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ABREVIATURAS

CAP Proteina de adhesion al cemento

CEMP1 Proteina del cemento 1

CEMP1-p4 Péptido 4 de la proteina del cemento 1
CD Dicroismo circular

CPC Cloruro de cetilpiridinio

CPPs Péptidos de penetracion celular

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DLS Dispersion de luz dinamica

EDS espcectroscopia de rayos x de energia dispersa
FBS Suero Bovino Fetal

Fmoc fluoreno metoxicarboniilo

GAPDH Giliceraldheido 3 fosfato deshidrogenasa
GRAVY Promedio general de hidropatia

GSK3-B Glucogeno sintasa 3 kinasa beta

HA Hidroxiapatita

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl) piperazin-1-yl] ethanesulfonic acid

HOMSCs Células troncales derivadas de mucosa oral
IBSP Integrina sialoproteina 6sea
IDP Proteina intrinsecamente desordenada

LEF1 Factor de union 1 al potenciador linfoide

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide

OCN Osteocalcina
OSX Osterix

RUNX2 Factor de transcripcion 6seo de uniéon a nucleo subunidad alfa

RPLC Cromatografia liquida de fase reversa
SEM Microscopia electronica de barrido
SMS metasilicato de sodio

TCF Factor de transcripcion de células T

Wnt proteina de union asociadas a Wingless
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El hueso es un tejido dinamico, en donde en caso de haber sufrido algun dafio o se presente
desgaste fisioldgico se lleva a cabo un proceso de remodelacion. Este proceso es indispensable
como parte del mecanismo de continuo recambio requerido para funciones esqueletales bajo las
condiciones variables del medio ambiente al que esta expuesto. Los osteoblastos y osteoclastos
son las células principalmente involucradas en el recambio 6seo. Particularmente los osteoblastos
formados a partir del proceso de diferenciacion celular osteogénica de células troncales
mesenquimales a través de un proceso complejo de regulacion de proliferacion celular vy
diferenciacion, el cual esta influenciado por multiples vias de sefializacién. En células troncales
mesenquimales se han caracterizado las vias de transduccién de BMP, Wnt y MAPK; promotoras
de expresion de Runx2, Osterix y Tcf/Lef1, que estan involucradas en desarrollo y mantenimiento

la osteogénesis

Objetivos. Determinar el rol de CEMP1-p4 sobre la via Wnt en células troncales mesenquimales

humanas derivadas de mucosa bucal.

Metodologia. Se gener¢ la linea de células troncales mesenquimales humanas de mucosa oral.
Se determiné mediante ensayos de MTT la dosis efectiva de CEMP1p4 y de LiCl, se extrajeron y
cuantificaron proteinas para ensayos Western Blot y para medir expresion de p-catenina, GSK3p,
Tcf/Lef1, BSP, OCN. Se extrajo y cuantific6 RNA (ng/ul) para ensayos de qRT-PCR validando la
expresion génica de B-catenina, GSK3p, Tcf/lLef1, BSP, OCN, OPN. Se determiné la actividad
enzimatica especifica de fosfatasa alcalina (ALP); y la formacion de nodulos mineralizados
mediante tincion de Alizarina Roja. Mediante microscopia confocal se localizé celularmente a

CEMP1p-4 asi como la inmunolocalizacion celular de pB-catenina.

Resultados. La dosis efectiva del péptido fue 4ug/ml y la dosis no citotoxica de LiCl fue 5mM;
CEMP1p4 incrementa la expresidon génica y los niveles de proteina de B-catenina y Tcf/Lef1l y
disminuye la expresion génica y traduccional de GSK3p. El péptido promueve la actividad de ALP y
la formacion de nodulos mineralizados. CEMP1-p4 se internaliza celularmente de forma inmediata
y permanece formando granulos en la zona perinuclear. Por su parte B-catenina se trasloca al
nucleo inducida por el tratamiento con el péptido.

Conclusiéon. Nuestros resultados demuestran que existe un mecanismo molecular en el que
CEMP1p4 ubicado a nivel perinuclear promueve la diferenciacion de células troncales derivadas de

mucosa oral hacia un fenotipo osteoblastico a través de la via de transduccién Wnt/p-catenina
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ABSTRACT

Bone is a dynamic tissue, where remodeling occurs as part of the normal turnover or as a
response upon injury. Osteoblast and osteoclasts cells are the primarily cells involved in
these processes.

Particularly, osteoblasts derived from the differentiation of mesenchymal stem cells
through a complex mechanism that involved multiple pathways. Among these, Wnt
signaling is critical for osteoblast lineage proliferation and differentiation. The activation of
this pathway occurs concomitantly with the induction of osteoblast markers and

transcription factors like Runx2, Osterix and Tcf/Lef1.

Aim: To determine the in vitro role of CEMP1-p4 on Wnt signaling pathway and osteoblast

differentiation in human mesenchymal stem cells derived from buccal mucosa.

Methodology: We determined the effective dose of CEMP1p4 by the usage of an
established Mesenchymal Stem Cell line derived from oral human mucosa. Subsequently,
it was measured the gene and protein expression of Wnt and Osteoblast markers,
including B-catenin, gsk3b, Tcf/lLef1, BSP, BMP and OCN. The induction capacity of
CEMP1p4 for osteoblast lineage differentiation was evaluated through alkaline
phosphatase and mineralized nodules formation assays. Finally, we determined the

cellular location of CEMP1-p4 upon addition, by confocal microscopy analysis.

Results: The effective dose of the peptide was determined as 4 ug/uL; therefore, we used
this concentration for subsequent analysis. We observed that CEMP1p4 increase both at
the transcript and protein level the expression of B-catenin and Tcf/Lef1, while decreasing
Gsk3b expression. Our differentiation assays show the capacity of Cemp1p4 to promote
osteoblast differentiation. Upon addition, CEMP1p4 is internalized remaining in a
perinuclear location, while promoting the granules formation. Furthermore, [-catenin

translocate to the nucleus as a result of the treatment with the peptide.

Conclusion: In vitro, CEMP1p4 activates Wnt signaling promoting the differentiation of

MSCs towards an osteoblast phenotype.
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Proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs)

Las Proteinas Intrinsecamente Desordenadas (IDPs, del inglés Intrinsically Disordered
Proteins) desafian el dogma de la Biologia Molecular “DNA-RNA-proteina” que en
términos funcionales podemos comprenderlo bajo el contexto de “secuencia-estructura-
funcion” proteica en cuanto no poseen una estructura tridimensional definida uUnica y
compacta en solucion, incluso en soluciones fisiolégicas y entonces se desdibuja la
relacion estructura-funcién, al menos como ha sido definida hasta el momento. Estas
proteinas no se comportan como estructuras tipo random coil, sino que fluctian entre
variedad de conformaciones que dependen de cada sistema. Se ha predicho que al
menos el 30 % de las proteinas eucariotas son IDPs o tienen al menos un dominio que es
intrinsecamente desordenado. Esto ha aumentado el interés por estas proteinas y su
estudio se ha incrementado en las ultimas dos décadas, mostrando que cumplen
procesos celulares clave, como el ciclo celular, control de transcripcion y cascadas de
senalizacion. [1]

A finales de los afios 70°s comenzaron a surgir estudios sobre la existencia de desorden
estructural en proteinas y fue en 1978 cuando se encontré la primera proteina
nativamente desestructurada, el glucagébn monomérico que se suponia se plegaria al
unirse a sus receptores. [1] La siguiente década de éstas nuevas proteinas parecian
solo haber sido casos aislados y excepcionales y su aparicion no reformuld para entonces
el paradigma cientifico vigente sobre la relacion estructura- funcién de proteinas. [4]

Al surgir técnicas mejoradas de biologia molecular, la secuenciacion de genes y
actualmente la era postgendmica, fue posible la produccién de proteinas en sistemas
modelo, como bacterias o levaduras, obteniendo una mayor masa de macromoléculas, ¥y

en mejores condiciones y mas puras. [3] De esta forma se obtuvieron una serie de IDPs
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que pudieron ser caracterizadas mas extensivamente. El estudio a mayor profundidad de
las IDPs fue favorecido por la elaboracion de mutantes o knockouts que demostraron que
regiones desordenadas de proteinas eran vitales para la viabilidad celular o para su
funcion. [4]
Al tener ya clasificadas un importante numero de proteinas como IDPs permitio el
desarrollo de métodos in silico de prediccion de desorden estructural a partir de la
secuencia. [5]
Estudios en protedmica, han demostrado que una mayor proporcion de este tipo de
proteinas tienen funciones regulatorias, 0 que sus regiones desordenadas son
asociadas a promover la actividad de factores de transcripcion; algunas de ellas se
pliegan en procesos acoplados a la unién de sus blancos moleculares. [7]
Algunas de las propiedades que comparten las IDPs son [1][7] [8]:

e Conformacion extendida y extremadamente flexible

» Ausencia o existencia significativamente baja de estructura secundaria

e Ausencia de globularidad

e Alto volumen hidrodinamico y superficie accesible al solvente en relacion al

numero de residuos

¢ Alta sensibilidad a la degradacion proteolitica

e Baja complejidad de secuencia

e Alta proporcién de residuos polares y cargados y consecuentemente baja

proporcion de residuos hidrofébicos.
e Sesgo hacia puntos isoeléctricos (pl) acidos

e Puede realizar interacciones moleculares multiples (promiscuas)
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Estas proteinas y regiones son muy diferente de las proteinas y dominios ordenados en
multiples niveles.

Los IDP / IDPR tienen secuencias de aminoacidos reconocibles lo que los hace facilmente
predecibles. Son caracterizadas por la excepcional heterogeneidad espacio-temporal, que

se relaciona con su notable multifuncionalidad [9] .

Proteina del cemento 1 (CEMP1)

Del tejido mineralizado que rodea las raices dentales, denominado cemento se clonaron
y se caracterizaron marcadores como la proteina de cemento 1 (CEMP1) y la proteina de
adhesion al cemento (CAP) [12, 13].

Estas dos proteinas han demostrado promover la proliferacion y diferenciacion. de las
células del ligamento periodontal hacia un fenotipo "similar al mineralizante" [14-16].

El anadlisis de la estructura secundaria de CEMP1 muestra que tiene una estructura
enrollada al azar y se considera una proteina intrinseca desordenada (IDP).

El gen humano de la proteina del cemento 1 (CEMP1) contiene 1 exdn, se extiende 1.4kb,
y mapea el brazo corto del cromosoma 16 (16p 13.3). Su analisis de secuencia demuestra
que esta constituido por 1347 nucleétidos y tiene un ORF de 744 nucledtidos. El gen
CEMP1 codifica para una proteina de 247 aminoacidos con un masa molecular tedrica de
25.9 kDa, la cual después de modificaciones postraduccionales, incrementa a 50kDa.
Tridimensionalmente presenta 28.6% de estructura alfa hélice, 9.9% de laminas beta y
61.5% de estructura al azar. Con base en estudios in silico presenta 73% de regiones

intrinsecamente desordenadas (http:/globplot.embl.de/) lo que la clasifica como una

proteina intrinsecamente desordenada, que se puede observar en un modelo hipotético
in silico. (Figura 1). Analisis fisico-quimicos de CEMP1 revelaron que es una proteina

alcalina con un punto isoeléctrico de 9.73. Es una proteina glicosilada y en ensayos libres



[
ﬁﬁ(wﬁ FACULTAD mﬁ

W ovontliooin W}W

UNAM
€ 1904

3;?': 5 b

de células se ha demostrado su capacidad de nucleacion, sugiriendo ser un regulador
clave de la cementogénesis ya que regula la velocidad de deposicién, composicion y
morfologia de los cristales de hidroxiapatita, que pueden ser observados en la Figura 2A
mediante MEB. [17]

CEMP1 humano recombinante o (hrCEMP-1) estimula la proliferacion y migracion células
humanas del ligamento periodontal (HUPLC) y conduce a la migracion de células
troncales mesenquimales, lo que sugiere que esta proteina esta relacionada con el
mecanismo de reclutamiento perivascular de células troncales. Ademas, la transfeccion
de CEMP1 en células no osteogénicas como los fibroblastos gingivales adultos humanos
resultan en la diferenciacién de estas células a un fenotipo de células parecidas a las
mineralizantes. Estudios in vitro, han demostrado que es un regulador clave en el proceso
de biomineralizacion, ya que promueve la adhesion y diferenciacion celular. Induce la
expresion de marcadores osteogénicos, cemetogénicos y condrogénicos. En estudios in
vivo induce la regeneracion de defectos de tamanio critico de calvaria de rata Wistar como

se puede observar en la Figura 2B y 2C. [18]

MGTSSTDSQQAGHRRCSTSNTSAENLTCLSLPGSPGKTAPLPGPAQAGAGQPLPKGCAAVKAEVGIPAPH
TSQEVRIHIRRLLSWAAPGACGLRSTPCALPQALPQARPCPGRWFFPGCSLPTGGAQTILSLWTWRHFLN
WALQQREENSGRARRVPPVPRTAPVSKGEGSHPPQNSNGEKVKTITPDVGLHQSLTSDPTVAVLRAKRAP
EAHPPRSCSGSLTARVCHMGVCQGQGDTEDGRMTLMG

Figura 1. Secuencia de los 247 residuos de aminoacidos que conforman a la proteina CEMP1 y modelo
tridimensional hipotético in silico de la misma, donde se observa que corresponde a una Proteina
Intrinsecamente Desordenada (IDP) con 61.5% de estructura al azar.
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Figura 2. 1) MEB y microfotografias de cristales de hidroxiapatita formados en presencia de hrCEMPI
muestran la superficie de esférulas que tienen un origen comun en el centro de la esférula. 2) Cuantificacion
histomorfométrica del area de la matriz dsea dentro del defecto de tamaio critico de la calvaria de rata donde
se observa que hrCEMP1 promovid la regeneracion de los defectos calvariales de rata hasta en un 97% 3)
Secciones histologicas tefiidas con H&E muestran el defecto de tamafio critico de calvaria de rata después de
16 semanas. (A) Defecto vacio (B) El tratamiento con andamio (C) El tratamiento con hrCEMP1, que muestra
que el defecto esta regenerado por tejido similar al hueso. Tomado y modificado de Romo A. Enrique, Arzate
H, Montoya A. G, Rodriguez R. Adela. High-level expression and characterization of a glycosylated human
cementum protein 1 with lectin activity. FEBS Lett, 129-38 (Jan 2016) y de Serrano J, Romo E, Bermudez
M, Narayanan AS, Zeichner-David M, Santos L, Arzate H. Bone regeneration in rat cranium critical-size
defects induced by Cementum Protein 1 (CEMPI1).PLoS One.1-10 (Nov. 2013)

Preclinicamente en estudios in vivo se ha demostrado que al utilizar péptidos derivados
de CEMP1 en defectos de la calvaria de rata se imitan las propiedades y capacidades
biolégicas y terapeuticas de la hrCEMP1, (proteina del cemento 1 recombinante

humana).

10
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Estos antecedentes comprueban que las secuencias de péptidos cortos de CEMP1 son
posibles reguladores de diferenciacion celular hacia un fenotipo celular "similar al

mineralizante". [20, 21]

Péptido 4 de la proteina CEMP1 (CEMP1-p4)

Las secuencias de péptidos cortas de CEMP1, particularmente para este estudio, el
péptido 4 (CEMP1-p4), imitan las capacidades biologicas de la proteina completa CEMP1;
dicho péptido es localizado en la regién carboxilo terminal y tiene una estructura al azar o
desordenada. Anadlisis del dominio carboxilo terminal de la proteina CEMP1
correspondiente a los 15 ultimos aminoacidos (QGQGDTEDGRMTLMG) y que esta
localizado en una de las regiones intrinsecamente desordenadas de CEMP1, demuestran
que dicha conformacion es 100% azarosa. Este segmento del polipéptido se ha
denominado péptido 4 (CEMP1-p4), aun cuando evidentemente no posee
tridimensionalmente una estructura definida y es un péptido intrinsecamente
desordenado, si es poseedor de funcionalidad en los sistemas bioldgicos estudiados
como se observa en la Figura 3.

CEMP1-p4 estructuralmente esta conformado por 80% de residuos de aminoacidos
promotores del desorden estructural (EDKRGMQSP) y 20% de residuos promotores del
orden estructural (WYHTFCILN); de estos residuos 20 % tienen carga negativa (DES) y
6.6% de residuos tienen carga positiva (RK) (Tabla 1). Mediante programas de prediccion
como Interactive threading Assembly Refinement program (I-TASSER) vy Predictor of

Natural Disordered Regions Program (PONDR VL-XT) http://www.pondr.com/pondr-

tut2.html se ha determinado que CEMP1-p4 es un péptido acido, con una hidrofobicidad

11
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de 20.15, una indice de polaridad (GRAVY) de -1.16, un peso molecular promedio de

1595.7392 g/mol y un pl de 4.03. (Tabla 2).

Con estos antecedenetes en este estudio se determind el papel que desempefia
CEMP1-p4 en la via de sefializacidon candnica Wnt en células mesenquimales derivadas
de mucosa oral (HOMSCs) y la relacion biologica asociada para inducir la diferenciacion

hacia un fenotipo celular mineralizante.

MGTSSTDSQQAGHRRCSTSNTSAENLTCLSLPGSPGKTAPLPGPAQAGAGQPLPKGCAAVKAEVGIPAPH
TSQEVRIHIRRLLSWAAPGACGLRSTPCALPQALPQARPCPGRWFFPGCSLPTGGAQTILSLWTWRHFLN
WALQQREENSGRARRVPPVPRTAPVSKGEGSHPPQNSNGEKVKTITPDVGLHQSLTSDPTVAVLRAKRAP
EAHPPRSCSGSLTARVCHMGVCQGQGDTEDGRMTLMG

Figura 3. Modelo tridimensional hipotético in silico de CEMP1-p4 correspondiente a los 15 ultimos
aminoacidos de region carboxilo terminal donde se observa que corresponde con regiones de las proteinas
intrinsecamente desordenadas (IDPR).

12
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MGTSSTDSQQAGHRRCSTSNTSAENLTCLSLPGSPGKTAPLPGPAQAGAGQPLPKGCAAVKAEVGIPAPH
TSQEVRIHIRRLLSWAAPGACGLRSTPCALPQALPQARPCPGRWFFPGCSLPTGGAQTILSLWTWRHFLN
WALQQREENSGRARRVPPVPRTAPVSKGEGSHPPQNSNGEKVKTITPDVGLHQSLTSDPTVAVLRAKRAP
EAHPPRSCSGSLTARVCHMGVCQGQGDTEDGRMTLMG

*Secuencia completa de la proteina CEMP1, donde se indica la regién carboxilo terminal correspondiente a los 15
aminoacidos que estructuran al péptido 4 de dicha proteina

CARACTERISTICAS AMINOACIDOS SECUENCIA DE CEMP1-P4 PORCENTAJE
DE RESIDUOS
Residuos promotores del E- Glu- -acido glutamico QGQGDTEDGRMTLMG 80%
desorden estructural D- Asp- acido aspartico
K- Lys- lisina
R- Arg- arginina
G- Gly- glicina

M- Met- metionina
Q- GIn- glutmamina
S- Ser- serina

P- Pro- prolina

Residuos promotores del W- Trp- triptéfano QGQGDIEDGRMTILMG 20%
orden estructural Y- Tyr- tirosina

H- His- histidina

T- Thr- treonina

F- Phe- fenilalanina

C- Cys- cisteina

I - lle - isoleucina

N- Asn- asparagnina

Residuos con carga D - Asp- acido aspartico QGQGDTEDGRMTLMG 20%
negativa E- Glu- acido glutamico
S- Ser- serina
| Residuosiconicargaipositivd | R- Arg- arginina QGQGDTEDGRMTLMG 6.6.%
K- Lys —lisina

Tabla 1. Andlisis de al secucencia de CEMP1-p4, donde se pude apreciar que el 80% de su constitucion esta
determinada por el desorden estructural y con carga negativa. Caracteristicas que sugieren que pueden ser
las determinantes para las funciones biologicas que lleva a cabo.

QGQGDTEDGRMTLMG
Caracteristica Valor
pl/Mw 4.03/1.59573
Longitud 15
Hidrofobicidad 20.15
GRAVY -1.16
(indice de polaridad)
PM promedio 1595.7393 g/mol
PM monoisotopico 1594.6716
pl tedrico 3.7

Tabla 2. Valores promedio obtenidos mediante programas de prediccion como Interactive threading
Assembly Refinement program (I-TASSER) y Predictor of Natural Disordered Regions Program (PONDR
VL-XT) nos dicen que CEMP1-p4 se caracteriza por tener residuos de aminoacidos altamente polares, que le
confieren propiedades hidrofilicas.

13




m

FACULTAD "*WUU

‘ ODONTOLOKJIA wy

> UNAM
€ 1904

@ o mi“v."'i-‘
Ny M
\

‘;ea

Células Troncales derivadas de Mucosa Oral

La mucosa bucal es un tejido que proviene de la cresta neural, que es una especializacion
del ectodermo- En 2010 de ella se logré aislar células troncales, asi como de diferentes
sitios de la cavidad oral, las cuales incluyen pulpa dental, foliculo dental, germen dental,
papila apical, periostio, ligamento periodontal, glandulas salivales y células derivadas del
tejido adiposo. Estas células son positivas en un porcentaje mayor al 95 % a CD29,
CD73, CD90, CD105 y CD166 los cuales son marcadores de MSC, como se observa en

la Tabla 3 [16].

AVG SD

MARCADORES DE CELULAS TRONCALES ASOCIADOS A PLURIPOTENCIA
Oct4 50.92 2.41
Sox2* 63.67 3.20
Nanog 48.04 5.16
MARCADORES DE CELULAS TRONCALES DE CRESTA NEURAL
Snail* 98.25 1.17
Nestin* 66.44 6.64
MARCADORES DE CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES
CD29* 94.95 1.59
CD73* 95.38 4.04
CD90* 97.17 2.40
CD105* 96.48 3.82
Stro-1 26.59 5.00
CD45 0.68 0.15

AVG (promedio) SD (desviacion estandar)
Tabla 3. Expresion de marcadores de superficie para caracterizacion y confirmacion de troncalidad en donde
se observa que >95% de la poblacion exprese fenotipo positivo para CD73, CD90, CD105.

Vias de Transduccidén asociadas al proceso de osteogénesis

La regulacion de la proliferacion celular y diferenciacion osteogénica es un proceso
complejo, el cual es influenciado por multiples vias de sefalizacion. [26] La via de
sefalizacion de BMP (bone morfogenethic protein/proteina morforgenética ésea) juega un

rol necesario en la diferenciacion osteoblastica y la formacion de hueso postnatal, asi
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como en la regulacion en la formacién ésea que involucra un incremento en la activacion
de las vias de senalizacion BMP y Wnt (acréonimo del gen homologo wingless “wg” y de
Int-1, los cuales habian sido descritos en Drosophila y ratones) [27] [28].

La via de las MAPK (Mitogen Actived Protein Kinase) estan involucrados en la
formacion ésea a través de promover la actividad de mensajero asi como de la proteina
de Runx2 y Osx. La via de sefializacion donde participa ERK 1/2 (extracelllular signal-
regulated kinases) pertenece a la familia de las MAPK, la cual muestra efectos
importantes durante el crecimiento celular, diferenciacion celular y apoptosis. Estudios
recientes muestran que ERK1/2 juegan un papel importante en células Oseas,
especialmente durante la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos. [30]

La via de senalizacion de JNK (c-Jun N-terminal Kinase) y p38 (proteina 38) juega un
papel importante en la regulacion de la osteogénesis. Liao et al. comprobaron que
genisteina estimula la diferenciacion osteoblastica a través de la activacion de p38 por la
via MAPK. Guicheux y colaboradores reportaron que la via de sefializacion BMP2
induce diferenciacion osteoblastica a través de las proteinas JNK y p38 pertenecientes a
la familia de las MAPKs.

Se ha demostrado que la proteina CEMP1 regula la expresion de proteinas que
participan en la formacién y maduracion de tejido mineral como la fosfatasa alcalina
(ALP), osteopontina (OPN) y sialoproteina 6ésea (BSP) en cementoblastos, mediante la
activacion de vias de sefalizacién caracterizadas como p-38 y JNK-MAPK; asi como
también participa activamente en la mineralizacion de la matriz extracelular de los

cementoblastos.
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Sin embargo el mecanismo bioquimico y molecular del rol que juega para activar dichas
vias de sefalizacion estudiados aun no ha sido dilucidado en su totalidad, requiriendo

estudios adicionales para ello.

Descubrimiento de la via Wnt/B-catenina

En 1982, Roel Nusse y Harold Varmus encontraron que el virus del tumor mamario del
ratén (MMTV) promovia la carcinogénesis mamaria en ratones insertandose en un gen
especifico del genoma del huésped [34]. Llamaron a este gen Int-1, y sus secuencias de
nucledtidos y aminoacidos se obtuvieron en 1984 [35]. Mas tarde, en 1987, Christiane
Nusslein-Volhard y Eric Wieschaaus comprobaron que la expresion del gen homélogo de
Int-1 (wingless/gene), provocaba la falta de alas en Drosophila melanogaster. En 1990 se
otorgd una nueva denominacién debido a las situaciones experimentales que permitieron
su caracterizacion y los genes fueron llamados simplemente Wnt (int-1 + wingless). En la
figura 4 podemos observar los cientificos que contribuyeron al descubrimiento de esta via
de transduccién. [36].

Estudios de funcionalidad genética demostraron el papel de Wnt en patrones de
desarrollo y que la via de sefalizacion esta asociada a procesos de diferenciacion celular,
polarizacién y migracién durante el desarrollo.

La via de sefnalizacion Wnt se agrupan en tres tipos: via canonica, via no canonica de
polaridad celular y via no canodnica calcificada.

Es conocido que las Wnt pueden actuar desde cualquiera de las rutas: candnica o no
canonica. Sin embargo, la determinacion de cual via es activada puede basarse en la
especificidad de los receptores presentes en la membrana celular y no en la individualidad

de cada ligando Wnt.
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Figura 4. A) Nusse y Varmus en 1982 identificaron el primer gen de Wnt basado en su localizacién en una
region cromosomal que se denomind int-1 asociada a desarrollo de cancer mamario en raton. B) 1987
Cristiane Nusslein Bolhard y Eric Wieschaaus identificaron una regién en un gen de Drosophila
melanogaster asociado a falta en el desarrollo embrionario de la especie que provocaba que no desarrollara
alas y lo denominaron Winglees. Encontraron homologia entre este gen y el descrito en 1982 por lo que en
1991 la denominacioén de dichos genes se agrupo en un solo acréonimo llamado Wnt. Tomado y modifica de
Nusse, R. & Varmus, H. Three decades of Wnts: a personal perspective on how a scientific field developed.
The EMBO journal, doi:10.1038/emboj.2012.146 (2012).

Ligandos Wnt

La familia de las proteinas o ligandos Wnt son glucoproteinas extracelulares
conformadas por 19 miembros en ratdon y humanos, como se observa en la figura 5. La
secuencia primaria de aminoacidos de las Wnt sugiere que pueden ser solubles, pero al
ser secretadas son hidrofébicas y la mayoria se encuentran asociadas con la membrana
celular y la matrix extracelular. La espectroscopia de masas revela que la hidrofobicidad
de las Wnt se debe a que han sido modificadas por lipidos, por la adicién de un palmitato
en el primer residuo de cisteinas conservado y una serina en la porcion media de la
proteina. Aun no es claro el papel que juega la modificacion lipidica de la proteina, pero
se sabe que la palmitolacibn es necesaria para activar la ruta de sefalizacion,

modificacion mostrada en la figura 5. Una posible funcion es servir de blanco para
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dominios muy particulares ubicados en la membrana. Se sugiere que la palmitolacion

puede ser necesaria para la glicosilacion (N-linked glycosilation) y que también puede

ayudar en el transporte de Wnt entre células, asi como también incrementar la interaccion

de Wnt con el heparan sulfato, proteoglucanos presente en la superficie de células que

responden a Wnt. Alternativamente la fraccion de palmitato podria anclar potencialmente

las proteinas Wnt dentro de la membrana para mantener la sefial.

\ &

O Wnt protein

Wis, P24
© Lipid-modified P4 s
Whnt proteil
nt protein o

Porcn @ /

(©~) Endoplasmic reticulum
(@]
G —

o Golgi

7| Index
finger

(19)
Q4
{2

Species
Homo
sapiens
Mus
musculus

Xenopus

Danio
rerio
Drosophila
Hydra

Wnt proteins

WNT1, WNT2, WNT2B, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5A, WNTSB, WNT6, WNT7A, WNT7B, WNT8A, WNT8B,
WNTSA, WNTOB, WNT10A, WNT10B, WNT11, WNT16

Wnt1, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt4, WntSA, WntSB, Wnt6, Wnt7A, Wnt7B, Wnt8A, Wnt8B, WntSA, Wnt9B,
Wnt10A, Wnt10B, Wnt11, Wnt16

Wnt1, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt4, Wnt5A, Wnt5B, Wnt7A, Wnt7B, Wnt8A, Wnt8B, Wnt10A, Wnt10B,
Wnti1, Wnt11R

Wnt1, Wnt2, Wnt2B, Wnt3, Wnt3A, Wnt4, WntSA, WntSB, Wnt6, Wnt7A, Wnt7B, Wnt8A, Wnt8B, Wnt10A, Wnt10B,
Wnt11, Wnt16

Wg, DWnt2, DWnt3/5, DWnt 4, DWnt6, WntD/DWnt8, DWnt10
hywnt1, hywntSa, hywnt8, hywnt7, hywnt9/10a, hywnt9/10b, hywnt9/10c, hywnt11, hywnt16

Figura 5. Sintesis y modificacion lipidica (palmitolacion) de las proteinas Wnt y los ligandos presentes en
diferentes especies entre ellos los 19 correspondientes al ser humano. Tomado y modificado de Willert K. &
Nusse R. Wnt proteins. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2012. 4 (9).
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Via canodnica de Wnt/B-catenina

La via de sefalizacion candnica Wnt/ B-catenina, conduce a incrementar la acumulacion
citoplasmatica de p-catenina que se trasloca al nucleo y activa la expresion de genes
diana de Wnt [37].

El mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la via mas estudiada de Wnt y que se
observa en la figura 6; ocurre en dos espacios celulares transcendentales, a nivel de
membrana y a nivel citosolico. Donde en ambos casos la proteina p-catenina juega un rol
importante [44] ya que tiene un papel clave en la via de sefalizacidon canénica de Wnt, y
es requerida para el desarrollo de tejidos orales y formacién 6sea. [45].

A nivel del receptor:

1. Su sefal es transducida por un miembro de la familia Frizzled (FZD) una proteina de
siete dominios transmembranales.

2. La formacién del ligando Wnt-FZD requiere de la participacion de un co-receptor
miembro de las familias de lipoproteinas de baja densidad, relacionado con el receptor
(LRP) que pueden ser LRP5 o LRP6.

3. La activacion de la ruta de sefializacion de Wnt puede ser antagonizada por
inhibidores extracelulares como DICKKOPF (DKK), que es secretada por la proteina
parecida o relacionada con FZD (sFRP). DKK es capaz de formar un complejo con
LRP5/6 el cual se asocia con la proteina transmembrana Kremen y su internalizacion,
removiendo un componente importante de la via Wnt ubicado en la superficie celular.

4. sFRPs contiene un dominio para FZD que lo une a las Wnt evitando que se realice una
union funcional del ligando al su receptor FZD.

A nivel del citosol:
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1. Intracelularmente la senalizacion mediada por Wnt se manifiesta por la acumulacién y
movimiento de B-catenina hacia el nucleo celular.

2. Cuando la via de sefializacion Wnt no esta activa en un sistema bioldgico, la proteina
Axina y la Adenomatous Polyposis Coli (APC) forma un complejo con la cinasa Glucégeno
Sintasa 3 kinasa (GSK3) y con la cinasa caseina 1 (CK1) para fosforilar a B-catenina, lo
que resulta-en su destruccion por el proteosoma.

3. La activacién del complejo receptor de Wnt promueve la inhibicién de la Glucégeno
Sintasa 3 Kinasa (GSK3) mediada por la proteina Disheveles (DVL) y por la breakdown
del complejo de Axina.

4. Los niveles de B-catenina son incrementados en el citoplasma y posteriormente en el
nucleo donde se forma un complejo con TCF (el Factor de Células T) y LEF (el Factor de

Crecimiento Linfoide), factores de transcripcion de los genes blanco de Wnt.

WNT ON state WNT OFF state Extracellular space

Frizzled
receptor

c )

1 i

[ 1
| | y

Inactive | I GSK-3

ey, € St —= = el

GSK-3p et

fB-catenin B-catenin °

1 | | Proteasomal

O J : :_ __ Destruction complex _ J degradation

O '
O @ Phosphorylated site

fB-catenin
accumulation

f-catenin WNT-triggered genes

‘ cef ! transcription
/‘?}\ij\. \_ —> Cell proliferation

Figura 6. Via de transduccion canénica Wnt/B-catenina en estado inactivo B-catenina es degradada en el
proteosoma y en estado activo debido a la union de uno de los ligandos Wnt a su recepetor, f-catenina se
concentra en citosol para traslocarse al nucleo e inducir la trascripcion de genes. Tomado de Pai, Sachin &
Carneiro, Benedito & Mota, Jose Mauricio & Costa, Ricardo & Leite, Caio & Barroso-Sousa, Romualdo &
Kaplan, Jason & Chae, Young & Giles, Frank. (2017). Wnt/beta-catenin pathway.: Modulating anticancer
immune response. Journal of Hematology & Oncology. 10. 10.1186/s13045-017-0471-6

Nucleus
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Via no canénica

La via no candnica que son menos investigadas, se asocia a la ruta que regular la
polaridad celular planar y la ruta de movilizacion de calcio. Son independientes de j-
catenina y transducen las sefiales de Wnt por medio de numerosas vias de sefalizacion
como las cinasas amino terminales de unién a c-Jun (JNK). Se ha asociado esta via a
procesos como movimiento durante la gastrulacion, induccion del corazon, patron dorso
ventral, separacion de tejidos y migracion neuronal.

La Wnt/PCP no candnica, también conocida como via Wnt/JNK, ejemplificada en la
figura 7a, es importante en varios procesos que incluyen la cicatrizacion de heridas [46],
el correcto desarrollo del tubo neural [47], la motilidad y la modulacion de la morfologia
celular [48]. Todos estos eventos son generados por la reorganizacion del citoesqueleto
de actina. Algunas de las principales proteinas implicadas en la transduccion de la sefial
extracelular generada por Wnt / PCP son vangl2, celsr1-3(49), Dvl, JNK, PKC(50), Rac y
RhoA [51]. A diferencia de su contraparte candnicas esta via es bastante diversa pues se
ha reportado que puede activar el flujo de calcio a las proteinas G, a las GTPasas, a
Rho y a las cinasas amino terminales de union a c¢-Jun, es probable que una proteina
Wnt pueda activar mas de una respuesta en una célula si multiples tipos de receptores se
encuentran presentes.

En la via Wnt / Ca2* observada en la figura 7b, los mensajeros secundarios, como IP3y
DAG, liberan iones calcio del reticulo endoplasmico [52] y posteriormente activan CaMKI|
[53] y PKC. [54] Los procesos que se desencadenan por la activacion de esta via no
canonica incluyen los siguientes: la regulacion de los movimientos de extension
convergentes [55], la reorganizacion del citoesqueleto de actina [56], la modulacion de la

motilidad celular [57] y la contribucion a la respuesta inflamatoria [58].
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Figura 7. Vias no candnicas de Wnt. a) Via Wnt/PCP o Wnt/JNK y b) Via Wnt/ Ca2*. Tomado de Frank J.
T. Staal, Tiago C. Luis & Machteld M. Tiemessen. WNT signalling in the immune system: WNT is spreading
its wings. Nature Reviews Immunology 8, 581-593 (August 2008)

Whnt/Bcatenina y biomineralizacion

El hueso es un tejido dinamico, en donde se lleva a cabo un proceso de remodelacion con
el proposito de reparar aquel que ha sufrido dafio o que debe ser remodelado por el
desgaste fisiolégico. Este proceso es indispensable como parte del mecanismo de
continuo recambio requerido para funciones esqueletales bajo las condiciones variables
del medio ambiente al que esta expuesto. Los osteoblastos y osteoclastos son las células
principalmente involucradas en el recambio 6seo, son responsables para la formacion y
resorcion de hueso respectivamente. Particularmente, los osteoblastos formados a partir
del proceso de diferenciaciéon celular osteogénica de células troncales mesenquimales a
través de un proceso regulado en diferentes etapas como lo podemos observar en la

figura 8.
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Como se ha descrito previamente en el presente trabajo, la via de sefalizacion Wnt
consiste en toda una serie de proteinas secretadas que regulan diferentes procesos
celulares que incluyen aspectos relevantes del metabolismo Oseo. Esta familia de
proteinas forma una red de senales intracelulares que funciona en combinacién con otros
factores como son las proteinas morfogenéticas del hueso (BMP), que afectan a la
formacion o6sea. Las BMP precisan de un correcto funcionamiento del resto de
componentes de la via Wnt y viceversa, por lo que de este modo la estimulacion del
osteoblasto formador de hueso ocurre a modo de un proceso que interrelaciona ambos
componentes, proceso que se muestra en la figura 9.

Las proteinas secretadas por la via Wnt activan tres vias intracelulares: B-catenina (via
canonica), calcio (Ca2+) y la via de polaridad celular planar. La primera es la dominante
en la regulacion de la diferenciacion del osteoblasto, mediante la interaccion de p-catenina
con los factores de transcripcion del nucleo como TCF (el factor derivado de células-T)y
LEF (el factor de union al potenciador linfoide) (lymphoid enhancer-binding factor).

La via candnica es necesaria para el desarrollo del diente durante interacciones epitelio-
mesenquimales y formacién de tejido mineralizado, lo que indica que la B-catenina juega
un papel fundamental [59-61]. La evidencia acumulada ha demostrado cémo esta via de
coordina la pluripotencia y la autorrenovacion de las células madre [16-18] [62-64]. Esta
sefializacion estabiliza la B-catenina, que se une a TCF/LEF (factor de union al factor de
células T/potenciador linfoide) y factores de transcripcion, de esta manera regula la
transcripcion de genes diana de Wnt [65]. Sin embargo, Wnt/B-catenina activada no es
suficiente para inducir la diferenciacion osteogénica y es necesario que otros factores
promotores, que cumplan un rol de estimulantes de la sefalizacion, estén presentes.

Ademas, se sabe poco sobre la participacion de las secuencias peptidicas de CEMP1 en
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la via de sefalizacion candnica Wnt, como promotor en la diferenciacion celular a un
fenotipo celular "similar al mineralizante". Estudios previos han demostrado que el dominio
C-terminal de CEMP1 posee propiedades biologicas para promover la diferenciacion
celular y la mineralizacion. [20]

Finalmente el LiCl (cloruro de litio) es un activador conocido de la via canénica Wnt y es
empleado frecuentemente como promotor para activar la sefializacién de Wnt/ B-catenina
Se ha encontrado que LiCl es promotor de la proliferacion de células troncales de papila

apical y mesenquimales humanas.

Condrocito

‘-‘pemoﬁco
Condrocito /e' Osteoclasto
Osteoblasto
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Figura 8. Papel de la via candnica de sefializacion Wnt como regulador de la formacion y resorcion dsea, que
favorece la linea celular del osteoblasto mediante el control de la proliferacion, diferenciacion y maduracion
del osteocito, mientras que inhibe la diferenciacion del adipocito o del condrocito desde la célula progenitora.
Los osteocitos son capaces de producir Dkkl y SOST, que ejercen un feedback negativo sobre la
diferenciacion y funcion del osteoblasto. Tomada de Baron, Roland, and Georges Rawadi. "Targeting the
Whnt/p-catenin pathway to regulate bone formation in the adult skeleton.”" Endocrinology 148.6 (2007): 2635-
2643.
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Figura 9. Via de sefializacion Wnt en el osteoblasto. Cuando la via estd activada, Wnt forma un complejo
con el receptor frizzled (Fz) y LRP5/6; B-catenina se disocia de una serie de cofactores (APC, Axiny
GSK3p), impidiendo asi su fosforilacion. Los cofactores Axin, Fratl y Dsh provocan una inhibicion en la
enzima glucogeno-sintetasa-quinasa (GSK3f), lo que permite alcanzar un nivel estable de B-catenina en el
citosol, que es traslocada al nucleo, donde activa genes que promueven la diferenciacion del osteoblasto. En la
forma opuesta a la anterior, la proteina Fz no est4 unida al ligando Wnt y no se produce sefial de activacion.
Tomado de Baron, Roland, and Georges Rawadi. "Targeting the Wnt/f-catenin pathway to regulate bone
formation in the adult skeleton.” Endocrinology 148.6 (2007): 2635-2643.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El proceso de biomineralizacion, es considerado como un paradigma en el desarrollo de
nuevas terapias para la regeneracion de tejidos mineralizados perdidos por diversas
patologias. El estudio al interior de la célula de los mecanismos moleculares en la
regeneracion de tejidos mineralizados y su regulacién, aun no son claros, por lo que
determinar los procesos de comunicacion intracelular involucrados permitira sentar la
bases para el desarrollo y mejoramiento de las terapias de vanguardia actualmente
utilizadas, como el uso de péptidos y su relevancia por ser algunos de ellos derivados de
proteinas intrinsecamente desorganizadas, con el propdsito de favorecer el proceso de
neoformacion 6sea.

Se han reportado avances importantes respecto a la funcion del péptido de la proteina del
cemento 1 (CEMP1p) en el proceso de mineralizacion; sin embargo, se requiere conocer
a fondo los mecanismos de seinalizacion intracelular activados por estos péptidos, para
determinar de manera clara y precisa el rol que juegan, dada la trascendencia que

implicaria su uso como candidatos en la terapia de regeneracién ésea.

HIPOTESIS

El péptido 4 de la proteina del cemento 1 (CEMP1-p4), promueve la actividad
de vias de sefalizacion intracelulares asociadas a procesos de diferenciacion celular,
hacia un fenotipo mineralizante en células troncales mesenquimales humanas derivadas

de mucosa oral (HOMSCs)
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OBJETIVO GENERAL
Determinar el papel del péptido 4 de la proteina del cemento 1 (CEMP1-p4), en la via de
transduccion candnica de Wnt/B-catenina de células troncales mesenquimales humanas

derivadas de mucosa oral (HOMSCs)

OBJETIVOS PARTICULARES

- Determinar el efecto del péptido 4 de la proteina del cemento 1 (CEMP1-p4), en la
expresion génica y transduccional de -catenina, GSK3-f3 y Tcf/Lef1

- Determinar el efecto del péptido 4 de la proteina del cemento 1 (CEMP1-p4), en la
expresion génica y traduccional de Osterix (Osx) y Runx2.

- Determinar el efecto del péptido 4 de la proteina del cemento 1 (CEMP1-p4), en la
expresion a nivel transcripcional y traduccional de moléculas asociadas al proceso de

biomineralizacién (BSP y OCN)

DESARROLLO EXPERIMENTAL

Sintesis del péptido 4 de la proteina CEMP1 (CEMP1-p4)

Se sintetizo, mediante técnicas de fase soélida (Fmoc), el péptido correspondiente a los
aminoacidos 233-247 (QGQGDTEDGRMTLMG: CEMP1-p4), del dominio carboxilo
terminal de la proteina de cemento humana 1 (CEMP1; Acceso: NP_001041677.1; Gl:
115292438). El péptido obtenido fue purificado por cromatografia liquida de fase inversa
de C-18 hasta el 95% (New England Peptide, Ipswich, MA, EE. UU.) y liofilizado. El
péptido liofilizado se disolvié en agua desionizada destilada y se filtré (filtro de 0,22 mm)

antes de su uso.
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Generacion de cultivo de Células Troncales Mesenquimales Humanas de Mucosa
Oral (HOMSCs)

El uso de tejido humano de la cavidad oral para la generacion y cultivo de HOMSC fue
revisado y aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de México (UNAM). Las HOMSCs se cultivaron y se mantuvieron
hasta su confluencia en cajas de cultivo de 75 cm? (Nunc, Life Technologies, MX), en
medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) (Gibco-BRL, Rockville, MD, USA)
suplementado con Suero Fetal Bovino inactivado al 10% (SBF) (FBS; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU), 1% (v/v) Anti-anti, MEM NEAA, 100mM de Piruvato de
Sodio en un ambiente 100% de humedad a 37°C, 95% de atmdsfera de aire y 5% de CO»
. Las células entre el cuarto y quinto pasaje fueron utilizadas para los procedimientos
experimentales. De acuerdo a los descrito anteriormente el medio mineralizante (MM), fue

adicionado con B-glicerofosfato 5 mM y &cido ascérbico (50 pg / ml).

Ensayo de proliferacion y citotoxicidad celular para determinar dosis efectiva.

Las HOMSCs fueron tripsinizadas (0.05% Trypsin-EDTA 1X. Gibco™, Invitrogen, MX),
homogenizadas y contadas (The Countess® automated cell counter, Gibco™, Invitrogen
MX). La densidad celular fue ajustada y posteriormente se sembraron en cajas de cultivo
de 96 pozos (Thermo Fisher Scientific) a una densidad de 0.5 X10* células por pozo en
medio DMEM 1X (Gibco™).

Se evaluaron los efectos del CEMP1-p4 y del Cloruro de Litio (LiCl) en la proliferacion
celular asi como la dosis efectiva de tratamiento, mediante el ensayo colorimétrico con 3-
(4,5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) (Boehringer Mannheim,

Indianapolis, IN, USA) en PBS pH 7.2 filtrado a 0.2 um.
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Las células fueron tratadas experimentalmente por 0, 24, 48 y 72 horas con diversas
concentraciones de CEMP1-p4 ( 2, 4, 6, 8 y 10ug/ml ) y de cloruro de litio LiCl (5mM,
10mM y 20mM) en DMEM al 0.2% de SBF. El medio fue remplazado cada tercer dia. Las
células control en ausencia de CEMP1-p4 y de LiCl fueron mantenidas en DMEM al 10%
de SBF (control positivo) y 0.2% de SBF (control negativo) respectivamente. Finalizado
los intervalos de tratamiento de las células se adicionaron 10ul de solucion de MTT (3-
(4,5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) 5mg/ml y se incubaron durante
4 horas a 37°C. Al final del periodo de incubacion se removié el medio y se solubilizo el
colorante convertido en formazan con 100ul de Dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma, Saint
Louis, MO, USA) por pozo de cultivo y se incubé durante 1 hora a 37°C, posteriormente se
midi6 la absorbancia a 570nm en un lector de placas FilterMax™ Multi-Mode Microplate

Reader (Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA).

Extraccion de proteinas y ensayos de Western Blot

Las células troncales mesenquimales humanas (HOMSCs) se cultivaron en cajas de 6
pozos por triplicado a una densidad de 5X10*, para la extraccion de proteinas con base en
las condiciones descritas a continuacion. Para los ensayos de sefializaciéon fueron: 1)
DMEM; 2) DMEM adicionado con 4.0 ug/ml de CEMP1-p4; 3) DMEM adicionado con
5mM de LiCl; 4) DMEM adicionado con 4.0 ug/ml de CEMP1 y 5mM de LiCl. Para los
ensayos de biomineralizacion fueron: 1) MM (medio mineralizante ) B-glicerofosfato 5 mM,
acido ascorbico (50 ug / ml); 2) MM (medio mineralizante ) B-glicerofosfato 5 mM, acido
ascorbico (50 pyg / ml) adicionado con 0.4 ug/ml de CEMP1-p4.

La dosis seleccionada fue elegida con base al ensayo dosis- respuesta de proliferacion y
citotoxicidad celular. Los tiempos para caracterizar la expresion proteica de las moléculas

participantes en la via Wnt-p catenina fueron 15, 30, 60 y 120 minutos . Los tiempos para
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caracterizar moléculas involucradas en procesos de biomineralizacion fueron 3, 7 y 14
dias. Después del tiempo indicado, se retird el medio de cultivo y se lavaron las células
con PBS y Ortovanadato de sodio (NasVOs) 1mM, se rasparon las células, se
resuspendieron en amortiguador para extraccion de proteinas que contenia PBS 10mM y
Ortovanadato de Sodio 1mM (NasVOs), con el objetivo de conservar las proteinas
fosforiladas, en un ambiente frio. Se centrifugaron 10 minutos a 5,000 rpm, el botén
obtenido fue resuspendido con buffer de lisis (50mM de Tris-HCI pH7.4; 150 mM NaCl,
1mM PMSF, 10mM NaF, 1% Triton-X100, 1mM NaszVO4 10mM de Pirofosfato de Sodio y
1 tableta de inhibidores de proteasas (Complete; Roche Diagnostics)).

El producto del lisado fue sonicado por 4 pulsos durante 15 segundos a 20% de amplitud
y posteriormente centrifugado (14,000 rpm a 4°C). Se recuperd el sobrenadante para
realizar la cuantificacion de proteinas.

Se determind la concentracion de proteinas de acuerdo al método de Bradford utilizando
BSA como proteina estandar.

Se valido la expresion de las siguientes proteinas en la fase de diferenciacion por ensayos
de Western Blot mediante el uso de anticuerpos primarios monoclonales anti-pB-catenina,
anti-GSK3p, anti-Lef1 y anti- Tcf1 (Jackson Immuno Research Lab, Inc. West Grove,
Pensilvania, Estados Unidos), utilizando como proteina control anti-GAPDH (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU.)

Se validd la expresion de las siguientes proteinas en la fase de biomineralizacion por
ensayos de Western Blot, utilizando los anticuerpos primarios policlonales de conejo anti-
Osx, anti-Runx2, anti-IBSP, y anti-OCN; utilizando como proteina control anti-GAPDH

(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EE. UU.)
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Las proteinas de los grupos experimental y control (20 mg / carril) se separaron por SDS-
PAGE al 12% vy electrotransferencia en una membrana de PVDF. (Immobilon-P; Millipore
Sigma). Las membranas se bloquearon con leche descremada al 5% durante 1 hora y
luego se incubaron con los anticuerpos primarios diluidos 1: 1000 durante 1 hora,
posteriormente se lavaron con PBS tres veces. Después de lavarlas, las membranas se
incubaron con anticuerpos secundarios anti-conejo de cabra o IgG de cabra anti-raton
diluidos 1: 1000 conjugado con peroxidasa durante 1 h. Las membranas se lavaron con
PBS y se desarrollaron con 3,3' diaminobenzidina (DAB)

Todas las membranas fueron digitalizadas con escaner Epson V550 y procesadas y
analizadas con el software de ImagedJ (National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD,
USA). Los niveles de expresion relativa de cada proteina fue evaluada y medida de
acuerdo a la integridad e intesidad de cada pixel de cada banda, excluyendo el ruido de

fondo. Los resultados fueron expresados en porcentajes de expresion relativa.

Extraccion de RNA y ensayos de RT-PCR

Las células troncales mesenquimales humanas (HOMSCs) se cultivaron en cajas de 24
pozos por triplicado a una densidad de 1X10%, para la extraccién de RNA con base en las
siguientes condiciones. Para los ensayos de sefalizacion fueron: 1) DMEM; 2) DMEM
adicionado con 4.0 ug/ml de CEMP1-p4; 3) DMEM adicionado con 5mM de LiCl; 4)
DMEM adicionado con 4.0 ug/ml de CEMP1-p4 y 5mM de LiCl. Para los ensayos de
biomineralizacion fueron: 1) MM (medio mineralizante) B-glicerofosfato 5 mM, acido
ascorbico (50 pyg / ml); 2) MM (medio mineralizante) B-glicerofosfato 5 mM, acido

ascorbico (50 pg / ml) adicionado con 0.4 ug/ml de CEMP1-p4.
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Los tiempos para caracterizar la expresion génica de las moléculas participantes en la via
Whnt-p catenina fueron 15, 30, 60 y 120 minutos. Los tiempos para caracterizar moléculas
involucradas en procesos de biomineralizacion fueron 3, 7 y 14 dias. Se realiz6 la
extraccion de RNA mediante el método de TRIzol® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante y se cuantifico el RNA (ng/ml),
después de ello se realizaron los ensayos de RT-PCR utilizando 10ng de RNA por
reaccion, utilizando el método Super-Scrip 1ll Platinum Sybr Green One- Step qPCR kit
(Thermo Fisher Scientific). Las condiciones para una reaccién de 25 ul fueron las
siguientes sintesis de cDNA a 50°C durante 3 min, la desnaturalizaciéon a 95°C durante 5
min; a partir de entonces 40 ciclos de 95°C durante 15s, 60°C durante 30s y un ciclo de
mantenimiento a 40°C durante 1 min. Las reacciones se realizaron en un Corbett

Rotor-Gene 6000 (Qiagen, Germantown, MD, USA). Las secuencias de los primers

utilizados se muestran en la tabla 4.

Gene Primer sequence, 5- 3’

Forward Reverse
f-catenin GGTGCTGACTATCCAGTTG GGCAGAGTAAAGTATTCACCC
GSK3p, GACTTTGGAAGTGCAAAGC AGGAAATATTGGTTGTCCTAGC
Lef1 GAAGAGGAGGGCGACTTAG CTTTCCTTCATCAGGGTGTTC
Tcf1 CCAACATTCTCAGGTCGC GAGCAAGCCAGGTGTTC
Bsp AACGAAGAAAGCGAAGCAGAA TCTGCCTCTGTGCTGTTGGT
Ocn GTTGCAGGCTCAATCCATTT CCATCCTCATACCTGCACCT
Osx GCCAGAAGCTGTGAAACCTC GCTGCAAGCTCTCCATAACC
Runx2 ACCCAGAAGGCACAGACAGAAG AGGAATCGCCCCTAAATCACT
Gapdh CAACGGATTTGGTCGTATTGG GCAACAATATCCACTTTACCAGAGTTAA

Tabla 4. Secuencia de los oligonucledtidos utilizados para ensayos RT-PCR

32




g
!
E

3"}': bt
2 b
&E U

e,

U]yww FACULTAD mﬁ

W ovontliooin W}W

UNAM
1904

Ensayo de formacién de nédulos de calcio con Alizarina Roja

Para estudiar el efecto del péptido de CEMP1-p4 sobre las células troncales
mesenquimales humanas (HOMSCs). en la induccion para la formacién de nédulos de
calcio, se sembraron 5x10* células en placas de 24 pozos Nunc® y se mantuvieron para
su adherencia durante toda la noche. Las células fueron tratadas durante 3, 7 y 14 dias
bajo las siguientes condiciones 1) MM (medio mineralizante) 3-glicerofosfato 5 mM, acido
ascorbico (50 pg / ml)DMEM; 2) MM adicionado con 4.0 ug/ml de CEMP1-p4; el medio
fue remplazado cada dos dias.

Al cumplirse cada tiempo se retird el medio y se fijaron las células con paraformaldehido
al 4% vy lavados con PBS. Los nédulos de calcio fueron tefiidos usando solucion saturada
de alizarina roja S pH 4.2 (ARS; Millipore Sigma, Burlington, MA, USA) por 10 minutos.
La tincién residual se removié mediante 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS y la
presencia de nddulos fue observada por microscopia de luz y analizada con ImageJ
software (National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, USA). La mineralizacion fue
cuantificada con el método de cloruro de cetilpirimidina (CPC). La alizarina roja fue
diluida en 2ml/ pozo con CPC al 10%, y la absorbancia fue leida a 570 nm ( Filter Max F5;

Molecular Devices) Los ensayos se realizaron por triplicado.

Ensayo de actividad de Fosfatasa Alcalina (ALP)

Para estudiar el efecto del péptido de CEMP1-p4 sobre las células troncales
mesénquimales humanas HOMSCs en la actividad especifica de la enzima Fosfatasa
Alcalina (ALP), las células fueron cultivadas 5X10*en cajas de 6 pozos por 4, 7 y 14 dias
bajo las siguientes condiciones descritas 1) MM (medio mineralizante) B-glicerofosfato 5

mM, acido ascorbico (50 ug / ml)DMEM; 2) MM adicionado con 4.0 ug/ml de CEMP1-p4.
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Transcurrido el tiempo, las células fueron desprendidas de las cajas de cultivo y se
lisaron en 50ul de buffer de lisis (0.05mM Tris-HCI, pH7.8, 0.15 M NaCl; 1% Tritén X100,
0.5M PMSD y Complete EDTA-free; inhibidores de proteasas) y en 150ul de buffer de
lavado de ALP (0.1M Tris-HCI, 0.1M NaCl 0.1% Tween 20 pH 7.5), se sonicaron por 20 s.
Se incubaron 5ul de muestra de proteina adicionada con 95ul de buffer de reaccién ALP
(0.1M Tris-HCI, 0.1M NaCl, 1M dietanolamina, 0.25mM MgCI2, 10mM pNPP, pH 9.8) a
37°C por 30 minutos con p-nitrofenilfosfato (pNPP; sustrato de la fosfatasa alcalina).

La actividad enzimatica de fosfatasa alcalina fue expresada en nanomoles de p-nitrofenol
por minuto por miligramos de proteina y la absorbancia fue leida a 570 nm ( Filter Max F5;

Molecular Devices) Los ensayos se realizaron por triplicado.

Microscopia confocal para localizaciéon celular de CEMP1-p4

Para determinar la internalizacién y la ubicacion de CEMP1-p4, se sembraron HOMSC en
placas a 0.5x10° en portaobjetos de camara Lab-Tek. Las células se cultivaron durante la
noche y se incubaron durante 1, 15, 30, 60 y 120 min con CEMP1-p4 marcado con Alexa

Fluor 546 (24) Las imagenes de fluorescencia fueron obtenidas utilizando un microscopio
de barrido laser confocal Olympus FV1000 (Olympus America, CDMX, México) equipado

con un objetivo X20. Las células de control se incubaron unicamente con Alexa 546. Las

imagenes fueron analizados usando plot profile del software ImageJ.

Microscopia confocal para inmuno-colocalizacion celular de B-catenina
Las células fueron tratadas con CEMP1-p4 con 4ug/ml, fueron incubadas por 15, 60 y 120
minutos, después fueron fijadas en paraformaldehido al 4% por 10 minutos e incubados

por toda la noche a 4°C con un anticuerpo primario monoclonal anti-B-catenina (BD
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Biosciences, San Jose, CA, USA). Para el analisis de localizacion nuclear, las muestras
fijadas se sometieron a analisis de imagenes confocales digitales fluorescentes utilizando
un microscopio confocal Zeiss LSM 510 ((Carl Zeiss, Germany, México).

Analisis Estadistico

Los ensayos se realizaron por triplicado, se aplico ANOVA a dos colas con correccion de
Bonferroni, como prueba estadistica para el analisis de determinacion en el porcentaje y
valor de significancia del ensayo de proliferacion celular, para la expresion diferencial en
los ensayos de RT-PCR, los Western Blot, la actividad enzimatica de ALP y de la
formacion de nédulos mineralizados. Se establecié que el valor de p como significativo

fuera <0.05. Los analisis se realizaron en el sottware GraphPad (GradhPad Software Inc.,

USA)
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RESULTADOS

Caracteristicas fisico-quimicas de CEMP1-p4

CEMP1-p4 tiene un peso molecular de 1595.72 Da con un punto isoeléctrico tedrico de
4.03. La hidrofobicidad relativa tedrica es de 20,15 y GRAVY es de -1,160. Estas
caracteristicas hacen de CEMP1-p4 una secuencia hidrofilica. El dicroismo circular de
CEMP1-p4 mostré un espectro con valores de una sefal débil negativa cercanos a 197
nm. El espectro refleja una estructura aleatoria de CEMP1-p4 (Figura 10A). El analisis de
dispersion de luz dinamica mostré6 que CEMP1-p4 forma especies monoméricas de

~10nm y agregados poliméricos de ~ 120 y ~ 5000 nm (Figura 10B).
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Figura 10. A) Espectro de dicroismo circular de CEMP-p4. La falta de sefiales en la region UV lejana indica
que la estructura secundaria del péptido es principalmente aleatoria B) Las mediciones de dispersion de luz
dindmica revelan que CEMP1-p4 adopta tres estados de oligomerizacién a 32 ° C
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CEMP1-p4 induce la mineralizacion en un sistema in vitro libre de células

Andlisis de microscopia electronica de barrido (SEM) del mineral formado en un gel
semisolido in vitro por CEMP1-p4, reveld la formacion de estructuras en forma de esfera
con un tamafo de ~ 225 uym (Figura 11A). Estas esferas contenian un nucleo de
pequefios cristales desorganizados. Este nucleo parecia dar origen a cristales en forma
de aguja, que mostraban una disposicion radialmente espacial (Figura 11B) y se
convertian en estructuras densamente empaquetadas y cambiando a una caracteristica
cuadrangular, terminando angularmente en el frente de crecimiento (Figura 11C). La
relacion Ca / P de los cristales analizados por espectroscopia de rayos X de dispersion de
energia (EDS) fue de 1,52 £ 0,03 (espectro insertado en 11A), como el valor de la relacién
Ca / P de la hidroxiapatita en hueso. La albumina de suero bovino (BSA) se utiliz6 como
proteina control (Figura11D), lo que reveld que se formaron cristales planos y los cristales
depositados se asemejaban a caracteristicas de laminillas. Los cristales inducidos por

BSA mostraron relacion Ca /P de 1.

IFUNAM

Figura 11. Iméagenes de microscopio electronico de barrido (SEM) de estructuras esféricas formadas in vitro
por CEMP1-p4 (el recuadro indica una relacion Ca / P de 1,52) (A). (B) Un aumento mayor muestra un
nucleo amorfo con cristales nacientes en forma de aguja. (C) Los cristales de hidroxiapatita muestran un
frente de crecimiento de forma angular. (D) Control utilizando BSA muestra cristales en forma de placa,
planos 'y depositados parecidos a laminillas
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Proliferacion celular

El ensayo de proliferacion celular demostrd, como se puede observar en la figura 12 y 14
que, CEMP1-p4 a 4ug/mL era la concentracion o6ptimo ya que los HOMSC proliferaron
en un 83%, 92% y 113% a las 24, 48 y 72 hrs respectivamente en comparacion con los
controles positivos. Asimismo la concentracién no citotoxica del cloruro de litio para las
HOMSCs fue de 5mM respecto a los controles negativos como se observa en la figura 13
y 14. El analisis para evaluar la diferencias entre los diferentes tiempos y condiciones del
ensayo se determiné mediante la prueba estadistica ANOVA.

Falta la descripcidn del analisis estadistico.

~=Control 10% S8F
—Control 0.2% SBF
—CEMPLp2ug
~-CEMP1piug
~CEMP1p 6ug

~CEMP1p Sug

ABS 570

==CEMP1p 10ug

p<0.05

Figura 12. Diferentes concentraciones de CEMP1-p4 desde 2 pg/ml; 4ug/ml; 6pg/ml, 8ug/ml y 10pg/ml
fueron evaluadas en ensayos de proliferacion en células HOMSCs desde las 24, 48 y 72 horas de tiempo,
resultando la dosis de 4ug/ml ser inductora de proliferacion de forma significativa respecto al control
negativo (0.2% SBF). Por lo que fue la dosis empleada para los posteriores ensayos experimentales. Control
positivo para este ensayo (10% SBF). ANOVA *p<0-05
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~Control 10% SaF

==Control 0.2% SBF

—~LCISmM

==LiCI10mM

ABS 570

==LiCI20mM

0 24 48 72
p<0.05

Figura 13. La dosis de cloruro de litio (LiCl) desde 5mM, 10mM y 20mM no es citotoxica para las células
HOMSCs desde una periodo de tiempo de 24, 48 a 72 horas y es significativamente menos inductora de
proliferacion respecto al control positivo (10%SBF), por lo que la dosis utilizada para los posteriores ensayos
experimentales fue SmM. Control negativo para este ensayo (0.2% SBF). ANOVA *p<0-05

0.8 q

—Contrel 10% S8F
—=Control 0.2% SBF
~CEMP1pdug

~~LiCISmM

ABS 570

0 24 48 72
p<0.05

Figura 14. Representacion grafica de la dosis de CEMP1-p4 4pug/ml y de cloruro de litio (LiCl) 5SmM en
cé¢lulas HOMSCs; donde se observa la actividad como inductor de proliferacion del péptido y la ausencia de
citotoxicidad celular del LiCl. Control positivo para este ensayo (10% SBF) y control negativo (0.2% SBF)
ANOVA *p<0-05
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CEMP1-p4 induce la expresion transcripcional del RNAm de las proteinas de la via
de sefnalizacion Wnt/B-catenina.

Se ha descrito la activacion de la via canénica Wnt como promotora para inducir proliferacion y
diferenciacion celular. A nivel de RNAm, CEMP1-p4 induce la expresion relativa de B-catenina en
las HOMSC de manera curso temporal desde los 15 minutos después de la adicion de CEMP1-p4
en 6.6 veces, disminuye a los 30 y 60 minutos y aumenta en 2.1 veces a las 2 h en comparacién
con los controles. Lef1 aumenta su expresion 2 veces a los 30 min y Tcf1 aumenta 18 veces a los
30 min en comparacion con los controles. GSK3 B alcanza su maxima expresion a los 60 min en
1.2 veces en comparacion con los controles (Figura 15) El andlisis para evaluar la diferencias
entre los diferentes tiempos y condiciones del ensayo se determind mediante la prueba

estadistica ANOVA.

B-catenina

Expresion Relativa AACt

15 minutos 30 minutas 60 minutos 120 minutos

B Control MCEMPl-p4 mCILi ®WCEMPL-pa+CILi

*p=0.05 ANOVA

gsk36

Expresién Relativa AACt
[
in

15 minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos

mControl W CEMP1-p4 CiLi W CEMP1-pa+CILi

*p=0.05 ANOVA
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**p=0.01 ANOVA

lef1

18 4
16 4
14 4
1.2 4

08
06 -
0.4
0.2 -

Expresion Relativa AACt
(=
1

15 minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos

mControl WCEMP1-p4 mCILi  ®WCEMP1-pa+CILi

Figura 15. Andlisis por RT-PCR de la expresion de [B-catenina, gsk3fB, tcfl/7 y lefl. Resultado del
tratamiento en células HOMSCs en presencia y ausencia de CEMP1p4 (4ug/ml) y de LiCl (5mM) a diferentes
tiempos (15, 30, 60 y 120 minutos respectivamente) donde se puede observar la sobrexpresion de 3-catenina
inducida por el péptido desde 15 minutos de tratamiento; a los 60 y 120 minutos donde la expresion génica
aunque se ve reducida con respecto al tiempo inicial, se mantiene durante el tiempo de manera significativa.
Para GSK3p la expresion es reducida desde tiempos iniciales (15 y 30 minutos) a los 120 minutos hay un
incremento en la expresion con tratamietno de LiCl. CEMPI1p4 induce la sobrexpresion de TCF a los 30
minutos de tratamiento, se reduce de forma significativa a los 60 y 120 minutos. Lefl incrementa su
expresion a través del tiempo a los 15 y 60 minutos de tratamiento por LiCl, asi como la sinergia con el
péptido a los 30 y 120 minutos. El péptido indujo la expresion de lefl a los 120 minutos. La determinacion de
la expresion en el analisis se realizd por el software Rotor Gene 6000 (Qiagen, USA) mediante AAct y
posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA. *p<0-05
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CEMP1-p4 induce la expresion de proteinas de la via de senalizaciéon celular Wnt/j-

catenina en HOMSCs

A nivel de proteinas, la expresion de B-catenina aumentd en 2, 0,7 y 0,7 veces a los 15,

30 y 120 min respectivamente, después de la adicion de CEMP1-p4. No hubo diferencias

de expresion de GSK3 entre cultivos experimentales y de control. Tcf1 / 7 mostré su

maxima expresion a los 15 y 120 min por 1- y 1,2 veces en comparacion con los

controles. Lef1 mantuvo una expresion constante en todo momento probado y aumentado

en 1 vez en comparacion con los controles (Figura 16). Estos datos tomados en conjunto

indican que CEMP1-p4 induce la via de sefalizacion de Wnt / B-catenina. El analisis para

evaluar la diferencias entre los diferentes tiempos y condiciones del ensayo se determiné

mediante la prueba estadistica ANOVA.

CEMP1-p4 [4pug/mL] + + - + - - + -
Lcl [SmM] - - - + - - + - - + + R R + M,
B-cateninal — S | T ——] L —— e e e (92,000
Gsk3-p — — s a7,000
rer/2 ] O | | o0
] el | Rl | el Bl X
GAPDH | e e s [ s s s | [ e e e || e e e | 37,000
15 min 30 min 60 min 120 min
B-catenina
kK ok *ok ok ok ok
100, ———— —— Y —

% Expresion Relativa

80 -

60

40 -

20 4

15 minutos

30 minutos
1 CEMP1-p4 (dug/ml)

60 minutos
L LiCI (5mM)

*p=0.05; **p=0.01; ***

120 minutos
14 CEMP1-p4 (4ug/mi)+LiCI (5mM)

p=0.001. ANOVA
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Figura 16. Western Blot del tratamiento en células HOMSCs en presencia y ausencia de CEMP1p4 (4ug/ml)
y de LiCl (5mM), donde se puede observar la sobrexpresion de B-catenina inducida por el péptido desde
tiempos cortos de tratamiento manteniéndose hasta las 120 minutos del mismo. Para GSK3p la expresion se
ve reducida en 15, 60 y 120 minutos de tratamiento y se sobreexpresa a los 30 minutos. CEMP1p4 induce la
sobrexpresion de TCF desde los 15 minutos de tratamiento y se mantiene durante el tiempo hasta los 120
minutos. La expresion de Lefl , se incremeta y se mantiene desde los 15 minutos inducido por el péptido y de
forma sinérgica con el LiCl. La determinacion de la expresion en el analisis de proteinas se realizé por la
medicion de la densidad de la banda de proteinas utilizando el software ImageJ y posteriormente mediante la
prueba estadistica ANOVA. *p<0-05
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RNAmMm de marcadores relacionados con

biomineralizacion en HOMSCs

Las expresion de marcadores relacionados con la mineralizacion a nivel de RNAm por
HOMSC a los 3, 7 y 14 dias reveld que en las etapas iniciales de mineralizacion, RUNX2
y OSX aumentaron en 2.1 y 3.7 veces y que IBSP se expres6 apenas 0.2 veces en
comparacion con los controles. En las etapas intermedias de la mineralizacion, OSX y
IBSP aumentaron su expresion en 3.7 y 4.2 veces, respectivamente, en comparacion con
los controles. OCN alcanz6 su maxima expresion en las ultimas etapas de mineralizacion
en 1.7 veces en comparacion con el control. Los resultados muestran que CEMP1-p4
promueve la diferenciacion de HOMSC a un fenotipo celular parecido al "tipo
mineralizante". El anadlisis para evaluar la diferencias entre los diferentes tiempos y

condiciones del ensayo se determiné mediante la prueba estadistica ANOVA.Figura 17.

runx2 osx
3
2 - y "
733 g 25 - *
2 2 5]
5 * 2
- U
u -4
: 14 S 1.5 4
5 0
3 7 1
8 05 4 .g
o 0.5 -
0 - o 4
3D 70 14D aD 70 14D
m Control m CEMP1-p4 m Control mCEMP1-p4
*p=0.05 ANOVA *p=0.05 ANOVA
bsp ocn
4 5 . 60
5 4
« s t 50
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m o .
> 40 41
-% 25 4 3_'7‘;
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U Y
5 11 &
d 55 & 10
0 - 0 —
30 70 14D 3D 70 14D
m Control mCEMP1-p4 m Control m CEMP1-p4 +p=0.05 ANOVA

Figura 17. Analisis por RT-PCR de la expresion de runx2, osx, bsp y ocn. Resultado del tratamiento de las
células HOMSCs en presencia y ausencia de CEMP1-p4 (4ug/ml) con medio osteoinductor o mineralizante
(MM) a diferentes tiempos (3, 7 y 14 dias respectivamente), donde se puede observar la sobreexpresion de
osx, runx2 'y bsp, inducida por el péptido desde los 3 dias de tratamiento manteniéndose hasta los 7 dias y
disminuyendo a los 14 dias. Para OCN la expresion se ve inducida a los 14 dias. La determinacion de la
expresion en el analisis se realizd por el software Rotor Gene 6000 (Qiagen, USA) mediante AAct y
posteriormente mediante la prueba estadistica ANOVA. *p<0-05
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CEMP1-p4 induce la expresion proteica de marcadores relacionados con

biomineralizacion en HOMSCs

El proceso de diferenciacion de HOMSC tratados con CEMP1-p4 a un fenotipo
mineralizante fue evaluado por Western blot. La expresion de IBSP aumenté en 0.4, 1.6 y
5.0 veces a los 3, 7 y 14 dias, respectivamente, en comparacion con los controles. Los
cultivos experimentales mostraron el aumento de OCN en 2.4, 2.2 y 3.3 veces, en
comparacion con los controles en todos los cursos temporales probados. RUNX2 fue
expresado por 2.2, 1.9y 3.2 veces a los 3, 7 y 14 dias, respectivamente, en comparacién
con los controles. La expresion de OSX revelada un efecto positivo de CEMP1-p4 en
HOMSC, ya que los valores de expresion a los 3, 7 y 14 dias de cultivo fueron 2.2, 0.7 y
1.6, respectivamente, en comparaciéon con los controles (Figura 18) .En conjunto, estos
datos muestran que los HOMSC tratados con CEMP1-p4 expresan marcadores
osteoprogenitores y se diferencian hacia un fenotipo celular similar al mineralizante. El
analisis para evaluar la diferencias entre los diferentes tiempos y condiciones del ensayo

se determind mediante la prueba estadistica ANOVA.
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Figura 18 Western Blot del tratamiento en células HOMSCs en presencia y ausencia de CEMP1p4 (4ug/ml)
con medio osteoinductor o mineralizante (MM) a diferentes tiempos (3, 7 y 14 dias respectivamente) donde
se puede observar una mayor expresion desde 3 dias de tratamiento y manteniendose hasta el final del tiemo
(14 dias) para el caso de OCN y RUNX2; OSX tiene un incremento desde dia 3 despues desciende y
nuevamente incrementa a los 14 dias de tratameinto. BSP incrementa su expresion en las dos tiempos finales
de tratamiento. La determinacion de la expresion en el analisis de proteinas se realizé por la medicion de la

densidad de la banda de proteinas utilizando el software Image] y posteriormente mediante la prueba
estadistica ANOVA. *p<0-05
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Las HOMSC tratados durante 3, 7 y 14 dias con CEMP1-p4 (4ug/mL) mostraron que
CEMP1-p4 indujo que HOMSC formaran nédulos de calcio mineralizado. Las células
control tratadas con SBF al 10% suplementado con 5 mM de B-glicerofosfato y 50 g/mL
de acido ascorbico también formaron ndédulos de calcio. La cuantificacion de minerales
demostré diferencias significativas, ya que los cultivos experimentales mostraron 58% e
incrementaron 107% en los depodsitos minerales a los 7 y 14 dias de cultivo en
comparacion con los controles. (Figura 19). El analisis para evaluar la diferencias entre los
diferentes tiempos y condiciones del ensayo se determiné mediante la prueba estadistica

ANOVA.

100

@ Control *
» CEMP1p4-4pg/ml

20 A

Figura 19. Tinciéon de nodulos de calcio con Alizarina Roja S después del tratamiento en células HOMSCs
en presencia y ausencia de CEMP1p4 (4ug/ml) y de medio osteoinductor o mineralizante (MM) a diferentes
tiempos (3, 7 y 14 dias respectivamente) donde se puede observar una mayor tinciéon de precipitados de
calcio o nodulos en presencia del péptido con respecto al tratamiento con medio mineralizante (MM). La
formacion de minerales se cuantific6 mediante cetilpiridinio cloruro (CPC), lo que demuestra que CEMP1-p4
es un potente inductor de sales de calcio. La determinacion de la expresion diferencial se determind mediante
la prueba estadistica ANOVA.* p <0.05.
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CEMP1-p4 induce la actividad especifica de Fosfatasa Alcalina (ALP) en HOMSCs

Las HOMSC tratados con CEMP1-p4 a 4ug/ml aumentaron la actividad especifica de la
enzima fosfatasa alcalina a 7 y 14 dias en 1.5 y 1.1 veces mayor respectivamente, en
comparacion con los controles. Figura 20. El analisis para evaluar la diferencias entre los
diferentes tiempos y condiciones del ensayo se determiné mediante la prueba estadistica

ANOVA.
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Figura 20. Efecto sobre la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) después del tratamiento en células
HOMSCs en presencia y ausencia de CEMP1p4 (4ug/ml) y de medio osteoinductor o mineralizante (MM)
con dexametasona y sin dexametasona a diferentes tiempos (3, 7 y 14 dias respectivamente), donde se puede
observar que a los 7 y 14 dias de forma significativo existe una mayor actividad de ALP inducida por el
péptido. La determinacion de la expresion diferencial se determind mediante la prueba estadistica ANOVA.
*p <0.05.
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Internalizacion de CEMP1-p4 en HOMSCs

Las HOMSC tratadas con CEMP1-p4 marcado con Alexa Fluor 546 mostraron después de
1 minuto la internalizacién del péptido con una localizacion nuclear y mayoritariamente
perinuclear, con una distribucion compacta y homogénea.

Después de 1 y 15 minutos de incubacién, CEMP1-p4 se agrega en el citoplasma y se
mantiene en ubicacion nuclear y rodeando la membrana nuclear. A los 30 min, la mayor
parte del péptido se aglomera de forma paranuclear, con algunos agregados aislados en
el nucleo. A los 60 y 120 min, el péptido parecio dispersarse y la mayor parte del material
fluorescente tenia una localizacion difusa alrededor del area nuclear. Estos resultados
revelaron que CEMP1-p4 posee varias de las propiedades deseadas, como solubilidad,
rapida penetracion celular y retencion intracelular ademas de mostrar una localizacién

perinuclear y nuclear especifica. (Figura 21)
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Figura 21. Ubicacion por microscopia confocal de CEMP1-p4. CEMP1-p4 marcado con Alexa Fluor 546 se
localizé principalmente alrededor del niicleo desde el primer minuto y el patron se mantuvo a través del
tiempo, siendo éste difuso y organizado en granulos y dispersado a los 120 minutos. Aumento original, 3400.

Barra de escala = 10 um.
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Traslocacién nuclear de B-catenina inducida por CEMP1-p4 en HOMSCs

w‘,

Nuestros resultados mostraron que después de 15 minutos de tratamiento con CEMP1-p4
en las HOMSC, la expresion de B-catenina estaba ubicada alrededor de la membrana
nuclear, en el nucleo y en la membrana celular de forma punteante.

Transcurrido 1 hora de tratamiento, la expresion puntuada de B-catenina fue mas intensa
en el nucleo. Sin embargo, 2 horas después del tratamiento, la B-catenina casi

desaparecio del nucleo y se visualiza débilmente ubicada a nivel del citoplasma celular.

(Figura 22)
CONTROL CEMP1-p4 MERGE

DAPI
20----

Figura 22. La translocacion de B-catenina después de la estimulacion de las HOMSC con CEMP1-p4 (4ug
/mIL) fue determinado usando anticuerpo policlonal de conejo anti-B-catenina humana. La B-catenina se
localiz6 durante 15 a 60 minutos alrededor de la membrana nuclear y en el micleo asi como de a nivel de
membrana celular. A los 120 min del tratamiento con CEMP1-p4, B-catenina se visualiza débilmente a nivel
citoplasmatico. La imagen es representativa de datos de tres experimentos. Las flechas indican la expresion
puntuada de B-catenina en el nucleo celular. Aumento original, 3400. Barra de escala = 10 pm.
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DISCUSION

Los hallazgos de este estudio muestran que un péptido sintético de 15 aminoacidos de
longitud (CEMP1-p4), correspondiente a la region C-terminal de CEMP1, activa la
sefializacion de p-catenina en las HOMSC, induciendo su diferenciacion a un fenotipo
parecido al mineralizante. La secuencia de CEMP1-p4 muestra el 80% de los
aminoacidos promotores del desorden intrinseco en su composicion, por tanto, pertenece
a la regién mas desordenada de CEMP1. La plasticidad de! las regiones N y C terminales
de la proteina muestran propiedades asociadas con la nucleacion, crecimiento y union de
cristales de hidroxiapatita durante el proceso de biomineralizacion [66, 67]. Nuestros datos
experimentales soportan esta afirmacion, ya que las caracteristicas fisicoquimicas de
CEMP1-p4 reveladas por dicroismo circular mostraron que CEMP1-p4 tiene una
estructura enrollada al azar. Los datos experimentales de DLS mostraron que CEMP1-p4
forma tres estados diferentes de oligomerizacion, el estado de mondmero con una
relacion hidrodinamica de 0,5 nm, y dos oligémeros de 125 nm y 5.0 um. El analisis por
DLS detectd la formacion del complejo péptido-péptido en solucion amortiguadora,
demostrando por primera vez una posible capacidad de autoensamblaje.

CEMP1-p4 induce la formacién de esferas con un centro de fosfato calcico amorfo (ACP)
y tiene un efecto significativo sobre el modo de formacion de hidroxiapatita. Las particulas
presentes en el centro de las esferas eventualmente se transformaron en cristales en
forma de placa, y debido a sus propiedades fisicoquimicas, CEMP1-p4 induce la
nucleacion de cristales de hidroxiapatita confirmada por analisis de EDS que revelaron
una relacién Ca/P de 1,52. Las secuencias acidas y desordenadas cumplen varios roles
en la formacion de cristales y controlar el crecimiento de cristales de hidroxiapatita. Los

péptidos involucrados en la biomineralizacién, como CEMP1-p4, tienen una estructura
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secundaria de espiral aleatoria que permite interacciones intermoleculares en la interfaz
péptido-mineral [68, 69], probablemente por la interacciéon de CEMP1-p4 con iones fosfato
causada por cambios conformacionales en CEMP1-p4 que promueven la transformacion
de la fase amorfa a la fase cristalina [19].

Recientemente, células madre mesenquimales aisladas de la lamina propia de la mucosa
oral humana (HOMSCs) [70, 71], han demostrado ser multipotentes y pueden
diferenciarse en tejidos multilinaje, incluyendo hueso, cartilago, tejido adiposo, células y
neuronas similares a células de Schwann in vitro e in vivo [70, 72-74].

Este estudio mostr6 que las HOMSC tratadas con CEMP1-p4 aumentaron su proliferacion
en mayor medida en comparacion con la condicionante experimental del 10% de SBF.
Encontramos que CEMP1-p4 desencadena la expresiéon de p-catenina de forma
inmediata, desde los 15 minutos a nivel de RNAm y proteina en 6.6 y 2.0 veces en
comparacion con los controles, respectivamente. También se muestra que CEMP1-p4
inactiva GSK-38, lo que aumenté la proliferacion de las HOMSC, inidcando que CEMP1-
p4 posee una actividad similar a un factor de crecimiento, o mimetizando el rol del cloruro
de litio (LiCl), habitualmente utilizado como estimulador o inductor positivo de la via Wnt.
Se ha descrito en la literatura que la via de sefalizacion Wnt/B-catenina juega un papel
importante durante el proceso de mineralizacidon, por lo anterior, determinamos la
expresion de GSK3p, Tcf1 y Lef1, que son fundamentales para dicha via de transduccion.
Algunos autores han sugerido que los osteoblastos son dianas celulares importantes de la
via Wnt: primeramente porque la p-catenina es esencial para determinar si los
progenitores mesenquimales se convierten en osteoblastos o condrocitos, indicando que
la via de senalizacion Wnt puede afectar al papel final ejercido por el osteoblasto. Un

mecanismo adicional por el cual Wnt puede controlar la funcidon del osteoblasto es
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mediante el bloqueo de la adipogénesis, ya que puede inhibir factores de transcripcion
adipogénica como C/EBPa y PPARy. Asimismo se ha sugerido que la via de
sefalizacion Wnt puede determinar el destino celular de los precursores mesenquimales,
a la vez que la actividad formadora de hueso del osteoblasto. Por tanto, la via candnica
Wnt controla los osteoblastos a diferentes niveles: diferenciacion, proliferacion o
apoptosis, y funcién final. [118]
Estudios recientes sugieren incluso el control genético sobre aspectos cualitativos éseos,
estableciendo una firme conexion entre masa ésea y mutaciones del co-receptor de la via
de sefializacion Wnt (proteina relacionada con LDL, LRPS) o mutaciones del antagonista
de Wnt (SOST o esclerostina); a su vez, los avances en genética molecular en ratones
han permitido confirmar la importancia critica de la via de sefalizacion Wnt en el
metabolismo 6seo y en la enfermedad 6sea. [119]

Por otro lado se ha documentado que el cloruro de litio (LiCl) es un activador conocido de
la via candnica Wnt y es empleado frecuentemente como promotor para activar la
sefalizacion de Wnt/B-catenina. [120] El LiCl es frecuentemente utilizado como promotor
de la via Wnt/B-catenina por inhibicién de GSK3p, el cual impide la fosforilacién de j-
catenina en la serina 33, 37 o treonina 41 y su degradacion. [121]

Se ha reportado que el LiCl reduce los niveles de p- B-catenina, incrementa la actividad
de B-catenina total, de B-catenina nuclear y de B-catenina/TCF demostrando de esta
manera que la via de sefalizacion Wnt-catenina esta activa. [122]

El rol del LiCl en proliferacion celular es controversial. Se ha demostrado que es promotor
e inhibidor de la misma en varios tipos celulares. Estudios sugiere que el LiCl inhibe la
formacion de colonias de células troncales derivadas de la pulpa dental de dientes

deciduos exfoliados. Se ha encontrado que LiCl es promotor de la proliferaciéon de células
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troncales de papila apical y mesenquimales humanas. La inhibicién es resultado de la
reduccion de la expresion del proto-oncogene c-fos. Los tipos celulares estudiados donde
LiCl inhibe la proliferacion incluyen: células derivadas del foliculo dental, células de
glioma, células troncales adiposas, células troncales derivadas de sangre menstrual,
células musculares lisas vasculares: [123]. Algunos estudios han reportado que el LiCl
induce la detencion -el arresto- del crecimiento celular, apoptosis y la diferenciacion
terminal de varios tumores malignos humanos a través de GSK3 [124].

GSK3p es un regulador negativo de la via de sefializaciéon de Wnt el cual juega un papel
central en el desarrollo de los invertebrados y vertebrados. Es una serina-treonina cinasa
que modula muchas vias de sefalizacion y es una llave enzimatica clave en la regulacion
de diversos eventos biologicos incluyendo Ila respuesta celular a los ligandos Wnt.
GSK3p ademas esta involucrada en varios procesos celulares que van desde el
metabolismo del glucégeno hasta la regulacion del ciclo celular y proliferaciéon. El LiCl
activa componentes rio debajo de la via de senalizacion de Wnt, dirigiendo la
acumulacion de p-catenina. La activacién es consecuencia de la inhibicion de un dominio
negativo de GSK3p por litio [125].

Nuestros resultados mostraron que CEMP1-p4 mejoré la expresion de p-catenina,
mientras que la expresion de GSK3p disminuyo y los factores de transcripcion rio abajo
de la via, como Tcf1 y Lef1 que fueron activados posterior al tratamiento con CEMP1-p4
[75], revelando que CEMP1-p4 participa en la via de sefalizacion Wnt / B-catenina,
induciendo diferenciaciéon de las HOMSC a un fenotipo "parecido al mineralizante".

Mas importante aun, CEMP1-p4 parece inducir la proliferacién y diferenciacion de
osteoprogenitores en las HOMSCs. La expresion a nivel de ARNm y proteinas de

moléculas relacionadas con la mineralizacion respalda aun mas esta premisa [76]. A nivel
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de ARNm, RUNX2 se expreso en las etapas iniciales de mineralizacion. Este factor de
transcripcion es de singular importancia ya que promueve la diferenciacion de
osteoprogenitores para adoptar un fenotipo osteoblastico maduro [77], mientras que OSX
se expresd en las etapas medias de mineralizacion. Este factor de transcripcion esta
asociado con la regulacion de la formaciéon de hueso [78]. La sialoproteina de union a
integrina (IBSP) es una glicoproteina que desempefia un papel importante como
nucleador de los cristales de hidroxiapatita, la union celular y la diferenciacién celular [79-
81]. CEMP1-p4 indujo la expresion de IBSP en las HOMSC durante las etapas medias de
mineralizacion. OCN muestra afinidad por Ca?* y regula la hidroxiapatita y participa en las
Ultimas etapas de mineralizacion [68, 82, 83]. Su expresion implica el inicio de la
deposicion de matriz mineralizada. Significativamente, a nivel de proteina, CEMP1-p4
induce la fuerte expresion de RUNX2 y OCN de 3 a 14 dias en comparaciéon con los
controles. OSX fue altamente expresada en las etapas inicial y tardia de la mineralizacion,
y IBSP mostré una fuerte expresion en las etapas media y tardia de la mineralizacion.
Incrementos en la actividad de ALP por CEMP1-p4 y la formacion de nodulos de calcio
denota que las HOMSC adquirieron un fenotipo "parecido al mineralizante" [68, 82, 83].
Estos datos en conjunto indican que CEMP1-p4 conduce a las HOMSC a un fenotipo de
células osteoprogenitoras a través de la via Wnt/p-catenina.

La diferenciacion de osteoprogenitores esta regulada por varias vias de sefalizacion, asi
como por una serie de factores transcripcionales que determinan fundamentalmente el
destino de las células madre hacia un fenotipo "similar al mineralizante " [84 - 91]. Se ha
demostrado que la via de sefalizacién canodnica de Wnt es necesaria para conservar la
pluripotencia y la proliferacion de las células madre embrionarias [16, 17], asi como para

la determinacion del destino de las células madre [92, 93]. Wnt/B-catenina es una via
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principal relacionada con la diferenciacion de osteoblastos [85, 86, 88, 94-98], y se ha
demostrado que en presencia de la actividad de la via de transduccion Wnt, la B-catenina
se acumula en el citoplasma y se transloca al nucleo , donde se asocia con factores de
transcripcion Tcf / Lef para regular la expresion de genes diana [91, 99-102]. La B-
catenina juega un papel directo en la diferenciacion de los osteoblastos y algunos
aspectos de CEMP1-p4 pueden estar mediados por la sefalizacién de B-catenina [103-
105]. Sin embargo, la B-catenina sola no es suficiente para inducir la diferenciacion hacia
células de tipo osteogénico, a menos que estén presentes otras sefiales estimulantes
[106]. Creemos que un factor estimulante es CEMP1-p4, ya que promueve la regulacion
positiva de la expresién de RUNX2 [107]. Esto es apoyado por nuestro hallazgos, ya que
la expresion de p-catenina se localizé alrededor de la membrana nuclear, en el nucleo y la
membrana celular desde tiempos cortos como a los 15 minutos; y después de 1 hora, la
expresion de B-catenina fue mas intensa en el nucleo. Nuestros resultados indican que
CEMP1-p4 aumenta la expresion de p-catenina, que induce que las células
osteoprogenitoras y que sean capaces de diferenciarse en osteoblastos [84, 108]

Se ha descrito que el LiCl estimula indirectamente la osteogénesis al activar la via Wnt/p-
catenina y promover un incremento significativo en la formacion de ndédulos
mineralizados, asi como una incremento en la actividad de ALP y la expresion de
proteinas y factores de transcripcién incluidas: Runx2, Msx2, Osx, estos hallazgos
permiten inferir que es ésta, una de las via de transduccion asociada a la diferenciacion
celular y homeostasis en tejidos mineralizados [126]

Diversos estudios han utilizado el cloruro de litio para examinar el posible involucramiento
de la via de sefalizacion canonica de Wnt en la regulacion del comportamiento del

proceso de diferenciacion de células troncales de origen dental hacia un fenotipo
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mineralizante. De forma indirecta se ha reconocido el rol de la via Wnt en procesos de
mineralizacion, se ha estudiado el incremento en la expresiéon de  OCN, Runx2, y
Colagena | asi con un aumento en la actividad de ALP que sugieren que el LiCl estimula
indirectamente la diferenciacion hacia cementoblastos/osteoblastos de células troncales
mesenquimales de origen dental. Concluyendo que la via candénica Wnt esta involucrada.
[127]

La union Tcf/lLef es el blanco final en la via de transduccion Wnt/Bcatenina y algunos
estudios reportan la implicacién funcional de esta regulacion en la formacion de tejidos
mineralizados es mediada a través de Osx, sin embargo el mecanismo aun es
desconocido. Estudios in vitro e in vivo con el uso de ratones transgenicos han
demostrado que hay una interaccidén reciproca entre B-catenina y Osx durante la
cementogenesis, [B-catenina regula la expresion de Osx en la diferenciacion de
cementoblastos y en consecuencia en la formaciéon de la matriz del cemento. ¥ Osx
adicionalmente controla la la actividad de p-catenina, mediante el control de la expresion
de Tcf/Lef1. La importancia de esta interaccion radica en que el entendimiento de este
evento, como parte de los mecanismos moleculares que suceden en la formacion del
cemento durante el desarrrollo radicular. Ademas podria permitir el disefio en un futuro de
posibles estrategias para promover la regeneracién de cemento o hueso, en la
enfermedad periodontal. [128]

Los péptidos muestran una propensiéon a unirse a superficies proteicas planas, sin
embargo, la mayoria de los péptidos son incapaces de pasar a través de la membrana
celular y, por tanto, su utilidad es limitada. Los Péptidos que Penetran en las Células
(CPP), contienen principalmente aminoacidos cargados positivamente o un patrén alterno

de cadenas laterales con carga e hidréfobas.[109, 110]. La hidrofobicidad es crucial para
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la insercion y penetracion de la bicapa lipidica, y es asi como los aminoacidos
hidrofébicos interactuan con el nucleo de las membranas [111-113]. Usando microscopia
confocal, nosotros examinamos la ubicacion subcelular de CEMP1-p4 marcado con
fluorescencia. El péptido mostré una localizacion perinuclear inmediata, es decir al
minuto 1 después de su adicion al medio. El péptido CEMP1-p4 se visualizd organizado
en agregados homogéneos, adoptando una localizacién paranuclear y algunos agregados
en el ndcleo. A medida que avanzaba el tiempo, CEMP1-p4 se acumulaba en estructuras
vesiculares, posiblemente endosomas [114]. Algunas de las caracteristicas necesarias
para una absorcién celular eficaz de los CPP son : a) hidrofobicidad hasta cierto punto y
b) tramos de aminoacidos hidrofobos y catidonicos. CEMP1-p4 posee estas caracteristicas
y podria ser la razon por la que el péptido penetré en la membrana celular y adopt6 una
ubicacién paranuclear en solo un minuto después de su adicion. Esto es crucial para la
activacion de la via Wnt [115-118] y de relevancia clinica, ya que los péptidos bioactivos y
permeables a las células representan una estrategia prometedora para la aplicacion de
farmacos derivados de péptidos. Nuestros hallazgos de la senalizacion de p-catenina en
HOMSC y su estimulaciéon por CEMP1-p4 podrian tener implicaciones terapéuticas
potenciales para la reparacion y regeneracion de tejidos mineralizados, incluido el hueso,

cemento y dentina.

60



.Mln
FACULTAD “WU

(‘W ovontinocin m}]

UNAM
1904

CONCLUSION

Este estudio muestra por primera vez la participacion de la via de senalizacion Wnt / [3-
catenina en la diferenciacion mediada por CEMP1-p4 en HOMSCS. El papel del CEMP1-
p4 sugiere que el mecanismo intracelular asociado con la activacion de genes
desencadenantes para inducir la diferenciacion de células madre hacia un fenotipo
osteoblastico es a través de la actividad de las moléculas de la via de sefalizacion
canonica Wnt / B-catenina inducida por CEMP1-p4. Sin embargo, aun es necesario
conocer el mecanismo de interaccidbn de este péptido con estas moléculas, para
determinar si es a través de interacciones por fosforilacion que se activan o inactivan los

complejos moleculares asociados a esta via.
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Figura 23. Modelo hipotético de interaccion de CEMP1-p4 en la via canénica de Wnt/ B-catenina.
CEMP1-p4 podria internalizarse a través de la bicapa lipidica celular; asimismo por las caracteristicas de las
propiedades fisico-quimicas del péptido podria asociarse por fosforilacion al receptor o correceptor de la via
asi como al complejo citoplasmatico APC y de esa manera promover la acumulacion citoplasmatica de -
catenina y eventualmente promover la traslocacion nuclear de la misma para la activacion génica de
moléculas asociadas al proceso de diferenciacion hacia un fenotipo mineralizante en las HOMSCs
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