La enfermedad periodontal afecta a una gran cantidad de la poblacion a nivel
mundial, se considera que es la principal causa de perdida de 6rganos dentarios por
lo que las consecuencias de padecer esta enfermedad tienen un impacto directo en
la salud y autoestima muchas personas. Desafortunadamente las terapias
existentes solo son capaces de remover el agente causal y detener la progresion de
la enfermedad, pero no son capaces de regenerar los tejidos dafiados o perdidos.
La principal limitante ha sido la incapacidad de lograr la sintesis de nuevo cemento
radicular para permitir la regeneracion del aparato de insercion. Recientemente se
ha explorado la posibilidad de utilizar terapia génica y/o celular para conseguir la
regeneracion periodontal, sin embargo una gran limitante ha sido encontrar células
capaces de sintetizar cemento radicular, ya que los cementoblastos son células
encontradas en muy bajo nimero y para obtenerlas con la finalidad de utilizarlas en

terapia autdloga seria necesaria la extraccién de un 6rgano dentario sano.

Se ha demostrado que los Fibroblastos Gingivales Humanos transfectados con
CEMP1 presentan caracteristicas de cementoblastos putativos, ya que modifican su
fenotipo y expresan moléculas relacionadas al proceso de biomineralizacion. Esta

linea celular tiene potencial para utilizarse en terapias periodontales.
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7. Justificacion

Para poder utilizar una linea celular en una terapia periodontal autdloga es
necesario contar con informacion sobre dos cuestiones fundamentales, su eficacia
y su seguridad. En estudios previos ya se ha demostrado que la transfeccién de
CEMP1 en HGF los transforma en cementoblastos putativos, sin embargo se carece
de informacion al respecto de los cambios finos que sufren los HGF al ser
transfectados. Para obtener informacion al respecto estudiamos la ultraestructura
nucleolar antes y después de la transfeccion. El nucléolo es considerado un
marcador morfologico del estado celular bajo condiciones fisiolégicas, patoldgicas y
experimentales, debido a que participa en varios procesos clave de regulacion
celular y cuenta con la caracteristica de ser un organelo dindmico con la capacidad
de que sus componentes se reorganicen en respuesta a los estimulos y

necesidades de las células.

De este modo el analisis de la organizacion ultraestructural de los nucléolos en los
fibroblastos gingivales antes y después de la transfeccion de CEMPL1 brindara
informacion valiosa con respecto al funcionamiento celular y a la seguridad y

estabilidad de esta linea celular.

8. Hipotesis

La transfeccion del gen codificante de la proteina CEMP1 puede inducir

cambios en el arreglo nucleolar en fibroblastos gingivales humanos.
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9. Objetivos

A. Objetivo General

Comparar la organizacion nucleolar de fibroblastos gingivales humanos antes y

después de la transfeccion de CEMP1.

B. Objetivos Especificos

€ Caracterizar la organizacion nucleolar de los Fibroblastos Gingivales
Humanos (HGF).

€ Caracterizar la organizacion nucleolar de los Fibroblastos Gingivales
Humanos transfectados con CEMP1 (HGF-CEMP1).

€ Caracterizar la organizacion nucleolar de los Fibroblastos Gingivales
Humanos transfectados con un vector vacio (HGF-VV).

€ Caracterizar la organizacién nucleolar de los Cementoblastos Humanos
(HCEM)

€ Identificar ribonucleoproteinas en las lineas celulares de estudio mediante la
técnica de contraste preferencial EDTA.

€ Identificar DNA y su relacion con el nucléolo en las lineas celulares de

estudio mediante la técnica de contraste especifico Amina de Osmio.
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10. Metodologia

A. Cultivo Celular

Los HGF y cementoblastos (CEM) se aislaron y crecieron como se describe por
Narayanan y Page (82) y Arzate et al (19) respectivamente. Se utilizaron células de
las cuatro lineas celulares entre el segundo y quinto pasaje para los experimentos.
Las células se crecieron en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium por
sus siglas en ingles) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 % y medio
mineralizante (10 % de FBS, 10 mM B-glicerofosfato y 50 pg/ml &cido ascorbico
recién preparado) por 14 dias, en una atmosfera de 5 % de CO2y 95 % de aire con
humedad del 100 %. Los cultivos celulares se sincronizaron y procesaron de forma
simultanea para evitar variaciones por tiempo de procesamiento y/o reactivos

utilizados.

B. Construccion del vector de expresion pdDNA40-CEMP1 y su transfecciéon

en células HGF.

La transfeccion con CEMPL1 en fibroblastos gingivales se realiz6 como se describio
previamente por Carmona-Rodriguez (10). Se clond la region codificante del
gen CEMPL1 (GenBank Accession No. NM_001048212) en el vector pENTR/SD/D
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El DNA complementario (cDNA) de esta construccion
pPENTR/SD/D-CEMPL1 se ligo al vector pcDNA40 (+) usando los sitios de restriccion

EcoR1 (Figura 6). Este vector confiere resistencia a G418, para seleccion de clonas.
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El plasmido resultante, pcDNA40-CEMP1 se transfect6 en las células HGF usando
Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA.) de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Las células control HGF transfectadas con el vector vacio (HGF-VV), se
transfectaron usando el vector vacio pcDNA40 usando el mismo procedimiento. Dos
dias después de la expresion estable del producto de pcDNA40-CEMP1, las células
HGF se seleccionaron usando 600 pg/ml de G418 (Sigma Chemical, Co. St. Louis,
MO) durante ocho semanas. Después de este tiempo, los cultivos expandidos de
HGF que expresaban CEMP1 de forma estable fueron mantenidas en medio DMEM

suplementado de la forma descrita anteriormente.

17

PUC ori

2601

2617

2671

Figura 6.- Vector utilizado para realizar la transfeccién del gen de CEMP1 en Fibroblastos
Gingivales Humanos.
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C. Procesamiento de Muestras (fijacion e inclusién)

Las células se tripsinizaron e inmediatamente se fijaron con glutaraldehido al
2.5 % y paraformaldehido al 4 % durante cuatro horas, posteriormente se lavaron
en tres ocasiones por 10 minutos con buffer de fosfato de sodio (PBS). La mitad de
cada una de las muestras se postfijo con tetra-oxido de osmio en una dilucion 1:1
de PBS durante 3 horas, mientras que la otra mitad continué su procesamiento
omitiendo este paso. Se lavaron las muestras en las mismas condiciones y se dio
paso a la deshidratacion en concentraciones ascendentes de etanol (30 %-100 %).
Se utilizé 6xido de propileno como agente intermediario en tres ocasiones por 5
minutos y se dio paso a la pre-inclusion en una solucion de 6xido de propileno-resina
epoxica en una proporcion 1:1 y se sellaron. Se dejaron por 48 hrs, posteriormente
las muestras se destaparon para dar paso a la evaporacion del 6xido de propileno.
Como paso final las muestras se incluyeron en resina Epon 812 pura y se colocaron

en una estufa de calor seco a 60° C por 48 horas.

D. Tincion de cortes semifinos con azul de toluidina

Los cortes semifinos de 250 nanometros (nm) de cada una de las lineas
celulares de estudio se colocaron en portaobjetos limpios y se adhirieron al vidrio
mediante calor. Se colocO una gota del reactivo azul de toluidina y se calent6. Se
lavaron con agua desionizada y se secaron. Estos cortes fueron observados
mediante microscopia éptica con un microscopio Axiostar de Carl Zeiss y un objetivo

de 40X y fotografiados con una camara Nikon E-800.
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E. Tincién de cortes ultrafinos con uranilo-plomo

Se centrifugan los reactivos a 12 mil rpm por 10 minutos. Se coloca una
pelicula Parafilm sobre una caja Petri para cada reactivo con el fin de establecer la
superficie de trabajo limpia. Se coloca un algodon con agua para humedecer cada
una de las cajas Petri, en la que se va a llevar a cabo el contraste del citrato de
plomo se colocan lentejas de hidroxido de sodio para evitar precipitaciones. Los
cortes ultrafinos previamente colocados sobre una rejilla de cobre para TEM
recubierta con Formvar se contrastan por inmersion en 40 microlitros (ul) de acetato
de uranilo acuoso por 20 min, posteriormente se enjuagan abundantemente con
agua desionizada por goteo y se secan con papel filtro. Se pasan a 40 pl de citrato
de plomo de la misma manera por inmersion durante 10 min. Se enjuagan y secan

de la misma forma.

F. Deteccién de RNPs con el efecto regresivo del EDTA

El contraste con EDTA se realizd siguiendo las mismas indicaciones
generales que en el caso del contraste con uranilo-plomo. Los tiempos de contraste
utilizado fueron de acetato de uranilo acuoso 3 min., EDTA 12 minutos y citrato de
plomo 3 minutos. Se realizaron lavados y secados de las rejillas posteriores al

contraste con cada uno de los reactivos como se describid anteriormente.
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G. Identificacion de DNA mediante Amina-Osmio

Para esta técnica se utilizaron cortes con un grosor de 90-120 nm de grosor, los
cortes se montaron en rejillas de oro sin membrana de soporte. Estas rejillas que
contenian los cortes se colocaron en acido clorhidrico 5 normal (HCI 5N) por
inmersion durante una hora en una camara humeda y en refrigeracion,
posteriormente se lavaron cuidadosamente y se colocaron en la soluciéon de amina
de osmio por inmersion durante 24 horas. Finalmente se lavaron y secaron para

examinarlas en el microscopio electronico.
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11. Resultados

A. Microscopia Optica

El contraste de cortes semifinos con azul de toluidina nos permiti6 comprobar la
integridad de las células procesadas, asi como corroborar que el proceso de fijacién
de las muestras preservo su integridad estructural. Esta técnica de contraste nos
permitié realizar una aproximacion inicial a los nucléolos de las lineas celulares
estudiadas. Mediante observaciones en el microscopio éptico se pudieron revisar
caracteristicas como el nimero de nucléolos por célula (de 1 a 4), la forma de estos
nucléolos (redonda, piriforme, ovalada, alargada, irregular) asi como su posicién
con respecto al nacleo (central, cerca de la envoltura nuclear, en contacto con la
envoltura nuclear). Se revisaron 100 células, de cortes no consecutivos y de
diferentes bloques de cada linea celular para documentar las caracteristicas antes

mencionadas.

En la figura 7 se muestran microfotografias de cortes semifinos tefidos con azul de
toluidina en las cuales se puede comprobar que en las cuatro lineas celulares
analizadas los nucléolos estan presentes. En la tabla 1 se resume la informacion de
las observaciones con microscopia optica de las cuatro lineas celulares. En HGF se
encontraron nucléolos con todas las formas determinadas, sin embargo la mayoria
de los nucléolos tiene forma redondeada, con respecto a la posicion nucleolar se
encontré una distribucion muy equitativa entre las tres categorias, el 57 % de estas

células presento un nucléolo y el 32 % tuvo 2, en esta linea celular no se encontraron
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cuatro nucléolos por célula. En las células transfectadas con CEMP1 al igual que en
HGF, se encontraron nucléolos de todas las formas y la mas comun fue la
redondeada, se encontraron nucléolos en las tres posiciones aunque los mas
comunes fueron los encontrados cerca de la envoltura nuclear y respecto al nimero
la mayoria de HGF-CEMPL1 presento6 un nucléolo y tampoco en esta linea celular se

encontraron células con cuatro nucléolos.

C. |
¥
?. .‘ / ' & g
5 " D ) 100 pm == 100 pm

Figura 7.- Cortes semifinos de HGF (A), HGF-CEMP1 (B), HGF-VV (C) y CEM (D) tefiidos
con azul de toluidina. Nucléolos observados en todas las lineas celulares. Cortes seriados
que muestran un nucléolo a varios niveles de corte (flechas) (A). Células con las
caracteristicas mas encontradas en HGF-CEMP1 (flecha) (B), un nucléolo por célula,
redondeado y cerca o en contacto con la envoltura nuclear. En C y D, las flechas muestran
diferentes formas nucleolares encontradas.

59



FORMA
REDONDO 42.2 % 27.48 % 47.36 % 32.76 %
PIRIFORME 12.98 % 20.61 % 5.26 % 5.64 %
OVALADO 16.88 % 14.5 % 16.6 % 21.46 %
IRREGULAR 18.83 % 22.9% 24.56 % 35.02 %
ALARGADO 9.09 % 14.5 % 6.14 % 5.08 %
POSICION
CENTRAL 35.06 % 26.71 % 30.7 % 15.81 %
CERCA ENV. NUC. 32.46 % 48.85 % 45.61 % 49.15 %
CONTACTO ENV. NUC. 32.46 % 24.42 % 23.68 % 35.02 %
NUMERO
1 57 % 72 % 87 % 46 %
2 32 % 26 % 12 % 37 %
3 1 % 1% 1% 11 %
4 0 % 1% 0 % 6 %

Tabla 1.- Caracteristicas nucleolares observadas mediante microscopia Optica.



B. Microscopia Electronica

Para analizar la ultraestructura fina se utilizé microscopia electrénica de transmision
para obtener informacion a partir de microfotografias de hasta 120 000 aumentos,
que permitieron revisar a detalle la ultraestructura nucleolar. Para hacer un analisis
mas completo, con informacién ultraestructural general, asi como particular, sobre
ciertas estructuras de interés bioldégico, usamos una variedad de técnicas de
contraste; general (contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo) prefenciales,
(contraste preferencial con EDTA para identificar RNPs) y especificas (contraste
con amina-osmio para DNA). Se tomaron multiples microfotografias de cada linea
celular con cada técnica. La informacion del andlisis de las microfotografias de

microscopia electronica se resume en la tabla 2.

La microscopia electrénica de transmision permitié establecer a qué tipo de nucléolo
presentaba cada célula de acuerdo a la clasificacién ultraestructural de los
nucléolos. En las cuatro lineas celulares solo se encontraron nucléolos de tipo
reticulado y de tipo compacto, sin embargo cabe destacar el efecto de la
transfeccion de CEMP1 en el incremento de porcentaje de nucléolos de tipo
compacto con un incremento de 17.62 % al pasar de 26.82 % en HGF a 44.44 % en

HGF-CEMPL1 (grafica 1).

61



| o | cen | vorcewer | vorw

TIPO DE NUCLEOLO

RETICULADOS 73.17 % 88.88 % 55.55 % 82.14 %
COMPACTOS 26.82 % 11.11 % 44 .44 % 17.85 %
FORMA

REDONDOS 24.39 % 16.66 % 44 .44 % 21.42 %
PIRIFORMES 9.75 % 2.77 % 3.70 % 0

OVALADOS 2439 % 19.44 % 7.40 % 17.85 %

IRREGULAR 31.70 % 55.55 % 37.03 % 53.57 %

ALARGADOS 9.75 % 5.55 % 7.40 % 7.14 %

POSICION

CENTRAL 58.93 % 52.77 % 44 .44 % 42.85 %

CERCA ENV. NUC. 26.82 % 27177 % 29.62 % 42.85 %

EN CONTACTO ENV. NUC. 14.63 % 19.44 % 25.92 % 14.28 %

NUMERO DE NUCLEOLOS

1 70 % 73.07 % 96 71.42 %
2 2333 % 15.38 % 0 23.80 %
3 6.66 % 7.69 % 4 4.76 %
4 0 3.84 % 0 0

PRESENCIA DE INTERSTICIOS

19.51 % 44 .44 % 66.66 % 28.57 %

Tabla 2.- Caracteristicas nucleolares observadas mediante microscopia electronica de
transmision.
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Tipo Nucleolar

100 4

80 1

60 - Bl Reticulado
1 compacto

40 -

20 -

HGF- CEMP1 HGF -VVv

% de Nucleolos analizados

Lineas Celulares

Grafica 1.- Tipo nucleolar encontrado en todas las lineas celulares mediante microscopia
electrénica de transmision. Después de la transfeccibn con CEMPL1 el porcentaje de
nucléolos de tipo compacto casi duplica al de los encontrados en HGF. Es destacable que
este incremento convierte HGF-CEMP1 en la linea celular con el mayor porcentaje de
nucléolos compactos de todas las lineas analizadas.

En la linea celular de HGF un 73.17 % de los nucléolos revisados presentaron
nucléolo de tipo reticulado (figura 8), en cuanto a la forma de los nucléolos, esta
linea celular mostro la distribucion mas homogénea entre las categorias revisadas.
Con respecto a la localizacion cerca del 60 % de los nucléolos de esta linea celular
estan en contacto con la envoltura nuclear. En esta linea celular se encontrd el
menor porcentaje de nucléolos con algun intersticio. En el conteo de nucléolos por
célula, en esta linea celular el 30 % mostraron 2 y 3 nucléolos, siendo la linea celular

con mayor porcentaje de células con multiples nucléolos.
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Figura 8.- Microfotografias electronicas de HGF contrastadas con acetato de uranilo y
citrato de plomo (A) y EDTA (B). Nucléolo de tipo reticulado en contacto con la envoltura
nuclear (A). N Nudcleo; Nu, Nucléolo; Ne, Envoltura Nuclear; C; Citoplasma, DFC,
Componente Fibrilar Denso, GC; Componente Granular, RER; Reticulo Endoplasmico
Rugoso, CIG; Cumulos de Granulos Intercromatinianos.

La linea celular HGF-CEMP1, mostré caracteristicas que la hacen destacar del resto
de lineas estudiadas, la mas significativa es el tipo de nucléolos que predomina,
mostrando el mayor porcentaje de nucléolos de tipo compacto con un 44.44 %
(grafica 1, figura 9 A), con respecto a la forma aqui predomina la redonda para los
nucléolos, con respecto a la posicion, a pesar de que casi la mitad de sus nucléolos

estan en contacto con la envoltura nuclear, fue la linea celular donde se encontraron
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mas nucléolos en posicidn central. Otra de las particularides que distingue esta linea
celular es la presencia de intersticios en sus nucléolos, con un 66.66 % de los
nucléolos con al menos un intersticio (figura 9 B). En esta linea celular se encontrd
menos variabilidad en el nimero de nucléolos por célula con un 96 % de las células

con un nucléolo.

Figura 9.- Microfotografias electrénicas de HGF-CEMP1 contrastadas con acetato de
uranilo y citrato de plomo (A) y EDTA (B). HGF-CEMP1 presenta nucléolos de tipo compacto
con multiples centros fibrilares (A) e intersticios (A y B). N; Nucleo, Nu; Nucléolo, Ne;
Envoltura Nuclear, C; Citoplasma, FC; Centro Fibrilar, DFC; Componente Fibrilar Denso,
GC; Componente Granular, In; Intersticio, C; Citoplasma.

En CEM, como se muestra en la tabla 2, se encontr6 el mayor porcentaje de

nucléolos de tipo reticulado con un 88.88 %, la mayoria de estos nucléolos son de
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forma irregular, y mas de la mitad estan en contacto con la envoltura nuclear (figura
10 A), es también la segunda linea celular en presentar mas intersticios en los
nucléolos con un 44.44 %, en esta linea celular se encontré el mayor porcentaje de
células con 3 nucléolos, y fue la Unica en presentar 4 nucléolos por célula, como se

muestra en la tabla 2.

Figura 10.- Microfotografias electrénicas de CEM contrastadas con acetato de uranilo y
citrato de plomo (A) y EDTA (B). CEM presenta nucléolos de tipo reticulado en contacto con
la envoltura nuclear. Los nucléolos presentan intersticios (A). N; Nucleo, Nu; Nucléolo, Ne;
Envoltura Nuclear, C; Citoplasma, FC; Centro Fibrilar, DFC; Componente Fibrilar Denso,
GC; Componente Granular, In; Intersticio, C; Citoplasma.
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Al revisar la linea celular HGF-VV (Figura 11), encontramos que un gran porcentaje
de los nucléolos revisados son de tipo reticulado (82.14 %), con respecto a la forma
de estos nucléolos, como se muestra en la tabla 2, la mayoria presentan forma
irregular (53.57 %), en cuanto a la posicion de estos se encontraron porcentajes
iguales de localizacion en contacto y cerca de la envoltura nuclear, siendo esta linea

celular la Unica con esta caracteristica.

#500nm’ L 300 nm;

Figura 11.- Microfotografias electronicas de HGF-VV contrastadas con acetato de uranilo
y citrato de plomo (A) y EDTA (B). HGF-VV presenta nucléolos reticulados y con formas
irregulares (A). N; Nacleo, Nu; Nucléolo, EN; Envoltura Nuclear, C; Citoplasma, CF; Centro
Fibrilar, CFD; Componente Fibrilar Denso, CG; Componente Granular, CGl; Camulos de
Granulos Intercromatinianos, Cr; Cromatina, C; Citoplasma.
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En la Figura 12 se muestran microfotografias HGF y HGF-CEMP1 contrastadas con
la técnica de amina-osmio, donde se observa la interaccion del DNA y los nucléolos,
en ambas lineas celulares se observan grandes cantidades de cromatina compacta
en la zona cercana a la envoltura nuclear y menores cantidades interactuando con
el nucléolo en un arreglo perinucleolar. En HGF-CEMP1, se localizaron pequefias
fibras de cromatina compacta dentro del nucléolo, pero a pesar de esto, la cromatina

compacta aun conserva la misma distribucion que en HGF.

Figura 12.- Microfotografia electrénica de HGF (A) and HGF-CEMP1 (B) contrastadas con
amina de osmio. Los nucléolos son negativos a la tincion. Cumulos de Heterocromatina
(HC) estan distribuidos en la zona de la envoltura nuclear y alrededor del nucléolo (flechas).
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En la Figura 13 se muestra un nucléolo de HGF-CEMP1 que presenta los 3
componentes estructurales que conforman a un nucléolo funcional en una adecuada
organizacion. Con la evidencia ultraestructural que proporciona esta imagen se
demuestra que la transfeccion de CEMP1 en los fibroblastos gingivales humanos
no modifica la organizacion estructural de los componentes nucleolares, ya que el
nucléolo fotografiado presenta FC, DFC y GC que por su acomodo estructural
indican que pertenecen a un nucléolo capaz de realizar la sintesis de ribosomas de
manera normal y carece de los acomodos ultraestructurales documentados en caso
de alteraciones en el funcionamiento celular, estrés celular o tumorogenicidad. La
interaccion de los componentes ultraestructurales del nucléolo en cuestién es propia
de un nucléolo que pertenece a una célula metabolicamente activa, capaz de llevar
a cabo la sintesis de ribosomas. Incluso se puede comprobar la diferencia de
tamafio entre los granulos de la region granular y los ribosomas libres (fusion de las

sub-unidades 40S y 60S) presentes en el citoplasma.

En esta imagen se muestra la localizacion del nucléolo en contacto con la envoltura
nuclear en la cercania de un poro nuclear y con reticulo endoplasmico rugoso en el
lado citoplasmatico. Lo que permite observar al interaccion entre el nucleolo y el

RER, el organelo citoplasmatico en el que los ribosomas llevan a cabo su funcion.
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12. Discusion.

En este estudio, se comprobé que la transfeccion de CEMP1 en HGF no produce
cambios en el nucléolo. Se utilizé6 microscopia 6ptica y electrénica para analizar el
nucléolo antes y después de la transfeccion. Con la finalidad de obtener informacion
adicional, se utilizaron técnicas de contraste tales como la tincion estandar para
TEM, tincion preferencial para RNPs y tincion de amina de osmio. Todas éstas con
el fin de evaluar aspectos nucleolares como el arreglo ultraestructural, los
componentes nucleolares y su interaccion con el ADN. Después de la transfeccion
de CEMP1 en HGF, los componentes nucleolares preservaron su organizacion e
interaccion. Esto sugiere que la funcién nucleolar de sintesis ribosomal se lleva a
cabo correctamente, y mas importante, que sus caracteristicas ultraestructurales no
son similares a aquellas encontradas en células con dafio, estrés o desregulacion

de procesos celulares en los que el nucléolo participa.

Con la finalidad de usar la ultraestructura nucleolar como indicador fisiologico, es
indispensable conocer la relacidn entre estructura y funcion dentro del nucléolo, asi
como la organizacién normal de sus componentes. Esto se requiere para discernir
entre diferencias estructurales que podrian indicar alteraciones en algunos procesos
celulares. La organizacion nucleolar esta directamente relacionada la actividad de
sintesis ribosomal (83). Los FCs son sitios de almacenamiento de proteinas,

necesarios para la transcripcion del DNA ribosomal (rDNA) por la RNApol I. Los FCs
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se encuentran rodeados por el DFC. La zona de transicion entre estos dos
componentes es donde se da la trascripcion del rDNA. En el DFC se realiza el
ensamble inicial de las subunidades ribosomales y contiene cadenas de rRNA
asociadas con el templete de DNA. Estos pre-rRNA estan relacionados con
proteinas y RNA pequefios nucleolares (snoRNAs); mientras en el GC se pueden
encontrar los complejos preribosomales que se han movido del sitio de sintesis de
preRNA. Estos presentan diferentes estados de ensamble y maduracion, ya que el
GC actia como compartimiento de almacenamiento hasta que la liberacion de los

complejos preribosomales son requeridos (84).

Varios autores han documentado cambios estructurales que ocurren en el nucléolo
en respuesta a alteraciones en procesos celulares. Una de las principales
caracteristicas de las células de cancer es la hipertrofia nucleolar (85) (68). Durante
la apoptosis, se ha reportado que la segregacion nucleolar lleva a la formacion de
acumulos que contienen granulos Intercromatinianos y pericromatinianos, asi como
fibras pericromatinianas (84). En el arresto transcripcional de ADNr dado por
diferentes condiciones o inducido por bajas dosis de Actinomicina D, ocurre una
segregacion del nucléolo caracterizada por la separacibn de componentes
nucleolares, los cuales permaneces superpuestos pero ya no entremezclados (86).
En el caso de estrés celular causado por patégenos (en enfermedades cardiacas),
se ha observado un incremento en el tamafio nucleolar con un mayor nimero de
FCs y del DFC (87). Mientras que en el estrés celular causado por dafio al DNA,

ocurre una segregaciéon de componentes nucleolares caracterizados por la
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condensacion y subsecuente separacion del FC y GC y la formacion de capuchas
nucleolares alrededor del remanente nucleolar (88). Cuando se presentan
alteraciones en los mecanismos epigenéticos que regulan la expresion de genes

ribosomales, se manifiesta la segregacion del GC y pérdida de FC y del DFC (89).

Estudios previos han también investigado cambios estructurales después de la
transfeccion de genes. Por ejemplo, Batra et al, en 1991, transfectd el gen Mucl
en células pancreéticas. Su estudio se enfoc6 en cambios ultraestructurales en el
citoplasma, encontrando un incremento en el reticulo endoplasmico rugoso (RER)
con la aparicion de varios granulos centrales de diferentes tamafos en el area del
aparato de Golgi, relacionada con el incremento de la actividad secretora (90).
Barbasian et al, en 1998, Us6 el analisis de imagen nucleolar y nuclear para buscar
cambios morfométricos en lineas celulares humanas epiteliales de mama
transfectadas con un oncogén. En su estudio, los cambios nucleolares (area
nucleolar/proporcién area nuclear) se relacionaron al fenotipo tumorigénico (91). Sin
embargo, ningun estudio previo que emplee ultraestructura nucleolar para
determinar si los procesos celulares son afectados después de la transfeccién

génica fue encontrado en la literatura.

Dado que la informacion provista por la ultraestructura nucleolar es muy valiosa, el
analisis de los componentes nucleolares después de la trascripcion de CEMP1 se

vuelve muy relevante. Nosotros pudimos corroborar que los nucléolos de HGF-
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CEMP1 presentan los tres componentes nucleolares (FCs, DFCs y GC) en una
correlacion correcta; indicando una capacidad total para la sintesis ribosomal y un
funcionamiento celular adecuado. Ya que no se encontrd6 ninguna de las
modificaciones estructurales relacionadas con dafio a DNA, estrés celular o
alteraciones en los mecanismos nucleolares epigenéticos, se puede inferir que la

transfeccion de CEMP1 no causa dafo en las células HGF.

En algunas células, en particular las lineas celulares transformadas de mamiferos,
lineas celulares derivadas de tumores y en especimenes de biopsias se ha
reportado una estructura con forma de disco situada sobre el nucléolo, cubriendo
una porcion de su superficie como una “capa”. Esta estructura recibe el nombre de
Compartimento Peri Nucleolar (PNC por sus siglas en ingles), se ha asociado la
apariciéon de esta estructura con el inicio y progresion de tumores (12). Cabe
destacar que esta estructura no se detect6é en ninguno de los nucléolos analizados
de las 4 lineas celulares, en la linea HGF-CEMP1 se puso especial atencion en
buscar PNC y no se encontrd, por lo que podemos inferir que la transfeccion de
CEMP1 en HGF no produce indicadores nucleolares ultraestructurales relacionados

con tumorogenicidad inicial y en progresion.

Lograr la regeneracion periodontal involucre muchos retos. Los mas dificiles son la
estimulacién simultanea y coordinada para que se dé la formacion de tejido

mineralizado, fibroso y epitelial (6), la restauracion de la altura del hueso alveolar a
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la unibn amelocementaria, la regeneracion de tejido conectivo gingival destruido por
el proceso inflamatorio, la formacion de nuevo cemento acelular en las superficies
previamente expuestas, la sintesis de fibras de Sharpey y su insercién en el
cemento radicular y el restablecimiento del sellado epitelial en la porcién coronal de
la raiz (92). Debido al grado de complejidad que representan estos hechos, es de
esperarse que sean necesarias diversas moléculas y tipos celulares, ademas, es
muy probable que se requiera la combinacion de técnicas como la terapia celular y
la regeneracion tisular guiada. Finalmente, nuevos biomateriales que funcionen
como andamios celulares seran importantes con el fin de encontrar la terapia que

ofrezca los mejores resultados.

A la fecha se ha explorado diferentes aproximaciones buscando regeneracion
periodontal. Muchos se han enfocado en investigar el potencial de células madre
posnatales derivadas del 6rgano dentario (93), células madre del ligamento
periodontal (PDLSCs por sus siglas en inglés) (57) (94), células madre derivadas de
pulpa dental (DPSCs por sus siglas en inglés) (95, 96), células madre derivadas de
dientes deciduos exfoliados (SHED por sus siglas en inglés) (97), células madre
derivadas del foliculo dental (DFSCs por sus siglas en inglés) (98) (99) (100), células
madre de la papila dental apical (DAPSCs por sus siglas en inglés) (101), y células
madre derivadas del alveolo dental (DSSCs por sus siglas en inglés) (102). Ademas,
se han usados células madre pluripotentes inducidas (iPS por sus siglas en inglés)

(59) (103) (104) (105).
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Generalmente, conforme las células se diferencian hacia distintos tipos celulares
pierden potencial de desarrollo y consecuentemente la mayoria, si no todas, las
células adultas no se pueden transdiferenciar (106). Parece ser que existen
numerosos bloqueos epigenéticos que aseguran a las células en un tipo celular
especifico y limitan la capacidad celular de desdiferenciarse y transdiferenciarse

(107).

Los factores de transcripcion (TF) se han utilizado para forzar la conversion de un
tipo celular a otro. Los primeros usos de TF para conducir la transdiferenciacién
fueron la transfecciéon de Myodl (MyoD), para convertir células hacia mioblastos
(108) y Cebpa y Cebpb para convertir células B en macréfagos (109). Sin embargo
la demostracion mas dramatica del poder de los TFs fue la conversion de
fibroblastos hacia células madre embrionarias de raton (mESCs) usando solo cuatro
TFs: OCT4, SOX2, KLF4 y c-MYC (59). Desde este hallazgo, se han descubierto
muchos otros protocolos de transdiferenciacion (110), aunado al uso de moléculas
pequefias para convertir el tipo celular, por ejemplo la conversion de fibroblastos a
neuronas (111) o fibroblastos a mMESCs. (112). Intrigantemente muchas de las
moléculas pequefias usadas en esos protocolos directamente interfieren con el
control epigenético, como DZNep (inhibidor de metilacion), VPA (inhibidor de la
histona deacetilasa), o Tranilcipromina (inhibidor de la histona desmetilasa y la
monoaminooxidasa), indicando que el control epigenético es el mayor factor en la

determinacion del tipo celular (112). Dado el cambio fenotipico que produce CEMP1
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en los HGF al ser transfectados, es probable que CEMP1 modifique el control

epigenético de los fibroblastos.

La literatura sugiere que la aproximacion mas segura en la terapia celular es el
trasplante autdlogo. La aplicacion clinica de fibroblastos aut6logos en pacientes se
ha llevado a cabo con excelentes resultados en el tratamiento de recesion gingival
(113). Un estudio usando terapia con células autdlogas en un modelo animal ha
logrado regeneracion periodontal (114), sin embargo, se requirio la extraccion de
dos Organos dentarios sanos para obtener las células necesarias, lo que
considerablemente limita su aplicacién en pacientes. Esta limitacion podria ser

evitada usando el modelo propuesto en este trabajo.

El modelo de HGF transfectadas con CEMP1 es prometedor porque en estudios
previos con CEMP1 se ha demostrado su papel como regulador local de la
diferenciacion celular y de la mineralizacion de la matriz extracelular (23). CEMP1
tiene la habilidad de seleccionar células progenitoras presentes en el ligamento
periodontal y diferenciarlas hace fenotipo cementoblastico (14). Ademas, CEMP1
es capaz de seleccionar células madre multipotentes para diferenciarlas en varios
tipos celulares (33). Asimismo, CEMP1 promueve la migracion de células STRO1
positivas y provee un posible mecanismo para el reclutamiento de células
mesénquimales a través de la migracion hacia la sefial de CEMP1 (34). HGF-

CEMP1 podria ser usada en terapia celular autéloga, con la ventaja adicional que
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para la obtencion de tejido, no es necesario sacrificar 6rganos dentales sanos,
porque una muestra de papila interdental podria proveer de una gran cantidad de
células a través de un procedimiento simple y no invasivo para el paciente. Estas
células podrian expandirse in vitro y transfectarse con CEMP1 para ser

transformadas en cementoblastos putativos.

Sin embargo, se necesita mas trabajo de investigacion para llegar a la aplicacion
clinica de este modelo. Este estudio representa la aproximacion inicial, pero se
requiere aun informacion importante, como es la determinacién del nimero éptimo
de células necesarias para alcanzar la regeneracion tisular y el establecimiento de
un andamio adecuado que facilite la permanencia de las células en los defectos
periodontales. Claramente, el siguiente paso podria ser probar su efectividad
asociada en modelos animales con un seguimiento a largo plazo. Si estos

resultados resultan positivos, podrian direccionarse posteriores estudios clinicos.

13. Conclusion

La transfeccion de CEMP1 en HGF no produce cambios en la ultraestructura del
nucléolo, lo que sugiere que la biogénesis ribosomal es llevada a acabo de la misma
forma que en las células no transfectadas. Este aspecto debe ser tomado en cuenta

para futuras aplicaciones en terapia celular autologa.
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14. Abreviaturas

CEMPL1: Proteina Del Cemento 1.
HGF: Fibroblastos Gingivales Humanos.

HGF-CEMPL1: Fibroblastos Gingivales Humanos transfectados con la Proteina del
Cemento 1.

TEM: Microscopia Electrénica De Transmision.
RNPs: Ribonucleoproteinas.
EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético.
DNA: Acido Desoxirribonucleico.
mm: milimetros.
kDa: Kilo Daltons.
DMP-1: Proteina de Matriz Dentinaria 1.
pum: micrometro.
HERS: Vaina Epitelial De Hertwig.
CP: Proteina Derivada de Cementoblastoma.
Ca/P: Relacion Calcio-Fosforo.
pb: pares de bases.
hrCEMP1: Proteina Recombinante Humana de CEMPL1.
RNA: Acido Ribonucleico.
MRNA: RNA Mensajero.
ALP: Fosfatasa Alcalina.
OCN: Osteocalcina.
BSP: Sialoproteina Osea.
OPN: Osteopontina.
CAP: Proteina de Adhesion del Cemento Radicular.
RUNX2: Factor de Transcripcion 2 Asociado a Runt
MEC: Matriz Extracelular.
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BMP2: Proteina Morfogénica Osea.

COL2AL1: Colagena Tipo Il.

ACAN: Agrecano.

STRO-1: Marcador 1 de Superficie de Células Estromales.
MAPK: siglas en ingles de Mitoge-Activated Protein Kinases
ERK-1: siglas en ingles de Extracellular Signal-Regulated Kinases 1
ERK-e: siglas en ingles de Extracellular signal-Regulated Kinases e
PTPLA/CAP: Proteina de Adhesion del Cemento Radicular.
NIH3T3: linea celular de Fibroblastos Embrionarios de Raton.
EMD: Derivados de la Matriz del Esmalte.

PDGF: Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas.

BMP: Proteinas Morfogenéticas Oseas.

iPS: Células Madre Pluripotentes Inducidas.

microRNA: Micro Acido Ribonucleicos.

3DP: Impresion Tridimensional.

FC: Centros Fibrilares.

DFC: Componente Fibrilar Denso.

GC: Componente Granular.

rRNA: RNA Ribosomal.

snoRNPs: Ribonucleoproteinas Pequeiias Nucleolares
rDNA: DNA Ribosomal.

pre-rRNA: pre-RNA Ribosomal.

RNA Pol I: RNA Polimerasa I.

NORs: Regiones Organizadoras Nucleolares.

UBF: Factores de Union Rio Arriba.

SRP: Particulas de Reconocimiento de Sefial.

DMEM: siglas en ingles de Dulbecco’s Modified Eagle Medium.
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FBS: Suero Fetal Bovino.
cDNA: Cadena Complementaria de DNA

CEM: Cementoblastos.

HGF-VV: Fibroblastos Gingivales Humanos Transfectados con el Vector Vacio.

PBS: Buffer de Fosfato de Sodio.

nm: nanoémetros.

pl: microlitros.

HCI 5N: Acido Clorhidrico 5 Normal.

PNC: Compartimento Peri Nucleolar.

RER: Reticulo Endoplasmico Rugoso.

PDLSCs: Células Madre del Ligamento Periodontal.
DPSCs: Células Madre Derivadas de Pulpa Dental.
SHED: Células Madre Derivadas de Dientes Deciduos Exfoliados
DFSCs: Células Madre Derivadas Del Foliculo Dental.
DAPSCs: Células Madre De La Papila Dental Apical.
DSSCs: Células Madre Derivadas Del Alveolo Dental.
TF: Factor de Transcripcion.

MESCs: Células Madre Embrionarias De Ratdn.
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