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.  ABREVIATURAS

3-hidroxiacil-CoA deshidratasa 1 / Proteina de adhesion del cemento (por sus
siglas en inglés “3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 1; Isoform 2: Cementum
attachment protein”).

Proteina tirosina similar a fosfatasa, miembro A variante 4 (por sus
siglas en inglés “Protein tyrosine phosphatase-like, member A variant 4”).
Proteinas morfogénicas 6seas (por sus siglas en inglés “Bone morphogenic
proteins”).

Factores de crecimiento fibroblastico (por sus siglas en inglés “Fibroblast
growth factors”).

Factor de crecimiento similar a la insulina (por sus siglas en inglés “Insulin
like growth factor 17).

Factor de crecimiento transformante beta (por sus siglas en inglés “Tumor
growth factor 3”).

Factor de crecimiento derivado de plaquetas (por sus siglas en inglés
“Platelet derived growth factor”).

Factor de crecimiento derivado del cemento (por sus siglas en inglés
“Cementum derived growth factor”).

(Por sus siglas en inglés “Proteins sonic hedgehog”). Es el ligando mejor
estudiado de la via de sefializacién hedgehog. Juega un papel esencial en la
regulacién de la organogénesis de los vertebrados.

(Por sus siglas en inglés “Protein homeobox 2”). Es un factor de transcripcion
gue contienen un dominio de unién al ADN.

Familia diversa de glicoproteinas de sefializacion, Wnt es un acrénimo
creado a partir de los nombres Wingless e Int-1.

Factor de transcripcion 2 asociado con Runt (por sus siglas en inglés
“‘Runt related transcription factor 2”). Es un factor de transcripcion clave
asociado con la diferenciacion de osteoblastos.

Sialoproteina 6sea (por sus siglas en inglés “Bone

sialoprotein”).

Proteina de matriz de dentina (por sus siglas en inglés “Dentin matrix acidic
phosphoprotein 17).

Fibronectina (por sus siglas en inglés “Fibronetin”).

Osteocalcina (por sus siglas en inglés “Osteocalcin”).

Osteonectina (por sus siglas en inglés “Secreted protein acidic and rich in
cysteine”).

Osteopontina (por sus siglas en inglés “Osteopontin”).

Fosfatasa alcalina (por sus siglas en inglés “Alkaline phosphatase protein”).
Cemento acelular afibrilar (por sus siglas en inglés “Acellular afibrilar
cement”).

Cemento acelular de fibras extrinsecas (por sus siglas en inglés “Acellular
extrinsic fiber cement”).

Cemento celular de fibras intrinsecas (por sus siglas en inglés “Intrinsic fiber
cellular cement”).

Cemento celular mixto estratificado (por sus siglas en inglés “Stratified mixed
cellular cement”).

Interleucina 10 (por siglas en inglés “Interleukin 10”), esta citocina tiene
efectos pleiotrépicos en la inmunorregulacion y la inflamacion.

Interleucina 12 (por siglas en inglés “Interleukin 12”), esta citocina participa
en la formacioén de células T virgenes y Thi.

Interleucina 3 (por sus siglas en inglés “Interleukin 3”), es un factor
estimulante de colonias hematopoyéticas pluripotentes derivado de células T
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necesarias para la supervivencia y proliferacién de células progenitoras
hematopoyéticas primitivas.

Interferén gamma, es una citocina producida por linfocitos T CD4+ y linfocitos
natural killer (NK) cuya funcibn mas importante es la activacién de los
macrofagos.

Es una integrina, también conocida como un receptor de vitronectina.

Es una integrina, también conocida como receptor de fibronectina.

Factor nuclear kappa beta (por sus siglas en inglés “nuclear factor kappa-
light-chain-enhancer of activated B cells”), es un complejo proteico que
controla la transcripcion del ADN, la produccion de citocinas y la
supervivencia celular.

Proteina cinasa activada por mitégenos (por sus siglas en inglés “Mitogen-
activated protein kinase”).

Cinasa regulada por sefiales extracelulares (por sus siglas en inglés
“Extracellular signal-regulated kinase”).

Factor de transcripcion que regula la expresion de genes.

Potencial de hidrégeno.

Punto Isoeléctrico.

Unidades kilodaltons.

Magnesio.

Zinc.
Calcio.

Fosfato.

Berilio.

Hierro.

Cobre.

Titanio.

Oxido de titanio.

Fosfato de calcio.

Hidroxiapatita.

Dodecil sulfato de sodio - gel de electroforesis de poliacrilamida (por siglas en
inglés “Sodium dodecy! sulfate—polyacrylamide gel electrophoresis”).

Grupo de diferenciacién 90 (por sus siglas en inglés “Cluster of differentiation
90”).

Grupo de diferenciacion 73 (por sus siglas en inglés “Cluster of differentiation
73").

Grupo de diferenciacion 105 (por sus siglas en inglés “Cluster of
differentiation 105”).

Grupo de diferenciacion 44 (por sus siglas en inglés “Cluster of differentiation
44").

Grupo de diferenciacion 34 (por sus siglas en inglés “Cluster of differentiation
34”).

Grupo de diferenciacion 45 (por sus siglas en inglés “Cluster of differentiation
45”).

Antigeno leucocitario humano - isotipo DR (por sus siglas en inglés “Human
Leukocyte Antigen — DR isotype”), es un receptor de superficie celular MHC
de clase II.

Péptido o motivo de tres aminoacidos arginina-glicina-aspartato (por sus
siglas en inglés “Arginine, glycine, and aspartate”).

Péptido 1 derivado de la proteina del cemento 1 (por sus siglas en inglés
“Cementum protein1-peptide1”).

Es un péptido analogo altamente conservado del dominio de unién celular del
colageno tipo I.



SPPS sintesis peptidica en fase sélida (por sus siglas en inglés “solid phase peptide

synthesis”).
Fmoc Fluorenil-9-metoxicarbonil.
TFA Acido tricloroacético.
PBS Solucién salina tamponada con fosfato.
BSA AlbUimina de suero bovina.
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Triptofano Trp w


https://es.wikipedia.org/wiki/Lisina
https://es.wikipedia.org/wiki/Histidina
https://es.wikipedia.org/wiki/Arginina
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_asp%C3%A1rtico
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_glut%C3%A1mico
https://es.wikipedia.org/wiki/Serina
https://es.wikipedia.org/wiki/Treonina
https://es.wikipedia.org/wiki/Ciste%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Asparagina
https://es.wikipedia.org/wiki/Glutamina
https://es.wikipedia.org/wiki/Prolina
https://es.wikipedia.org/wiki/Glicina
https://es.wikipedia.org/wiki/Alanina
https://es.wikipedia.org/wiki/Valina
https://es.wikipedia.org/wiki/Leucina
https://es.wikipedia.org/wiki/Isoleucina
https://es.wikipedia.org/wiki/Metionina
https://es.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina
https://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina
https://es.wikipedia.org/wiki/Tript%C3%B3fano

RESUMEN

El periodonto esta compuesto por cuatro tejidos que protegen, rodean y soportan
a los dientes (la encia, el ligamento periodontal, el hueso alveolar y el cemento
radicular). Estos tejidos estan en constante predisposicién para sufrir algin proceso
infeccioso o traumatico que alteran su homeostasis y causan la degeneracion o
destruccion de cada uno. A estos procesos patologicos se les conoce como
enfermedad periodontal, la cual si no se trata a tiempo pueden conducir a la pérdida
dental generando una disfuncién oral progresiva en cada individuo afectando asi su
calidad de vida. Recientemente, han aumentado los métodos de ingenieria de
tejidos para controlar las enfermedades periodontales mas alla de los enfoques
tradicionales de las terapias periodontales. Sin embargo, la reconstruccion
predecible de la organizacion y funcion innata del periodonto sigue siendo un
desafio, ya que la clave se ha centrado en mimetizar los procesos de
biomineralizacion en el cemento radicular y lograr la reinsercion de las fibras de
Sharpey del ligamento periodontal en las superficies radiculares y alveolares. Los
avances de la medicina regenerativa apoyan el uso de péptidos bioactivos para
lograr una regeneracion periodontal completa. Recientemente se ha reportado que
el péptido sintético CAPp-15 derivado de la porcion C-Terminal de la proteina de
adhesion del cemento radicular (HACD1/CAP) es una molécula bioactiva capaz de
inducir la formacion de cristales de hidroxiapatita in vitro y favorecer in vivo procesos
de biomineralizacion, ya que promovio la formacién de tejido 6seo de novo en

defectos de tamafio critico en tibias de conejo Nueva Zelanda.

Objetivos: Determinar el papel regenerativo del péptido sintético CAPp-15, sobre los
tejidos periodontales (cemento radicular, ligamento y hueso alveolar) en un defecto
de tamafio critico (3x2x1mm) en la raiz vestibular del primer molar mandibular en

rata Wistar.



Materiales y métodos: Se emplearon ratas macho cepa Wistar para crear
quirirgicamente defectos periodontales de tamafo critico (3x2x1mm) en la raiz
vestibular del primer molar mandibular. Se dividieron en cuatro grupos de trabajo, el
primero correspondia a los animales piloto utilizados para estandarizar la técnica

quirdrgica, los tres grupos restantes se trataron con las siguientes condiciones:

e Grupo 1, experimental: Se trataron con satin mas el andamio de Gelfoam®
embebido con 25ug/mL del péptido de CAPp-15.
e Grupo 2, control positivo: Se trataron con satin y un andamio de Gelfoam®.

e Grupo 3, control negativo: Se trataron solo con satin.

La eutanasia se realizo a los 30 dias posteriores al procedimiento quirdrgico y los
tejidos obtenidos se procesaron para su analisis histomorfolégico utilizando la
tincion Tricromica de Masson, para confirmar la formacion de tejidos periodontales.
Y se empled la técnica de inmunofluorescencia para identificar la expresion de

proteinas relacionadas con el proceso de biomineralizacion.

Resultados: El analisis histomorfoldgico del grupo tratado con el péptido sintético
CAPp-15, demostrd la regeneracion de cemento y hueso alveolar al inducir la
formacion de una matriz cementoide y osteoide, el espacio del ligamento periodontal
se mantuvo y la organizacion de sus fibras empezaban a adquirir una direccién
oblicua, también se observo la insercion de las fibras de Sharpey en la matriz
cementoide. A su vez los tejidos se encontraron altamente vascularizados e
inervados, esta caracteristica promueve la formacién y maduracion del tejido
mineralizado. En los resultados de la inmunofluorescencia los defectos presentaban
una expresion positiva para marcadores relacionados con la biomineralizacion del

cemento y hueso alveolar.



Conclusiones: Con base a los resultados obtenidos, podemos asegurar que el
péptido sintético (CAPp-15) derivado de la porcion C-Terminal de la proteina de
adhesion del cemento radicular (HACD1/CAP) es una molécula bioactiva capaz de
inducir la regeneracion de los tejidos periodontales in vivo, al favorecer procesos de
biomineralizacién y la sintesis de fibras colagenas. Por lo tanto, es un buen
candidato terapéutico para ser usado en la medicina regenerativa para la
regeneracion del periodonto.



V.

ABSTRACT

The periodontium is composed by four different tissues which protect, surround and
support the teeth (the gingiva, the periodontal ligament, the alveolar bone and the
root cement). These tissues are permanently exposed to suffer some infectious or
traumatic process that modify their homeostasis and produce the degeneration or
destruction of each one. These pathological processes are known as periodontal
disease, which if not treated in advance can lead to tooth loss, generating a
progressive oral dysfunction in each individual, thus affecting their life quality.
Recently a number of tissue engineering methods have been developed to deal with

periodontal diseases beyond traditional approaches to periodontal therapies.

However, the predictable reconstruction of the innate organization and function of
the periodontium remains a challenge, as the key has focused on mimicking the
biomineralization processes in the root cement and achieving the reinsertion of the
Sharpey fibers of the periodontal ligament in the root and alveolar surfaces.
Advances in regenerative medicine support the use of bioactive peptides to achieve
complete periodontal regeneration. Recently, it has been reported that the synthetic
peptide CAPp-15 derived from the C-Terminal portion of the adhesion protein of root
cement (HACD1 / CAP) is a bioactive molecule capable of inducing the formation of
in vitro hydroxyapatite crystals and favoring in vivo biomineralization processes,
since it promoted de novo bone tissue formation in critical size defects in New

Zealand rabbit tibias.

Objective: To determine the regenerative role of the synthetic peptide CAPp-15, on
the periodontal tissues (root cement, periodontal ligament and alveolar bone) in a
defect of critical size (3x2x1mm) in the vestibular root of the mandibular first molar

in Wistar rats.

Materials and methods: Male Wistar strain rats were used to surgically create critical
size periodontal defects (3x2x1mm) in the vestibular root of the mandibular first

molar. They were divided into four working groups, the first corresponded to the pilot



animals used to standardize the surgical technique, the remaining three groups were

treated with the following conditions:

e Group 1, experimental: They were treated with satin plus the Gelfoam®
scaffold embedded with 25ug / mL the CAPp-15 peptide.

e Group 2, positive control: They were treated with satin and a Gelfoam®
scaffold.

e Group 3, negative control: They were treated only with satin.

Euthanasia was performed 30 days after the surgical procedure and the tissues
obtained were processed for histomorphological analysis using Masson's Trichrome
stain, to confirm the formation of periodontal tissues. The immunofluorescence
technigue was used to identify the expression of proteins related to the

biomineralization process.

Results: The histomorphological analysis of the group treated with the synthetic
peptide CAPp-15, demonstrated the regeneration of cementum and alveolar bone
by inducing the formation of a cementum and osteoid matrix, the periodontal
ligament space was maintained and the organization of its fibers began to acquire
an oblique direction, the insertion of Sharpey fibers into the cementum matrix was
also observed. In turn, the tissues were found to be highly vascularized and
innervated, this characteristic promotes the formation and maturation of mineralized
tissue. In the immunofluorescence results, the defects demonstrated a positive
expression for markers related to the biomineralization of the cementum and alveolar

bone.

Conclusions: Based on the results obtained, we can ensure that the synthetic
peptide (CAPp-15) derived from the C-Terminal portion of the root cement adhesion
protein (HACD1 / CAP) is a bioactive molecule capable of inducing the regeneration
of periodontal tissues in vivo, by favoring biomineralization processes and the
synthesis of collagen fibers. Therefore, it is a good therapeutic candidate to be used

in regenerative medicine for periodontal regeneration.



V.

INTRODUCCION
5.1 Periodonto

El periodonto también llamado “aparato de insercion”, constituye una unidad
biolégica y funcional que en conjunto con los dientes ejerce la funcion de la
masticacion, fonacién y habla. Es un tejido que se encuentra en constante
remodelacion ya que experimenta cambios con la edad y estd sometido a
modificaciones morfolégicas relacionadas con alteraciones funcionales o cambios
en el microambiente oral. Su principal funcién es anclar el diente al tejido 6seo de
los maxilares y mantener la integridad en la superficie de la mucosa masticatoria de

la cavidad oral 2],

El periodonto esta compuesto por cuatro tejidos que protegen, rodean y soportan a
los dientes, estos comprenden, dos tejidos conectivos fibrosos la encia y el
ligamento periodontal, asi como dos tejidos conectivos mineralizados el cemento

radicular y el hueso alveolar (Figura 1) -4,

Esmalte
Corona -
Pulpa
. Crestoalveolares
UCE ., IIZE)en’tlna
i i . Horizontales
Cemento
Oblicuas
Raiz — #——— Ligamento Periodontal
Apicales
e——= Hueso Alveolar

Fig. 1: Esquema del periodonto. Las estructuras dentales estan marcadas en negras y los tejidos del
periodonto en letras rojas, en el recuadro se muestran los cuatro grupos de fibras del ligamento periodontal;
UCE (Unién cemento esmalte) 13!,



5.1.1 Embriogénesis del Periodonto

Las dos capas germinativas que participan en la formacién de los dientes son: el
epitelio ectodérmico, que origina el esmalte, y el ectomesénquima que forma los
tejidos restantes (complejo dentinopulpar, cemento, ligamento periodontal y hueso
alveolar). Todas las etapas de la odontogénesis y cementogénesis se basan en la
interaccién epitelio-mesénquima, mediadas principalmente por la interaccion las
proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), los factores de crecimiento fibroblasticos
(FGFs), el factor de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), las proteinas
Hedgehog (SHH), la proteina homeobox (MSX-2), el factor de transcripcion RUNX-

2 y las proteinas Wnt b1,

Estudios sugieren que las células progenitoras de cementoblastos provienen del
saco dental, las cuales se originan del ectomesénquima. Sin embargo, actualmente
se ha considerado que los cementoblastos pueden tener también un origen epitelial,
derivado de la vaina epitelial de Hertwig la cual a través de proteinas quimiotacticas
guian un mecanismo de diferenciacion epitelio-mesénquima permitiendo asi su
diferenciacion en cementoblastos funcionales 131, Sin embargo, en la teoria clasica
de la formacion radicular, se ha reportado que esta comienza una vez formado el
patrén coronario e iniciado el proceso de histomorfogénesis dental. Durante la etapa
de campana tardia o etapa de maduracion, cuando el epitelio interno y externo del
organo del esmalte se fusionan y forman la vaina epitelial de Hertwig a nivel del asa
cervical, la vaina prolifera en profundidad en relacion con el saco dentario por su
parte externa y con la papila dentaria internamente. Al proliferar la vaina induce a
las células de la papila dental para que se diferencien en odontoblastos radiculares,
una vez depositada la primera capa de dentina radicular la vaina epitelial de Hertwig
pierde su continuidad, es decir, que se fragmenta y forma los restos epiteliales de
Malassez. Esta fragmentacion permite la migracibn de las células
ectomesenquimaticas de la capa interna del saco dentario, una vez que entran en
contacto con la dentina de la raiz se diferencian en cementoblastos para producir

cemento radicular (Figura 2) [14-16],
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Cuando la corona se ha formado el érgano del esmalte se atrofia y constituye el
epitelio dental reducido, que sigue unido a la superficie del esmalte como una
membrana delgada. Cuando el diente hace erupcién algunas células del epitelio
reducido de las paredes laterales de la corona se unen a la mucosa bucal y forman
el epitelio de unién. Dicho epitelio une la encia con la superficie del diente y

establece un espacio virtual que se denomina surco gingival 141,

Es importante recordar que la cementogénesis tiene una actividad ciclica revelada
por las lineas incrementales, estas lineas representan momentos de inactividad por
parte de los cementocitos, mientras que las zonas mas anchas dispuestas entre
ellas son las laminillas, que corresponden a nuevas capas de cemento. En las
laminillas, las fibras colagenas estan dispuestas en forma mas ordenada y
altamente mineralizadas, mientras que en las zonas de reposo las fibras estan
dispuestas en forma irregular e hipomineralizadas. Al mismo tiempo que se produce
la aposicién del cemento van quedando incluidas en él las fibras colagenas del
ligamento periodontal en formacion, las cuales constituyen las fibras extrinsecas del
cemento. Una vez que el diente entra en oclusién, en el tercio apical de la raiz
continda formandose cemento celular rapidamente, el cual se caracteriza por tener

en su estructura cementocitos y fibras de colagena producidas por cementoblastos

[7.14-17]

La osteogénesis en general ocurre de dos formas principales, la osificacion
endocondral para el hueso mandibular y la osificacion intramembranosa para los
huesos maxilares. Las apofisis alveolares se empiezan a formar a la par que el
organo del esmalte, iniciando como pequefios depositos minerales producidos por
osteoblastos los cuales se derivan de la condensacion del mesénquima en la region
facial. Estas pequefias areas mineralizadas aumentan de tamafio y se fusionan
entre si, posteriormente son reabsorbidas por osteoclastos y remodeladas hasta
que se forma una masa Osea continua en torno a los dientes totalmente

erupcionados [7-18.19],
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Las fibras del ligamento periodontal se desarrollan en conjunto con la erupcion del
diente. En primer término, se detectan fibrillas pequefias y delgadas con aspecto de
cerdas de cepillo que emergen del cemento radicular y se proyectan en el espacio
del ligamento periodontal. En esta fase, los fibroblastos del ligamento periodontal
producen fibras coldgenas que se irradian hacia el hueso alveolar y al cemento
radicular para anastomosarse con las fibrillas del cemento. Y es asi como las fibras

de colagena se organizan en haces que discurren sin solucién de continuidad desde

el hueso hasta el cemento radicular .71,
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Fig. 2: Esquema de la cementogénesis. A) Muestra las moléculas de sefializacidn que participan en la
proliferacidn y diferenciacion celular del érgano del esmalte, lo que permite la union del epitelio oral
interno (IEE) con el epitelio oral externo (OEE) para formar la vaina epitelial de Hertwig (HERS). B) Las
proteinas BMPs inducen la expresién de la proteina del cemento 1 (CEMPL) y de la proteina de adhesion
del cemento radicular (HACDL1/(CAP) para promover la diferenciacion y proliferacion celular de las
células ectomesenquimaticas del saco dental y dar origen a los cementoblastos los cuales migraran a la
zona de la dentina mineralizada y empiezan la produccién del cemento radicular. Se observa de igual

manera la fenestracion de HERS que permite el paso a estas células 7.



5.1.2 Encia

La encia es la parte de la mucosa masticatoria que recubre la apdfisis alveolar,
rodea la porcién cervical de los dientes y cubre el hueso de los maxilares, en la zona
vestibular se limita de la mucosa alveolar a través de la linea mucogingival y en la
zona palatina se continla con la mucosa masticatoria palatina, histolégicamente se

divide en epitelio, lamina basal y tejido conectivo 12,

El epitelio de la encia se clasifica segun su localizacion, en epitelio oral en su parte
externa, se continta con el epitelio del surco en su parte interna y a éste le sigue el
epitelio de union el cual se adhiere al diente en la union cemento esmalte, las células
gue conforman el epitelio presentan una alta capacidad proliferativa ya que estan
en constante descamacion y a su vez aquellas que se localizan en la uniébn cemento
esmalte forman una membrana basal interna que esta en contacto directo con el
diente y una membrana basal externa que esta en contacto directo con el tejido
conectivo gingival, una importante caracteristica es la produccion de liquido
crevicular el cual desemboca en el surco gingival y presenta propiedades

antimicrobianas [1.2:20.21],

La colagena tipo | es el principal componente del tejido conectivo de la encia, existen
también estructuras vasculares, nerviosas y una amatriz extracelular formada por

glicoproteinas y proteoglicanos, asi como distintos tipos celulares [1-3:20.22],

Clinicamente en condiciones de salud periodontal el color de la encia suele
describirse como “rosa coral”, el cual es producto del suministro vascular, el grosor,
el grado de queratinizacion del epitelio y la presencia de melanocitos, suele tener
proyecciones epiteliales interpapilares, lo que le da un aspecto de puntilleo como de
“cascara de naranja”, en cuanto a su forma depende considerablemente, del tamafio
y forma de los dientes, asi como su alineacion en el arco y el tamafio del area

interproximal [1.20.23],

13



Anatomicamente se clasifica en encia marginal, insertada e interdental (Figura 3) y
cumple con dos funciones principales la primera es proteger a los dientes ya sea de
fuerzas de masticacion excesivas o de un cepillado traumatico, la segunda funcion
es de defensa ya que genera un sellado hermético con el diente en la unién cemento
esmalte evitando asi la entrada de bacterias periodontopatdgenas lo que permite

mantener una homeostasis celular [1-2:20.24],

Fig. 3: Localizacion de estructuras anatomicas de la encia. El triangulo indica la zona
correspondiente a la encia insertada, la flecha roja sefiala la encia marginal, la flecha blanca
sefiala la encia insertada, la linea punteada corresponde a la linea mucogingival mientras que

la flecha negra abarca la mucosa alveolar [Fuente propial
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5.1.3 Ligamento Periodontal

El ligamento periodontal es un tejido conectivo fibroso altamente vascularizado

derivado del saco dental el cual se origina de las células de la cresta neural [25:26.:27],

El ligamento periodontal rodea las raices de los dientes y sus fibras se insertan por
un lado en el cemento radicular y por el otro en la [dmina dura del hueso alveolar,
sus funciones principales son: mantener el diente en el alveolo, soportar y distribuir
las fuerzas de la masticacion sobre la apodfisis alveolar y finalmente tiene la

capacidad se ser un receptor sensorial para una correcta oclusion [1.28],

El ligamento periodontal se ubica en el espacio situado entre las raices dentales y
el hueso alveolar, este espacio tiene la forma de un reloj de arena siendo mas
angosto a nivel apical, su espesor es de 0.25 mm aproximadamente, en sentido

coronal se comunica con el tejido conectivo de la encia [26],

Sus fibras pueden ser de origen colagena (75% tipo |, 20% tipo Il y 5% tipo IV, V,
VIy Xll) o no colagenas (reticulina, oxitalan y elasticas) que pueden ser clasificadas
en diferentes grupos segun su localizacion como las fibras crestoalveolares,
horizontales, oblicuas y apicales, estas fibras presentan una remodelacion
constante es decir una resorcion de fibras viejas y una formacion de fibras nuevas
gracias a la actividad del fibroblasto 1528, Las fibras que forman el anclaje con el
cemento radicular y el hueso alveolar son llamadas fibras de Sharpey (Figura 4) su
diametro medio de estas fibras en el lado del hueso es significativamente mayor que
en el lado del cemento, mientras que la densidad en el lado del hueso fue
significativamente menor que en el lado del cemento; actualmente se sabe que las
fibras de Sharpey estan compuestas por coldgena tipo Il y VI, elastina, tenascina y

fibronectina [5.6.28.29],

Las células presentes en el ligamento periodontal son fibroblastos, osteoblastos,
cementoblastos, osteoclastos, células epiteliales asi como restos epiteliales de
Malassez y fibras nerviosas, los fibroblastos se alinean paralelos a las fibras

principales mientras que los cementoblastos recubren la superficie del cemento y
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los osteoblastos la superficie del hueso, en los ultimos afios se han identificado una
pequeia poblacion de células troncales del ligamento periodontal que son capaces
de migrar y diferenciarse en cementoblastos y osteoblastos en respuesta a lesiones
para mantener y reparar los tejidos y la funcién del ligamento periodontal. Estas
células se denominan PDLS por sus siglas en inglés, las cuales expresan
marcadores de células troncales mesenquimales como CD105, CD90, CD44 y
CD73 [1.2.25,26]
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Fig. 4: Esquema del aparato de insercidn del diente, través de las fibras de Sharpey
que se anclan al hueso alveolar y al cemento radicular .
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5.1.4 Hueso Alveolar

El hueso alveolar es un tejido conectivo mineralizado, forma parte de la mandibular
y de los huesos maxilares este rodea y contiene los alvéolos dentarios, junto con el
cemento radicular y el ligamento periodontal constituyen el aparato de insercion del
diente cuya funcion principal consiste en distribuir y absorber las fuerzas generadas
durante la masticacién, cuando el diente se pierde por alguna patologia o
traumatismo el hueso alveolar se reabsorbe generando cambios volumétricos en su
estructura y con el tiempo desaparece [1309-321  Aunque es fundamentalmente
comparable a otros tejidos 6seos del cuerpo, el hueso alveolar se somete a una
remodelacion rapida y continda asociada con la erupcion del diente y las demandas
funcionales de la masticacion este proceso le da la caracteristica de presentar
diferentes morfologias. La capacidad del hueso alveolar para someterse a una
remodelacion rapida también es importante para la adaptacién posicional de los

dientes, pero puede ser perjudicial para la progresion de la enfermedad periodontal

[18,33,34]

Esta constituido por células osteoprogenitoras, osteoblastos, células bordeantes
Oseas, osteocitos y osteoclastos. La matriz inorganica contiene un 60% de
sustancias minerales principalmente cristales de hidroxiapatita (Caio [PO 4] 6 [OH]2),
20% de agua y 20% de componente organico que le proporcionan elasticidad. Su
dureza es menor a la de la dentina y comparable a la del cemento. Alrededor del
80% al 90% de la matriz organica esta constituida por colagena tipo |, seguido de
colagena tipo Ill, V y XII. Presenta proteinas no colagenas (glicoproteinas) como
osteocalcina, osteopontina, osteonectina, sialoproteina 0sea y proteina
morfogenética 0sea, las cuales desempefian un papel fundamental en el proceso
de biomineralizacion y en la union de la fase mineral a la matriz ésea, también se
han identificado enzimas importantes como la fosfatasa alcalina, asi como

proteoglicanos y glucosaminoglicanos 181,

El tejido 6seo puede ser dividido en dos compartimentos el primero es el hueso

mineralizado que contiene estructuras llamadas osteonas, cada una de las cuales

17



contiene un vaso sanguineo situado en un conducto de Havers, y el segundo
compartimento es la médula 6sea que contiene a adipocitos, estructuras vasculares

y células mesenquimatosas indiferenciadas [,

En cuanto a su localizacion el hueso alveolar adquiere diferentes nombres (Figura
5), el hueso que recubre las caras palatinas, linguales y vestibulares recibe el
nombre de hueso compacto o cortical, este es anatobmicamente mas delgado de la
parte vestibular de los dientes incisivos que en los molares lo que los hace mas
susceptibles a presentar defectos éseos como dehiscencias o fenestraciones, el
area entre los alvéolos y las paredes del hueso compacto esta ocupado por hueso
esponjoso este ocupa la mayor parte de los tabiques interdentales o
interradiculares, finalmente el hueso que reviste la pared de los alveolos se
denomina hueso alveolar propiamente dicho estructuralmente este hueso presenta
perforaciones que contienen los conductos de Volkmann por donde pasan vasos
sanguineos, linfaticos y fibras nerviosas que van desde el hueso alveolar hasta el
ligamento periodontal a su vez esta es la capa del hueso en la cual se insertan las
fibras de Sharpey las cuales estan mineralizadas en su periferia pero a menudo

tienen un nucleo central no mineralizado .33,

Fig. 5: Vista oclusal de un maxilar de créneo seco. Se aprecian diferentes estructuras
Oseas, las flechas rojas sefialan el hueso cortical, las flechas negras el hueso alveolar

propiamente dicho y la flecha azul los tabiques interdentales 331,
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5.1.5 Cemento radicular

Durante el siglo XVIII los anatomistas consideraban que los dientes humanos
estaban compuestos Unicamente de esmalte y dentina. Sin embargo, los estudios
de Tenon, Blake y de Cuvier en los dientes de muchas especies animales resultd
en el reconocimiento de que el cemento era una parte constitutiva de todos los
dientes. Fue hasta el afio 1824 cuando Ringelmann inicio los estudios del cemento
sobre dientes humanos, seguido por los fisidlogos Jan Evangelista Purkinje y sus
alumnos, Fraenkel y Raschkow, en 1835, y mas tarde el histdlogo Anders Adolf

Retzi, en 1836, not6 la presencia de “estrias” en cemento 35,

Hoy en dia se sabe gque el cemento es un tejido conectivo mineralizado que cubre
la superficie radicular, desempefia un papel insustituible en la proteccién de la
dentina radicular de los estimulos externos, sirviendo como sitio de anclaje para las
fibras de Sharpey, permite mantener el espacio del ligamento periodontal y resiste
el estrés multidireccional durante la masticacion y contribuye en el proceso de
reparacion cuando la superficie radicular ha sido dafiada 123536l Posee muchas
caracteristicas en comun con el tejido 6seo. Sin embargo, el cemento no contiene
vasos sanguineos ni linfaticos, carece de inervacion, no experimenta remodelacion

fisioldgica y se caracteriza porque se deposita durante toda la vida 1.

El cemento radicular se divide en diferentes subtipos (Figura 6) basados
principalmente en la presencia o ausencia de células (cementocitos) y de fibras
colagenas dentro de su estructura formadas por cementoblastos o por fibroblastos,

respectivamente, clasificandose de la siguiente manera [1.14.35-38];

e Cemento acelular afibrilar (AAC): Es una variedad de cemento que carece de
fibras colagenas y cementocitos; se localiza generalmente a nivel cervical,
especialmente, en los casos en el que el cemento se extiende cubriendo una
pequefia zona del esmalte, su principal componente son
glucosaminoglicanos y comienza a formarse al término de la maduracion del

esmalte.
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e Cemento acelular de fibras extrinsecas (AEFC): También llamado cemento
primario; este cemento comienza a formarse antes de que el diente erupcione
al mismo tiempo que se esta formando la dentina se deposita lentamente de
manera que los cementoblastos que lo forman retroceden mientras lo van
secretando; se localiza desde la region cervical hasta dos tercios de la raiz,
es aqui donde se insertan las fibras de Sharpey provenientes del ligamento
periodontal.

e Cemento celular de fibras intrinsecas (CIFC): También llamado cemento
secundario, este tipo de cemento tiene un espesor mayor en comparacion
con los demas tipos de cemento, dentro de su composicidn se encuentra una
alta cantidad de proteoglicanos. Comienza a depositarse rapidamente
cuando el diente entra en oclusion, por lo cual algunos cementoblastos
guedan incluidos en la matriz transformandose en cementocitos, adyacentes
a estos y paralela a la raiz se observan las lineas incrementales
hipomineralizadas, que representan una caracteristica distintiva de este
tejido; se localiza, por lo general, en el tercio apical, en bifurcaciones y en
sitios de fractura. Las fibras estan orientadas paralelamente a la superficie
radicular y rodean al diente; se sabe, que este cemento continla
depositandose durante toda la vida lo cual constituye un mecanismo de
compensacion al desgaste oclusal de los dientes.

e Cemento celular mixto estratificado (CMSC): Se caracteriza por tener capas
alternadas de CIFC y AEFC lo que permite observar también lineas

incrementales; se localiza en el tercio apical de las raices y en bifurcaciones.

El cemento esta formado por elementos celulares (cementoblastos, cementocitos,
cementoclastos y restos epiteliales de Malassez) asi como de una matriz
extracelular calcificada compuesta por un 46-50% de materia inorganica
principalmente fosfato de calcio presentado como cristales de hidroxiapatita, 22%
de materia orgénica principalmente colagena tipo | en un 90%, colagena tipo Ill en
un 5% y en menor proporcion colagena tipo V, VI, Xl y XIV asociada a las fibras de
Sharpey. La sustancia fundamental esta integrada por proteoglicanos,

glucosaminoglicanos y proteinas nocolagenas como sialoproteina 6sea (BSP),
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proteina de matriz de dentina (DMP1), fibronectina (FN), osteocalcina (OCN),
osteonectina (SPARC), osteopontina (OPN). A la fecha, se han reportado dos
proteinas especificas del cemento radicular, la proteina de adhesién del cemento
(HACD1/CAP), y la proteina del cemento 1 (CEMP1). Contiene, ademas, factores de
crecimiento como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y la proteina

morfogénica 6sea 2 (BMP-2), glucosaminoglicanos y un 32% de agua [35:36.39-42],

Hoy en dia se sabe que cualquier anomalia en cuanto a la composicién o estructura
del cemento radicular puede resultar en un periodonto defectuoso altamente
susceptible a la invasién bacteriana y destrucciéon microbiana [3543-45],

_ Cemento acelular afibrilar.
' Cemento acelular de fibras extrinsecas.

' Cemento celular de fibras intrinsecas.

' Cemento celular mixto estratificado.

Fig. 6: Esquema de los diferentes tipos de cemento radicular y su localizacion. El recuadro muestra un
codigo de color para cada tipo de cemento [Fuentepropil
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5.2 Proteinas implicadas en el proceso de biomineralizacién del cemento

radicular.

La biomineralizacion se ha definido como “la formacion biolégica de minerales por
organismos vivos”, este proceso depende de la interaccion célula-matriz y se regula
por la actividad entre las moléculas organicas y los minerales. Las células que se
encargan de llevar a cabo este proceso en los vertebrados son los condrocitos,

osteoblastos, odontoblastos, ameloblastos y cementoblastos [46:47],

El proceso de biomineralizacion se divide en dos fases. Durante la primera fase, en
zonas especificas de la membrana celular donde los fosfolipidos son en su mayoria
acidos interactian con proteinas de andamiaje (axinas tipo I, V y VI) para facilitar la
formacion de vesiculas de matriz, asi como la atraccién de iones Cat*? [4748] A|
mismo tiempo la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) favorece la concentracion
de PO43 en el interior de las vesiculas. La acumulacion de PO,3 y Ca*2 permite la
formacion de precipitados primarios de fosfato de calcio Caz(PO.)2 que
posteriormente daran origen a cristales de hidroxiapatita. La segunda fase de la
biomineralizacion comienza con la liberacion de cristales a través de la membrana
de las vesiculas de matriz, exponiendo los cristales de hidroxiapatita preformados
al liquido extracelular, estos entraran en contacto con las fibras de colagena tipo I,
estas les proporcionan un andamio sobre el cual podran interactuar con otras
moléculas organicas. El grado de madurez de los cristales depende de las
condiciones extracelulares, como las concentraciones de iones de fosfato de calcio,
la presencia de proteinas no colagenas y de un pH neutro (~7.2-7.4). Se ha
informado que la nucleacién de los cristales minerales sucede inicialmente entre los
espacios de las fibras de colagena, lugar donde se van agregando mas moléculas

hasta formar una nueva fase mineral, que con el paso del tiempo madurara [48-51],
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5.2.1 Fosfatasa Alcalina (ALP)

Son una superfamilia de metaloenzimas homodiméricas que hidrolizan grupos
fosfatos que estan unidos a nucleétidos, proteinas y muchos otros sustratos a un
pH entre 8-11 y en presencia de iones zinc (Zn*2) y magnesio (Mg*?). Se inhiben
con berilio (Be*?), hierro (Fe*2) y cobre (Cu*?) y varios polianiones 52531, Se localiza
en la porcion externa de la membrana citoplasmatica y en las vesiculas de la matriz,
gue son organelos producidos por las células mineralizantes, las cuales contribuyen
a la mineralizacion de la matriz extracelular formando fosfatos de calcio amorfos y
cristales de hidroxiapatita. Varios estudios estructurales, cinéticos y genéticos
revelan nuevos roles metabdlicos y funcionales para esta proteina; por ejemplo, se
ha demostrado que se encuentra altamente expresada en células del ligamento
periodontal, osteoblastos, células endosteales y cementoblasto, por lo cual al
relacionarse con el metabolismo del fosfato participa en las primeras etapas de la
biomineralizacion tanto del hueso como del cemento radicular, usandose

actualmente como un marcador temprano de la biomineralizacién [16.35.49.54],

5.2.2 Sialoproteina Osea (BSP)

Es una fosfoproteina altamente glicosilada y sulfatada que se encuentra casi
exclusivamente en los tejidos conectivos mineralizados. Tiene un peso molecular
tedrico de 33.6 kDa, aunque al separarla por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sodico (SDS-PAGE), la proteina puede ser
identificada con una banda cerca de los 80 kDa, esto por el alto contenido
caracteristico de acido glutamico el cual le permite unirse a la hidroxiapatita.
También presenta motivos arginina-glicina-aspartato (RGD), que le permite tener la
capacidad de unirse a integrinas de la superficie celular respectivamente. La BSP
tiene las propiedades biofisicas y quimicas de un nucleador de cristales de
hidroxiapatita, y su expresion temporoespacial coincide con la mineralizacion de

novo en hueso y cemento radicular ya que actia como un quimioatrayente de
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precementoblastos, promueve su adhesiéon y su diferenciacion. Ademas, permite la
union a la coladgena por interacciones electrostaticas proporcionandole
direccionalidad al tejido mineralizado en formacién. Por sus amplias funciones se le
considera uno de los factores principales en la biologia de los tejidos mineralizados
tanto en estudios in vivo como in vitro, siendo asi un marcador importante de tejidos

mineralizados [3555.56],

5.2.3 Osteopontina (OPN)

También conocida como sialoproteina 6sea 1 (BSP-1), activacion temprana de
linfocitos T (ETA-1) o fosfoproteina secretada 1 (SPP1); Es una glicofosfoproteina
altamente fosforilada que tiene caracteristicas acidas y es rica en aminoacidos
cargados negativamente como aspartato y glutamato, consta de aproximadamente
314 aminoacidos con un peso molecular que varia entre 44 y 75 kDa. Fue la primera
proteina de matriz extracelular identificada en tejido 6seo por Franzén vy
colaboradores, quienes mencionaron que el nombre “osteopontina” es una
combinacién de las palabras "osteo" que significa "hueso" y "pontin" que significa
"puente”, ya que refleja un potencial para servir como un puente entre las células y
los cristales de hidroxiapatita a través de sus dominios RGD. Se ha localizado en
mdltiples tejidos incluyendo hueso, dentina, cemento, ligamento periodontal, rifidn,
cerebro, células endoteliales, células del musculo liso y esquelético, células de
glandulas mamarias, Utero, los ganglios del oido interno, las glandulas salivales y
sudoriparas, la bilis y los tractos pancreéaticos [5571, La OPN actlia sobre los
organismos desempefiando un papel clave en los niveles de secrecion de diferentes
interleucinas como la (IL-10), (IL-12) y (IL-3), el interferon-y (IFN-y), la integrina
avB3, el factor nuclear kappa B (NF-kB), en los macréfagos y las células T durante
el proceso de inflamacion, suprime la calcificacion ectdpica y la sobremineralizacion
desempefiando un papel activo en la cicatrizacion de heridas y la prevencion de la
formacion de célculos renales 5758l, Se considera que la OPN actta frente al

proceso de biomineralizacion al regular la adhesion celular, la actividad de los
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osteoclastos y la mineralizacién de la matriz extracelular. Sin embargo, estudios
recientes sugieren que su papel en el proceso de biomineralizacién esta asociado
a la regulacion del crecimiento de los cristales de hidroxiapatita mediante la

actividad de los osteoclastos 571,

5.2.4 Osteocalcina (OCN)

También conocida como proteina Gla 0sea, esto porque dentro de su secuencia
tiene cinco residuos de acido glutamico. Hoy en dia es un marcador de la dentina,
el cemento y el hueso ya que se ha expresado en odontoblastos, cementoblastos y
osteoblastos. Es una proteina que en los humanos se compone de 46 aminoacidos
[35], El péptido maduro se genera mediante eventos postraduccionales de escisiones
secuenciales seguidos de la y-carboxilacion de tres residuos de &acido glutamico en
las posiciones 17, 21y 24 y un enlace disulfuro entre los residuos de cisteina en las
posiciones 23y 29. Los tres eventos de carboxilacién de glutamato ocurre mediante
la actividad de la y-glutamilcarboxilasa. Esta enzima utiliza CO,, O, y vitamina K
como cofactores. Después la proteina osteocalcina carboxilada madura y se
empaqueta en vesiculas intracelulares para su secrecién en la matriz 6sea 59601, La
presencia de los dos grupos carboxilo provoca que la OCN y-carboxilada tenga una
gran afinidad por el Ca*? por lo cual al liberarse al medio extracelular se una en gran
proporcion a la hidroxiapatita del hueso. Sin embargo, la OCN presenta una
caracteristica Unica, y es que puede ser bio-activada secundariamente por la accion
de los osteoclastos al crear una zona de reabsorcion 6sea en la matriz extracelular
qgue generan un pH &cido (4.5) necesario para la activacion de la OCN, actuando
asi comun regulador de la biomineralizacion [559, Estudios en ratones han
demostrado que la OCN no carboxilada llega al torrente sanguineo para ejercer una

funcién hormonal al aumentar la secrecién y la sensibilidad de la insulina [60-61],

25



5.2.5 Osteonectina (SPARC)

También llamada proteina SPARC por sus siglas en inglés “Secreted Protein Acidic
and Rich in Cysteine”, es una proteina de 33 kDa que sufre una glicosilacion
postraduccional, de modo que la proteina SPARC es de aproximadamente 43 kDa
en la mayoria de los tejidos. Su funcién principal es unirse a la colagena a través
del dominio extracelular de Ca*? en la porcion C-terminal de la proteina y asi
promover la sintesis y el ensamblaje de fibras, por lo que se asocia frecuentemente
a tejidos con altas tasas de recambio de colagena, como el hueso alveolar y el
ligamento periodontal. También se le han atribuido varias actividades adicionales,
por ejemplo, se demostré que modula las interacciones célula-matriz e influye en la
eficacia de ciertos factores de crecimiento durante la cicatrizacion de las heridas,
asi mismo, durante la cementogénesis, es sintetizada por cementoblastos y
cementocitos. Sin embargo, se ha demostrado que al unirse a los cristales de
hidroxiapatita actia como un regulador negativo ya que controla el crecimiento y

maduracion de la matriz extracelular [35.62],

5.2.6 Integrinas y factores de crecimiento derivados del cemento.

Durante el desarrollo y la cicatrizacion de heridas, la interaccion matriz-integrina
promueve eventos de sefalizacion para la adhesion celular, la migracion y la
expresion génica. Las integrinas son proteinas que funcionan como receptores de
membrana en forma de heterodimeros de cadenas a y . Presentan tres dominios,
el primero es el dominio N-terminal o extracelular que es el sitio de unién al ligando,
el segundo dominio es el transmembranal y el tercer dominio es el C-terminal o
intracelular el cual se encuentra unido al citoesqueleto. Algunas de estas integrinas
pueden ser especificas para una sola molécula, pero en cambio hay otras que
pueden reconocer diferentes ligandos. Al unirse al ligando, las integrinas transducen
sefales al interior de la célula; pero también, pueden recibir sefiales intracelulares

que regulan su afinidad de union al ligando. Es probable que las interacciones
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especificas entre las integrinas y la matriz regulen procesos que son cruciales para
la diferenciacion de las células del foliculo dentario a cementoblastos, osteoblastos
y células del ligamento periodontal durante la embriogénesis del periodonto [15.63.64],
Hoy en dia se sabe que los tejidos mineralizados como el hueso, la dentina y el
cemento radicular son excelentes reservorios de factores de crecimiento los cuales
pueden ser liberados y sirven para reparar o regenerar tejidos. Especialmente en el
cemento se han identificado factores de crecimiento como el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), el factor transformante beta (TGF), el factor de crecimiento tipo
insulinico (IGF-I), el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), las
proteinas morfogénicas 6seas (BMPs) y el factor de crecimiento derivado del
cemento (CFG), entre otros, los cuales, tiene la capacidad de promover una
variedad de actividades biolégicas como la migracion, adhesion y diferenciacion
celular, procesos que son esenciales para la regeneracién periodontal. Estudios
informaron que el CFG activa vias de sefializacion asociadas con la mitogénesis y

ademas favorece la diferenciacion de las células progenitoras a cementoblastos

[15,35]

5.2.7 Proteinas cemento especificas

La matriz extracelular de diferentes tejidos comparte muchas similitudes y, sin
embargo, tienen diferentes propiedades funcionales que las hacen Unicas. Estas
propiedades podrian ser el resultado de diferencias cuantitativas y/o cualitativas
entre sus componentes. Durante afios se crey0 que los diferentes tejidos
mineralizados contenian moléculas especificas que no estaban presentes en ningin
otro tejido, es decir, se consideran como marcadores especificos, por ejemplo, la
amelogenina en el esmalte y la sialofosfoproteina en la dentina. Sin embargo,
actualmente gracias a las técnicas de inmunolocalizacion, se encontré que también
se expresaban en otros tejidos, aunque en concentraciones considerablemente mas
bajas, y por lo tanto ain podrian considerarse como marcadores especificos [351. En

cuanto a el cemento radicular al ser un tejido Unico, cuenta con sus propias
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proteinas especificas que participan en el proceso de biomineralizacion y que han
sido expresadas por cementoblastos y células precursoras formadoras de dicho
tejido. Estas proteinas son; La proteina del cemento 1 (CEMP1) y la proteina de
adhesioén del cemento radicular (HACD1/CAP) [65],

5.2.8 Proteina del cemento 1 (CEMP1)

La proteina de cemento 1 (CEMP1) se aisl6 por primera vez en el cemento radicular
humano y en medios de cultivo condicionados derivados del cementoblastoma
humano 68, Se encuentra codificada en un gen localizado en el brazo corto del
cromosoma 16 segmento 13.3 (16p13.3), presenta un peso molecular tedrico de
25.9 kDa, es una proteina alcalina ya que su punto isoeléctrico es de 9.73. Su
expresion in vitro se limita a cementoblastos putativos, células derivadas del
ligamento periodontal con una localizacion perivascular, cementoblastos y células
de los espacios endésteales 1356769 CEMP1 se compone de 247 aminoacidos
principalmente prolina, glicina y alanina, los aminoacidos 30-110 muestran un 48%
de similitud con la colagena humana tipo I, un 46% de similitud con la tipo XI y un
40% de similitud con la tipo X, estas caracteristicas sugieren alguna relacion entre
la proteina CEMP1 y la condrogénesis, proceso que resulta en la formacién de
intermediarios de cartilago y conlleva al osificacion endocondral durante el

desarrollo esquelético [35.68.70],

Los andlisis in silico demostraron que se caracteriza por presentar cambios
postraduccionales como N-glicosilaciones en los aminoacidos 20 y 25 (Asn-X
Ser/Thr), también se ha detectado la presencia de fosforilaciones en CEMP1y a su
vez carece de péptido sefal, lo que la hace ser una proteina citosolica durante su
traduccion. Los analisis de dicroismo circular predicen que la estructura secundaria
de esta proteina es principalmente de hojas B (32.4% [ -antiparalela, 16.7% giros-
By 5.8% P - paralela), 10% de a-hélice y 35% de estructura aleatoria (random coil).
Esta caracteristica esta asociada con proteinas que regulan el crecimiento y la

composicion de los cristales de hidroxiapatita 35711,
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Estudios in vitro realizados en células no mineralizantes como los fibroblastos
gingivales, a los cuales se les realizo la transfeccion de CEMP1, demostraron que
mejoraron su tasa de proliferacion, e indujo la expresion de proteinas asociadas al
cemento y al hueso, lo que favorecié la mineralizacion de la matriz extracelular [35
871 También se ha comprobado que CEMP1 juega un papel clave durante el
proceso de biomineralizacion al regular la tasa de deposicion, la composicion y la
morfologia de los cristales de hidroxiapatita. Ademas, mediante estudios in vivo se
demostré que promueve la regeneracion 0sea en defectos de tamafio critico en la
calvaria de rata, lo que confirma las propiedades osteoinductoras de esta proteina

y su potencial para ser utilizada en procesos de regeneracion periodontal [35.69.72],

5.2.9 Proteinade adhesion del cemento (HACD1/CAP)

La proteina de adhesion del cemento (HACD1/CAP) fue la primera proteina
cemento especifica aislada del cemento radicular humano. Se encuentra codificada
en un gen localizado en el brazo corto del cromosoma 10, segmento 13.14
(10p13.14) compuesto por 6 exones, dicho gen durante los procesos de
transcripcion genera mediante un splicing alternativo dos isoformas completamente
diferentes; la primera isoforma es la proteina 3-hidroxiacil-CoA-deshidratasa 1
antiguamente denominada PTPLA y actualmente conocida como HACD1, la cual
esta constituida por 288 amino&cidos y cuya funcion se relaciona con la formacion
de precursores lipidicos mediante la elongacién de los acidos grasos de cadena
larga durante la formacion de fibras musculares [/374; La segunda isoforma
codificada por el mismo gen es la proteina HACD1/CAP conformada por 140
aminod&cidos. El andlisis in silico, reveld que de los 140 amino4cidos que componen
a la proteina HACD1/CAP los 125 aminoéacidos correspondientes a la porcion N-
terminal son idénticos a HACD1, mientras que los 15 aminoacidos correspondientes
a la porcién C-terminal no estan presentes en la secuencia de HACD1. Esto
producto de las modificaciones postranscripcionales (splicing alternativo) donde se

elimina la secuencia IVHCLIGIVPT (motivo de union de la fosfatasa) de los residuos
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del exén 3 de HACD1 y lo sustituye por la secuencia de 15 aminoéacidos
VSFPSCCFSIAVIFM (especifica de CAP) codificados en el intron rio abajo del exén
2, inmediatamente después del segundo dominio transmembrana iniciado en el
exon 2 la proteina se trunca, por lo cual carece del sitio activo para la actividad
fosfatasa de HACDL1. Es asi como estas modificaciones producen un cambio en la

funcioén de la proteina (Figura 7) [74.75],

El producto de traduccion predicho tiene un peso molecular calculado de 14.9 kDa,
presenta una carga eléctrica neutra a un pH fisiolégico (pl 7.78). Asimismo, refieren
que su localizacion es citoplasmatica en un 94.19% debido a la carencia de péptido
sefial. Se han descrito dentro de su secuencia de aminoacidos la presencia de
Ser/Thr que le confieren la capacidad de poder sufrir modificaciones

postraduccionales como fosforilaciones [74.76],

HACD1/CAP ha sido aislada, caracterizada y purificada de extractos de cemento
maduro humano y bovino a partir de un anticuerpo monoclonal anti-CAP bovino,
ademas, se ha inmunolocalizado fuertemente en la matriz del cemento radicular, en
espacios enddsteales del hueso alveolar y en las zonas paravasculares del
ligamento periodontal, asi como en tejidos del corazén e higado levemente [74.77.79],
A partir de estudios de dicroismo circular, se ha comprobado que su estructura
secundaria se encuentra fundamentalmente compuesta por un 45.9% de
estructuras aleatorias, un 43.2% de estructuras a-hélice, un 8.9% de hojas 8 y un
2% de giro B. Investigaciones con FE-SEM indican que esta proteina se
autoensambla en nanoesferas con tamafios que van desde 7 a 27 nm de didmetro
[80], Estudios recientes han demostrado que HACD1/CAP induce la diferenciacién
de células troncales derivadas del ligamento periodontal humano hacia un fenotipo
mineralizante in vitro promoviendo la nucleacion de cristales de hidroxiapatita y
aumentando la actividad de la ALP, asi como la expresién de proteinas asociadas
al proceso de biomineralizacion, también presenta una actividad biol6gica al
favorecer la quimiotaxis de las células del ligamento periodontal y del hueso alveolar
hacia la superficie radicular. Se sugiere que su papel durante la adhesion podria

estar mediado por el receptor de integrinas a5B1, asi como por una alta afinidad por
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la fibronectina, la hidroxiapatita, la dentina y el cemento radicular. Se ha demostrado
que la proteina (HACD1/CAP) induce la proliferacion de fibroblastos gingivales
mediante la activacion de la via MAPK; esto es, a partir de la activacion de ERK2
por fosforilacion, lo cual finalmente conduce a la activacion del factor de
transcripcion c-fos y c-jun, dichos factores de transcripcion se encuentra relacionado
a la proliferaciéon celular 13877.80],  Otro hallazgo importante fue que HACD1/CAP
promueve la formacion de hueso nuevo en un defecto de tamafio critico en calvaria
derataenun 73% + 2,19% y un 87% * 1,97% a las 4 y 8 semanas respectivamente.

Por lo tanto, esta molécula tiene un gran potencial para ser utilizada en bioingenieria

y regeneracion de tejidos mineralizados 89,

10 20 30 40 50 60
CAP MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPLS PTSPRCAATM ASSDEDGTNG GASEAGEDRE
HACDl  MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPLS PTSPRCAATM ASSDEDGTNG GASEAGEDRE
10 20 30 40 50 60
70 80 90 100 110 120
CAP APGERRRLGV LATAWLTFYD IAMTAGWLVL AIAMVRFYME KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT
ArG £ LG LDATAW LAMTAGWL ¥ mvReE INME alll s 1K L0z LAE
HACD1  aApGERRRLGV LATAWLTFYD IAMTAGWLVL AIAMVRFYME KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT
70 80 90 100 110 120
130 140 150 160 170 180
CAP 1, LEVSFPS CCFSIAVIFM
HACDL  pALLEIVHCL IGIVPTSVIV TGVQVSSRIF MVWLITHSIK PIQONEESVVL FLVAWTVTEI
190 200 210 220 230 240
HACD1 pRySFYTFSL LDHLPYFIKW ARYNFFIILY PVGVAGELLT IYAALPEVKK TGMFSIRLPN
250 260 270 280
HACD1  yyNVSFDYYY FLLITMASYI PLFPQLYFHM LRORRKVLHG EVIVEKDD

Fig. 7: Secuencia de aminoéacidos de las isoformas HACD1/CAP y HACD1. Las letras en negrita
indican los Ultimos quince aminoacidos de la porcion C-terminal de la proteina HACD1/CAP que

estan ausentes en HACD1, mientras que las letras subrayadas indican el sitio activo de la proteina
HACD1. Fuente: ExPASy Bioinformatics Resource Portal
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5.3 Péptido CAPp-15

Como se menciond anteriormente, HACD1/CAP es una proteina de 140
aminoacidos de los cuales mediante un splicing alternativo la secuencia de 15
aminoacidos (VSFPSCCFSIAVIFM) de la porcién C-terminal sustituye el sitio de
actividad de la proteina HACD1, por lo cual se ha propuesto que esta modificacion

genera un cambio en la funcién de la proteina, lo que hace Unica esta region 811,

CAPp-15 es un péptido derivado de dicha secuencia, presenta aminoacidos como
valina, fenilalanina, prolina, isoleucina, alanina y metionina que le confieren un
comportamiento hidrofébico al estar en contacto con soluciones acuosas (Figura 8
y Tabla 1), con base en analisis in silico se ha propuesto que posee un punto
isoeléctrico (pl) tedrico de 5.48 y un peso molecular de 1.65 kDa. Estos dos ultimos
datos, son sumamente importantes ya que se ha informado que el peso molecular
al ser menor que el de la proteina completa disminuyen la probabilidad de
desencadenar una respuesta inmune, ademas, el pl es un indicador de que el
péptido adquiere una carga negativa al encontrarse en una disolucién a un pH
fisioldgico (pH ~7.4) debido a un proceso de desprotonacion; esta carga le permitira
interactuar con cationes divalentes como el calcio (Ca*?®), un elemento
imprescindible en el proceso de biomineralizacion. Asi mismo, el péptido ya ha sido

sintetizado 81.82],

En los dltimos afios las investigaciones de esta secuencia peptidica demostraron
gue tiene la capacidad de mimetizar algunas funciones de la proteina completa, por
ejemplo, al realizar estudios in vitro en un sistema de contradifusion libre de células
el péptido CAPp-15 a una concentracién de 20 pug/ml demostré que promovié la
nucleacion y regulo el crecimiento de esférulas de hidroxiapatita hasta un tamafio
aproximado de 200um, las cuales presentaron un crecimiento prismatico muy
ordenado B3], Posteriormente, a partir de estudios in vivo en defectos segmentales
de tamafnio critico (10mm) en la tibia de conejos Nueva Zelanda, el péptido CAPp-
15 a una concentracion de 3.4mg y después de 20 semanas posoperatorias

estimulo la regeneracion ésea mediante un modelo de crecimiento endocondral, lo
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gue favorecio la neoformacion tisular a diferencia de los defectos controles [75l. Otro
resultado importante, fue que en ratas cepa Wistar a las cuales se les realizd
ovariectomia bilateral para mimetizar la osteoporosis postmenopausica, el péptido
CAPp-15 a una concentracion de 40 y 80 pg/dia durante 12 semanas de tratamiento
demostrd que detuvo la pérdida 6sea y aumentd la ganancia de tejido mineralizado
hasta en un 92% en el hueso cortical del fémur y hasta un 95% en la vértebra L4, a
diferencia de los controles Bl Finalmente en el Ultimo afio se analiz6 la
funcionalizacion del péptido CAPp-15 sobre superficies de titanio (Ti) y oxido de
titanio (TiOz), los resultados revelaron que el péptido posee una adsorcion
preferencial a las peliculas de TiO,, promoviendo la precipitacion de hidroxiapatita
carbonatada después de 21 dias de incubacion en una disolucion fisiologica
simulada, asi mismo las superficies de Tiy TiOztratadas con CAPp-15 presentaron
un incremento significativo a diferencia de los controles durante un ensayo de
proliferaciéon celular al transcurrir 72h de cultivo y finalmente aumentaron los
mecanismos de adhesion y migracion celular de fibroblastos gingivales durante un

ensayo del cierre de una herida [62],

Estos hallazgos condujeron a preguntarnos si el péptido CAPp-15 seria capaz de
ejercer su efecto regenerativo a nivel de los tejidos periodontales, principalmente en
aquellos que dan el anclaje y soporte a los dientes, por lo cual se buscé generar un
defecto de tamafio critico (3x2x1mm) en la raiz vestibular del primer molar inferior

derecho en rata Wistar, para poder comprobarlo.
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Fig. 8: Modelo tedrico de la estructura secundaria de la proteina HACD1/CAP,
conformado por un 45.9% de estructuras aleatoria, un 43.2% de estructuras a-
hélice, un 8.9% de hojas By un 2% de giro B. La region en azul indica la zona
de 15 aminodcidos en el extremo C-terminal correspondientes al péptido

CAPp-15.

Fuente: EXPASy Bioinformatics Resource Portal

VSFPSCCFSIAVIFM

No polares
Alifaticos

V-P-1-A-M

No polares
Aromaticos

Polares sin
carga

S-C

Punto isoeléctrico (pl) de 5.48

Peso molecular de 1.65 kDa

Tabla 1: Caracteristicas fisicoquimicas de la secuencia de aminoacidos

del péptido CAPp-15.




5.4 Enfermedad periodontal

La destruccién del periodonto se asocia normalmente con la enfermedad
periodontal, aunque muchos otros factores, como traumatismos, envejecimiento,
infecciones, movimientos dentales de ortodoncia, enfermedades sistémicas y

genéticas, pueden contribuir a este proceso [3543],

La periodontitis forma parte de la clasificacion de las enfermedades periodontales,
su fisiopatologia se ha caracterizado por una inflamacion crénica, que conduce a la
activacion de proteinasas derivadas del huésped en respuesta a la colonizacion de
microorganismos periodontopatégenos (Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Prevotellas, Bacteroides forsythus, Eikenella, vy
Capnocytophaga) dentro de biopeliculas bacterianas alrededor del diente en el
surco gingival. Los signos patognoménicos de esta enfermedad incluyen sangrado
al sondeo, aumento de la profundidad de la bolsa, encia inflamada o enrojecida,
pérdida Gsea y alteraciones en la estructura del cemento radicular, o que conlleva
a la pérdida de insercion dental, por ende, las raices de los dientes quedan
expuestas aumentando asi la sensibilidad dental y, finalmente, la pérdida de los
dientes. Esto genera un impacto significativo en la salud bucal y la calidad de vida
en general de los pacientes [6284-88] | g evidencia actual respalda la influencia de
enfermedades multifactoriales, como el tabaquismo, en multiples respuestas
inmunoinflamatorias que hacen que los cambios en el microbioma disbiético sean
mas probables en algunos pacientes que en otros y probablemente influyan en la

gravedad de la enfermedad en dichos individuos [84],

La enfermedad periodontal es un problema de salud grave y generalizado en la
poblacién adulta en todo el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud estima que
la periodontitis grave, definida como una bolsa subgingival de profundidad mayor o
igual a 6 mm, ocurre en el 5-20% de los adultos en todo el mundo, pero cuando se
incluyen individuos con formas mas leves de la enfermedad, es decir, bolsas de 4 a
5 mm de profundidad, la prevalencia de periodontitis aumenta hasta

aproximadamente el 35-50% de la poblacion adulta, por lo cual el tratamiento y la
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prevencion de esta enfermedad toma importancia tanto para los especialistas
periodontales, los programas de salud bucodental, la medicina regenerativa

periodontal y la ingenieria de tejidos (841,

La terapia periodontal convencional esta dirigida al control de la infeccidn, al eliminar
o reducir las bacterias localizadas en la placa dentobacteriana mediante técnicas de
desbridamiento de la superficie radicular para inducir la curacion a través de vias de
reparacion. De hecho, cuando la lesién periodontal se trata retirando la biopelicula
de las raices afectadas, las células epiteliales de la encia repoblaran la herida,
debido a su recambio de poblacién mas rapido, y estableceran una interfaz entre
los tejidos blandos y la raiz formando un epitelio de union largo, ya que el periodonto
tiene una capacidad limitada para la auto regeneracion. Aun asi, durante décadas,
se han utilizado varios procedimientos, incluidas las proteinas derivadas de la matriz
del esmalte (Emdogain®) 89, la regeneracion tisular guiada °9 y la colocacién de
injertos 6seos 89, Sin embargo, el tratamiento de los defectos infradseos se asocia
con un alto grado de variabilidad en los resultados clinicos P1l. En consecuencia, la
regeneracion de hueso, cemento y ligamento periodontal eficaz sigue siendo un
desafio. Por lo cual deben desarrollarse nuevos tratamientos para la periodontitis
gue mimeticen los procesos fisioldgicos para permitir generar nuevamente una
homeostasis celular capaz de orquestar la regeneracion periodontal. Los avances
recientes en la medicina regenerativa han encontrado el camino para tales mejoras

al presentar oportunidades innovadoras para la ingenieria de tejidos periodontales.
[3,92-95]
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5.5 Medicinaregenerativa periodontal

La regeneracion se define como la reproduccién y reconstruccion de una parte del
cuerpo perdida o lesionada de tal manera que la arquitectura y la funcién de los

tejidos perdidos o lesionados se restablecen por completo [25],

La ingenieria de tejidos es un campo cientifico enfocado principalmente en restaurar
los érganos dafiados a su forma y funcién originales a través de la combinacion de
células, andamios biomiméticos y biomoléculas (factores de crecimiento, citocinas
y péptidos) que tengan la capacidad de promover la migracion y union de las células
apropiadas al sitio de curacién con la posterior diferenciacion celular, es decir en el
caso de los tejidos periodontales, actuar como osteoblastos, cementoblastos o
fibroblastos del ligamento periodontal. Por lo tanto, el objetivo final de la medicina
regenerativa periodontal y de la ingenieria de tejidos periodontales es mejorar la
migracion, proliferacion y diferenciaciéon de las células troncales enddgenas y/o
exdégenas hacia fenotipos terminales apropiados y favorecer la biosintesis de los
componentes de la matriz extracelular que apoyan la recuperacion y regeneracion

del periodonto, previniendo asi la pérdida dental [25.95.96],

Numerosos estudios in vitro han descrito el potencial de las células troncales
mesenquimales (MSC) de origen dental, para diferenciarse no solo hacia los tres
linajes estromales principales (hueso, grasa y cartilago) sino también hacia
hepatocitos, miocitos y neuronas 259791, Para esto, estas células tienen que cumplir
con caracteristicas como una alta expresion de antigenos de superficie CD90,
CD73, CD105y CD44, y carecer de la expresion de marcadores hematopoyéticos,
incluidos CD34, CD45 y HLA-DR 9; A la luz de su capacidad de autorrenovacion y
su vasta plasticidad, estas células pueden cubrir un amplio espectro de aplicaciones
clinicas tanto en medicina como en odontologia. Sin embargo, los problemas
relacionados con el lugar de recoleccién han llevado cada vez mas la investigacion
hacia tejidos mas accesibles donde encontrar MSC. La ultima frontera de la
regeneracion de tejidos se ha logrado con el novedoso concepto de la medicina

basada en residuos bioldgicos. Aqui, los tejidos “desperdiciados” como los terceros
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molares y los dientes deciduos exfoliados son un recurso de compuestos
bioldgicamente activos, al igual que de MSC 31, Independientemente, siempre se
debe tomar en cuenta la presencia de MSC endégenas las cuales residen en
microambientes especializados también llamados nichos, que las mantienen en un
estado indiferenciado y autorrenovable. Por lo tanto, las MSC enddgenas son
capaces de iniciar un proceso de proliferacion y diferenciacion celular, siempre y

cuando sean biol6gicamente activadas de manera adecuada 199,

Aun asi, la ingenieria de tejidos periodontales debe enfrentarse a varios desafios.
Por ejemplo, igualar las caracteristicas micro ambientales naturales de los tejidos,
la biocompatibilidad y biomecéanica de los andamios, la optimizacién del niumero y
la calidad de las células. Igualmente, seria importante incluir la capacidad de un
agente que promueva la biomineralizacion de cemento nuevo a lo largo la superficie
radicular, para favorecer la insercion de las fibras del ligamento periodontal en el
cemento radicular y hueso alveolar 5. Por lo cual, para favorecer estos procesos,
actualmente se han utilizado péptidos sintéticos que tienen la capacidad de influir
en el comportamiento celular y modificar las propiedades del andamio, dando como
resultado una mejora en la adhesion, proliferacion, migracién, diferenciacion,
angiogénesis y biomineralizacion celular que se requieren dada la naturaleza
compleja de los tejidos periodontales. Entre estos péptidos de han reportado
secuencias como el péptido de crecimiento osteogénico (OGP), el péptido de tres
aminoacidos  arginina-glicina-aspartato  (RGD), los péptidos derivados
principalmente de BMP-2, BMP-7 y BMP-9, el péptido P-15, asi como el péptido 1
derivado de la proteina del cemento 1(CEMP-1-p1), cada uno presenta actividades
celulares especificas. Sin embargo, todos comparten ventajas terapéuticas sobre
otras moléculas como mayor estabilidad, buena biocompatibilidad con el andamio,
son moléculas bioactivas faciles de producir, procesar y modificar, pueden
prepararse en condiciones bien definidas y controladas, por lo cual presentan menor
costo y complejidad de produccién en comparacion con los biofarmacéuticos
basados en proteinas, también presentan mayor especificidad hacia los tejidos, por
lo general, son menos inmunogénicos que las proteinas y los anticuerpos

recombinantes, esto porque los productos de degradacion de los péptidos son
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aminoacidos y, dada su vida media corta, pocos péptidos se acumulan en los
tejidos, lo que minimiza los riesgos de toxicidad causados por sus metabolitos. Por
lo cual estas moléculas facilitan para la ingenieria de tejidos periodontales el

desarrollo de nuevas técnicas regenerativas minimamente invasivas 1011,

5.6 Modelo animal para la regeneracidén periodontal

La aplicacion traslacional del conocimiento experimental in vitro e in vivo al entorno
clinico es el objetivo final de la investigacion biomédica. Cada vez mas, la
justificacion de la investigacion basica debe basarse en la relevancia y aplicabilidad
aun problema clinico. Sin embargo, como requisito previo para los estudios clinicos,
se requieren modelos para explicar la causalidad de las observaciones y los
resultados del tratamiento. Aunque se puede realizar algo de trabajo
utilizando sistemas in vitro, en Ultima instancia, se requieren sistemas animales para
probar la seguridad y eficacia de los datos adquiridos antes de transferirlos a los

seres humanos [102],

Las investigaciones destinadas a comprender los mecanismos celulares y
moleculares que controlan el desarrollo y la regeneraciéon de los tejidos
periodontales han utilizado modelos in vitro e in vivo. Los modelos in vitro incluyen
cultivos celulares en los que las células pueden manipularse de diversas formas
para imitar el entorno in vivo dando asi una aproximacion a los procesos fisioldgicos.
Sin embargo, la respuesta completa del huésped no puede ser estudiada solo in
vitro, por lo tanto, la inclusion de diversos modelos animales es de vital importancia
para la ingenieria de tejidos periodontales, ya que se puede alcanzar a reflejar las
interacciones entre el huésped-célula-andamio-biomoléculas, por lo tanto, permiten

monetizar con mayor precision las actividades regenerativas en humanos 151,

Durante las investigaciones in vivo, la especie animal utilizada depende en gran
medida de la pregunta de investigacion o del modelo de enfermedad. En general,

las especies mas pequefias como roedores, conejos y hurones son mas
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convenientes para la investigacion relacionada con enfermedades, mientras que los
animales mas grandes como caninos, felinos, cerdos miniatura y primates no
humanos son mas apropiados en los estudios dirigidos a la curacion de tejidos. En
comparacion con las especies mas pequefas, la anatomia de los animales mas
grandes se parece mas a la arquitectura dentoalveolar humana. Sin embargo, estos
animales presentan desventajas como, un costo elevado para el cuidado y la
crianza, problemas de manejo por su tamafo, alteraciones oclusales traumaticas y
se requiere de mucho tiempo para obtener resultados, en cambio los roedores tiene
como ventaja tener un menor costo para el cuidado y crianza, no presentan
problemas de manejo, se pueden obtener con modificaciones genéticas y requieren
menor tiempo para la obtencién de resultados, la Unica desventaja es que sus
incisivos no tienen raices o, si tienen, son pequefias, abiertas apicalmente y crecen
continuamente durante toda la vida. Por lo tanto, los modelos de defectos
periodontales en roedores solo se pueden practicar en los dientes molares ya que

son los Unicos que comparten una anatomia dental similar al humano [102.103],

En los roedores se han utilizado muchos modelos de enfermedad periodontal. Por
ejemplo, se ha demostrado el desarrollo de periodontitis, después de la colocacion
de ligaduras en el surco gingival alrededor de los molares, con el objetivo de
aumentar la acumulacion de biopelicula bacteriana 11941051 también diferentes
investigadores han utilizado tejido gingival inoculado con sustancias quimicas,
microorganismos o sus productos para provocar la enfermedad periodontal o han
usados cepas de roedores manipuladas genéticamente para centrarse en los
componentes individuales de la respuesta del huésped [106.107] Recientemente, en
diferentes cepas de ratas, incluidas Sprague-Dawley y Wistar se ha estandarizado
un modelo de “defecto periodontal de tamafio critico” o también llamado “modelo de
fenestracion de la raiz del diente”, el cual permite la eliminacion de los tres tejidos
del aparato de soporte del diente (cemento, ligamento y hueso) y la creacion de un
defecto estandarizado aislado de la cavidad bucal, el procedimiento comienza con
una incision extraoral lateral a la mandibula y la debridacion del misculo masetero.
Posteriormente en el hueso mandibular lateral a la altura de una protuberancia 6sea

en forma de lagrima o gota se extrae la cortical 6sea con dimensiones
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estandarizadas (3x2x1mm) para visualizar las raices de los dientes, seguido de la
eliminacion del ligamento periodontal y del cemento radicular para exponer la
dentina del diente. Finalmente, el material de prueba se puede aplicar en el defecto
y se reposicionan los tejidos [198.1091 Este modelo es una herramienta ideal ya que
presenta la capacidad de mantener las cargas mecanicas fisiolégicas y controla
otros factores externos, como la influencia microbiana, lo cual, es de gran valor para
probar nuevos biomateriales o biomoléculas como péptidos. También permite
evaluar mediante microtomografia computarizada, técnicas histologicas
descriptivas, inmunotincion o analisis de ARN, si un factor provoca una respuesta

bioldgica favorable durante los procesos de regeneracion periodontal [108],
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VI.

VII.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Segun la Academia Americana de Periodoncia en el afio 2016, el 70% de la
poblacion mexicana, presentaba algun tipo de enfermedad periodontal,
principalmente periodontitis. Esta enfermedad ocasiona la destruccién de los tejidos
del periodonto y si no es tratada a tiempo causara la pérdida de los dientes,
generando alteraciones en el estado de salud y calidad de vida de cada individuo.
Por lo que, el objetivo de la terapia periodontal se basa principalmente en detener
la evolucién de la enfermedad y regenerar las estructuras perdidas. Aun asi, durante
décadas, se han utilizado varios procedimientos, incluidas las proteinas derivadas
de la matriz del esmalte (Emdogain®), la regeneracion tisular guiada y la colocacion
de injertos 6seos. Sin embargo, el tratamiento de los defectos infradseos se asocia
con un alto grado de variabilidad en los resultados clinicos. En consecuencia, la
regeneracion de las estructuras de soporte de los dientes, es decir, las interfaces
cemento-ligamento-hueso son limitadas ya que se requieren la sinergia de todos los

eventos celulares y moleculares involucrados en la regeneracion de estos tejidos.

Para lograr una reparacion y regeneracion completas es necesario recapitular el
proceso de desarrollo del cemento radicular, hueso alveolar y fibras del ligamento
periodontal. ElI conocimiento detallado de la biologia del cemento es clave para
comprender cémo funciona el periodonto, identificar problemas patologicos y
desarrollar terapias exitosas dirigidas a la completa regeneracion del aparato de

insercion.

JUSTIFICACION

La medicina regenerativa periodontal y la ingenieria de tejidos periodontales, ha
realizado multiples investigaciones enfocadas en averiguar los procesos necesarios
en la regeneracion de los tejidos del periodonto y han comprobado que las células,

proteinas y biomoléculas de sefalizacion encontradas en el periodonto presentan
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una capacidad reparativa y regenerativa, que les permite inducir la sintesis de
colageno, la osteogénesis y cementogenesis. Por lo tanto, el péptido CAPp-15 al
ser originado de una proteina cemento especifica, puede lograr una interaccion
positiva con los tejidos de soporte del periodonto para inducir dichos procesos. Con
base a las investigaciones previas, se ha demostrado que tiene la capacidad de
promover la nucleacion de cristales de hidroxiapatita, favoreciendo asi la
regeneracion 6sea en modelos in vivo, ademas, aumenta los mecanismos de adhesion
y migracion celular de los fibroblastos gingivales. Al tratarse de un péptido nos brinda
ventajas como una estructura quimica mas estable, su tamafio reduce la
probabilidad de desencadenar una respuesta inmune y su sintesis resulta mas
econdémica. Fue asi, como este proyecto se centrd en el estudio de las interacciones
del péptido sintético CAPp-15 (derivado de la proteina de adhesion del cemento
radicular HACD1/CAP) sobre los tejidos periodontales (cemento radicular,
ligamento y hueso alveolar), con la finalidad de evaluar su capacidad regenerativa
en un defecto de tamafio critico (3x2x1mm) en la raiz vestibular del primer molar

mandibular en rata Wistar.

HIPOTESIS

e Hipotesis de trabajo

El péptido sintético CAPp-15, induce la regeneracion de los tejidos periodontales
(cemento radicular, ligamento y hueso alveolar) en un defecto de tamafio critico

(3x2x1mm) en la raiz vestibular del primer molar mandibular en rata Wistar.
e Hipdtesis nula

El péptido sintético CAPp-15, no induce la regeneracion de los tejidos periodontales
(cemento radicular, ligamento y hueso alveolar) en un defecto de tamafio critico

(3x2x1mm) en la raiz vestibular del primer molar mandibular en rata Wistar.
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IX.

XI.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el papel regenerativo del péptido sintético CAPp-15, sobre los tejidos
periodontales (cemento radicular, ligamento y hueso alveolar) en un defecto de
tamafio critico (3x2x1mm) en la raiz vestibular del primer molar mandibular en rata

Wistar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar los defectos periodontales en ratas Wistar mediante analisis
histomorfologico, para determinar la actividad del péptido CAPp-15, en la
neoformacion de los tejidos de soporte del periodonto.

e Evaluar la actividad del péptido CAPp-15 durante la expresion de
biomarcadores relacionados con los procesos de biomineralizacion,

mediante técnicas de inmunofluorescencia.

MATERIALES Y METODOS

11.1 Poblacion de estudio y consideraciones éticas

Se utilizaron 36 ratas macho, cepa Wistar de 18 semanas de edad con peso 250-
300 gr, obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM) y mantenidas en el bioterio de la Division de Estudios

de Posgrado e Investigaciéon (DEPel) en Odontologia, UNAM.

Se manejaron siguiendo el pardmetro de la norma oficial mexicana NOM-062-ZOO-
1999; la cual describe las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de animales de laboratorio. Ademas, para poder iniciar con el procedimiento

quirdrgico, asi como la estandarizacion de la técnica, se redacté y se envi6 el
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protocolo al Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la

Facultad de Odontologia, (CICUAL-FO), una vez que este fue aprobado se le asigno
el numero FO-M001- 0001-2019 (ANEXO 1).

11.2 Criterios de seleccion

Criterios de Inclusién:

Ratas macho cepa Wistar de 18 semanas de edad con peso 250-300 gr,
obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM); y mantenidas en el bioterio de la Division de
Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel) en Odontologia, UNAM.

Criterios de Exclusion:

Ratas con enfermedades sistémicas, lesiones tisulares en la zona quirdrgica.

Criterios de Eliminacion:

Ratas que durante el procedimiento quirargico se haga contacto directo con el
nervio dental de la raiz vestibular del primer molar mandibular o ratas que
desarrollen infecciones tisulares a causa de enfermedades infectocontagiosas
(virus, hongos o baterias) por causas no consecuentes al estudio, las cuales, en

caso de presentarse, seran evaluadas por un Médico Veterinario Zootecnista.
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11.3 Variables

Nombre de Definicién
la variable conceptual
Los individuos de una misma
. especie comparten caracteres
Esp_eC|e genéticos que les pemiten
animal asemejarse entre siy
distinguirse del resto de las
especies.
Edad del Tiempo que ha vivido la rata
. I Wistar contando desde su
anima nacimiento.
Sexo del _ (_Eondici()n organica que
. I distingue a losmachos de las
anima hembras.
Periodo deteminado durante
q el cual se realizara una accion
Tiempo o se desarrollara un
acontecimiento.
Defecto Son defectos periodontales,
odontal que por si solos no inducen
F:jerlo 0n~ a procesos de regeneracion.
e tamano
critico
Polvo de péptido
A sintético derivado de la
Peptido proteina
CAPp-15 de adhesion del cemento
radicular HACD1/CAP.
Conformado por la secuencia
de 15 aminoéacidos
(VSFPSCCFSIAVIFM) de la
porcién C-teminal de la
proteina per se.
Gelfoam® Hemostaticos 100%
y bioabsorbibles.
Satin

hemostatico

Tejido Proceso que llevan a cabo
ciertos organismos para

reg enerado recuperar y restablecer las
funciones de érganos células o

tejidos perdidos o dafiados.

HACD1/CAP, Proteinas asociadas a los
CEMP1 procesos de biomineralizacién.

OCNy BSP

Tabla 2: Variables del proyecto.

Definicién
operacional

Una rata de laboratorio es

una especie animal que se

utiliza para la investigacion
cientifica biomédica.

Se calculo segun la fecha
marcada en la bitacora del
animal hasta el dia de su
eutanasia.

Dato recolectado de la
bitacora clinica.

Periodo que transcurre
entre el evento quirdrgico y
la
eutanasia del animal para
su
posterior andlisis histolégico
e
histomorfométrico.

Es un defecto creado en la
raiz vestibular del primer
molar mandibular, con las

siguientes dimensiones
(3x2x1mm).

Esponja de Gelfoam®
estéril (3x2x1mm),
embebida con el péptido
CAPp-15 a una
concentracion de 34pg/mL.

Gelfoam®: Gelatina de piel
porcina purificada, indicada
en procedimientos
quirGrgicos como un auxiliar
para la hemostasia.
Satin hemostatico: Es un
sustrato a base de fibras de
celulosa oxidada, con
propiedades hemostaticas y
de alta adherencia.

Através de analisis
histomorfolégicos se
evaluard la presencia de los
tejidos periodontales
regenerados.

Utilizados como
anticuerpos, en las técnicas
de inmunofluorescencia.

Clasificacion Escala
de la variable de
segln su medicion
funcién en el
estudio
Independiente Cualitativa
Independiente Continua
Independiente Dicotémica
Independiente De razén
Independiente De intervalo
Independiente Continua
Independiente Dicotémica
Dependiente Dicotémica
Dependiente Dicotémica

Unidades
de
medicion
o posibles
valores

Wistar
Sprague-
Dawley
Long Evans

Semanas

Macho
Hembra

Dia cero al dia
treinta.

Milimetros

Cero
concentracion
del péptido y
concentracién
experimental

Presente
Ausente

Presencia o
ausencia de
tejidos
vascularizados
conla
neoformacion
del cemento,
ligamento y
hueso

Se expresa
No se expresa

Funcioén de la
variable

Variable de
caracterizacién que me
pemite saber las
caracteristicas de la
especie en estudio.

Variable de intervencién
que me pemite saber el
completo desarrollo de la
raiz vestibular del primer
molarmandibular.

Variable clinica que me
pemite seleccionar el
grupo de estudio seguin
sus cualidades.

Variable de intervencion
que me pemite medir los
dias de evolucién de cada

uno de los grupos
experimentales.

Variable que me pemite
controlar y estandarizar
los defectos periodontales
en todos los grupos
experimentales.

Variable que me pemite
identificar cada uno de los
resultados segln la
comparacion entre grupos
controles y
experimentales.

Variable que me pemite
identificar cada uno de los
resultados segln la
comparacion entre grupos
controles y
experimentales.

Variable que me pemite
identificar la insercién de
las fibras de Sharpey
provenientes del
ligamento periodontal, en
el cemento radicular y
hueso alveolar.

Variable que me pemite
identificar en los tejidos
del defecto periodontal, la
presencia de marcadores
relacionados con los
procesos de
biomineralizacion.
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11.4 Seleccién de grupos

Se construyeron cuatro grupos de trabajo, dentro de los cuales, un grupo era piloto,
dos grupos fueron de control y uno experimental. Los animales fueron asignados
aleatoriamente para cada una de las diferentes condiciones para formar asi, el total
de la poblacion (n=36). Cada grupo estuvo constituido por 10 animales, a excepto

del grupo piloto que constaba de 6 animales, detallados a continuacion:

A. Grupo 0, piloto: Durante el procedimiento quirdrgico se trataron con satin mas
el andamio de Gelfoam® embebido con 25ug/mL del péptido de CAPp-15.

B. Grupo 1, experimental: Durante el procedimiento quirargico se trataron con
satin mas el andamio de Gelfoam® embebido con 25ug/mL el péptido de CAPp-
15.

C. Grupo 2, control positivo: Durante el procedimiento quirdrgico se trataron con
satin y un andamio de Gelfoam®.

D. Grupo 3, control negativo: Durante el procedimiento quirdrgico se trataron

solo con satin.

11.5 Sintesis del péptido CAPp-15

La sintesis de la secuencia VSFPSCCFSIAVIFM fue llevada a cabo por la casa
comercial NEP (New England Peptide) a partir de la técnica de sintesis peptidica
en fase sodlida (SPPS). Durante este proceso los ciclos repetitivos de
acoplamiento-lavado-desproteccion-lavado son muy meticulosos ya que se
requiere del empleo de agentes de acoplamiento, es este caso se utilizé Fluorenil-
9-metoxicarbonil (Fmoc) como protector de extremo amino terminal, t-Butil-éster
para la porcion carboxilo terminal y acido tricloroacético (TFA) como eluyente.
Posteriormente el péptido se preparé a una concentracion de 25ug/mL en agua

bidestilada.
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11.6 Preparacion del andamio

Se utiliz6 como matriz Gelfoam®, previamente fue cortada a las medidas exactas
del defecto periodontal (3x2x1mm), posteriormente se embebié con 1mL del péptido
CAPp-15, el cual ya estaba diluido en agua bidestilada a una concentracién de
25ug/mL, este procedimiento se realizo bajo condiciones de esterilidad, y al final el

andamio se coloc6 durante 24h con luz UV.

11.7 Diseio del estudio
Este estudio se realizO mediante un disefio experimental de tipo comparativo,
(Figura 9).

Se utilizaron 36 ratas macho cepa Wistar divididas en un grupo piloto (n=6) y tres grupos de trabajo (n=10).
Se climatizaron 7 dias previos al procedimiento quirargico.
¥

Posteriormente se les realizo un defecto periodontal de tamario critico (3x2x1mm) en la raiz vestibular del primer molar
mandibular derecho. El cual previamente fue estandarizado en los animales piloto.

IS 0 L
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
b bt b bss
Satin Satin
+ + Satin
Gelfoam® Gelfoam® + Satin
+ + Gelfoam®
CAPp-15 CAPp-15
L L

Se les coloco una infiltracién intramuscular de antibiético y antiinflamatorio cada 24 horas durante 8 dias
posteriores al procedimiento quirargico.

Transcurridos 30 dias posoperatorios, se realizo la eutanasia.

Recoleccion de los tejidos.

Fijacién con formaldehido al 10% durante 2 dias.
Desmineralizacion con la EDTA al 10% durante 28 dias.
Procesamiento histoldgico y tincién Tricrémica de Masson.
Analisis histomorfologicos.

1.
2.
3.
4.
5.
6

\ . Anadlisis de inmunofluorescencia. /

Fig. 9: Esquema general del disefio experimental
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11.8 Defecto periodontal en rata Wistar

Inicialmente los animales se climatizaron durante 7 dias previos al procedimiento
quirdrgico, con agua y alimento ad libitum, con ciclos de luz de 12h iniciando a las
7 am., en cuartos a 18-22°C con el 30-70% de humedad. Primero se realiz6 la
prueba piloto en seis animales. Esto nos permitié identificar los tiempos operatorios
y evaluar con precision la localizacion anatémica de la zona quirurgica, asi como el
manejo de los tejidos y el posoperatorio de los animales, con la finalidad de mejorar
0 corregir los problemas surgidos en el pre, trans, posoperatorio y durante el
procesado de los tejidos. Para finalmente estandarizar la técnica quirdrgica. El
cirujano y el equipo de apoyo (instrumentista, circulante, técnico encargado del
bioterio y veterinario) operaron a todos los animales tanto en la prueba piloto como

en el resto de los procedimientos experimentales.

Una vez que la técnica ya estaba estandarizada, se llevd a cabo el defecto
periodontal de tamafio critico (3x2x1mm) en la raiz vestibular del primer molar
mandibular derecho en cada animal de los respectivos grupos. Durante el
procedimiento se filmé un video, asi como la toma de imagenes de cada una de las
etapas del procedimiento quirargico, las cuales se presentan mas adelante. Los

pasos del procedimiento quirdrgico son los siguientes:

1. Se realiz6 anestesia y sedacion utilizando Zolazepam (20-40 mg/kg) y Maleato

de Acepromacina (0.5-1 mg/kg) via intramuscular.

2. Se rasura la zona quirargica.

3. Después se realiz6 la asepsia y antisepsia de la zona quirdrgica con Gluconato
de Clorhexidina al 4%, posteriormente se reforzé la anestesia de manera local
mediante técnica infiltrativa, utilizando 0.2 ml de lidocaina (HCL) al 2% con
epinefrina 1:100000.
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A continuacion, se localizaron dos puntos de referencia anatomicos (la glandula
parétida y comisura labial) para realizar una incision lineal de 5 mm entre cada
punto (Figura 10), después se levanté un colgajo epitelial para localizar dos
estructuras anatomicas que guiaran la segunda incision, estas son el conducto

parotideo y el nervio facial (Figura 11).

Inmediatamente se realizé una segunda incisiéon sobre el misculo masetero en
el centro de los puntos de referencia, hasta llegar al periostio del borde inferior
de la mandibula, esta incisién nos permitié disecar los musculos e inserciones
de los ligamentos superpuestos y asi poder exponer el cuerpo mandibular
(Figura 12).

Para la realizacion del defecto periodontal, se localizé en el plano mandibular
una region opaca con un aumento de tamafo 6seo en forma de “gota”, en el
centro de esta region se delimité con una fresa de bola No. 2 la raiz vestibular
del primer molar, posteriormente se realiz6 el defecto periodontal con una fresa
de bola No. ¥4, hasta tener un campo operatorio de 3x2x1 mm (Figura 13),

abarcando asi las tres caras de la raiz vestibular (mesial, vestibular y distal).

Posteriormente con el explorador se retira el ligamento periodontal y se raspa

el cemento radicular.

Durante todo el procedimiento quirdrgico se mantiene con irrigacion constante

con solucién amortiguadora de fosfato estéril (PBS).

Después se colocaron los andamios respectivos para cada grupo.

10. Finalmente se realizo el cierre de la herida, con una sutura de acido poliglicélico

(PGA) de 4-0 mediante la técnica de sutura continla festoneada, primero se
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afrontaron los planos profundos (tejidos musculares) y posteriormente se suturd

la piel con la misma técnica y sutura.

11.Una vez que el procedimiento quirdrgico término, las ratas se mantuvieron con
un tratamiento posoperatorio el cual correspondia a una infiltracion
intramuscular de antibiético (enrofloxacina 50 mg/ 1ml, [0.005mL] cada 24 horas
durante 8 dias) y de antiinflamatorio (meloxicam 20 mg/ 1ml, [0.1mL] cada 24

horas durante 8 dias).

Fig. 10: Modelo esquematico del procedimiento quirirgico para crear un defecto periodontal
critico en rata Wistar; Se identifican las referencias anatomicas: glandula pardtida (flecha

azul) y la comisura labial (fecha verde), para realizar la primera incisién de 5mm (linea

[Fuente propia]
punteada blanca) en el centro de estas estructuras .
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Fig. 11: Modelo esquematico del procedimiento quirurgico para crear un defecto periodontal
critico en rata Wistar; Se identifican las referencias anatomicas, el Conducto parotideo (flecha

amarilla) y el nervio facial (fecha azul), en el centro de estas estructuras, sobre el musculo
. ., , [Fuente propia]
masetero se realiza una segunda incision marcada por la linea punteada blanca .

Fig. 12: Modelo esquematico del procedimiento quirirgico para crear un defecto periodontal
critico en rata Wistar; Una vez realizada la segunda incision, se puede observar el borde
inferior de la mandibula (flecha verde), después se localiza una regién opaca con un aumento

de tamafio 6seo en forma de “gota” (flecha roja), en esta zona se iniciara la eliminacion de la
. . . , . . [Fuente propia]
cortical 6sea hasta localizar la raiz vestibular del primer molar .
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Fig. 13: Modelo esquematico en 3D, del procedimiento quirdrgico para crear un defecto
periodontal critico en rata Wistar; Una vez eliminada la cortical 6sea del hueso mandibular
(recuadro punteado negro) se observa la raiz vestibular del primer molar, sobre la cual se

elimina cemento radicular y ligamento periodontal (circulo punteado azul). La linea roja

. , . . . [Fuente propia]
representa el trayecto intradseo del nervio alveolar inferior :

11.9 Eutanasia

Al término de la cuarta semana posoperatoria (30 dias), se realiz0 la eutanasia con

monoxido de carbono para evitar dolor y sufrimiento a los animales.

Después mediante técnicas de diseccion se retird la piel, masculos y huesos
circundantes para obtener el hueso mandibular derecho, en seguida se lavé con
agua corriente y se fijé por inmersion con formaldehido al 10% durante dos dias,
para evitar la autolisis y permitir que los tejidos permanezcan sin cambios luego de

subsecuentes tratamientos.
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11.10 Procesamiento de los tejidos: Fijacion, Desmineralizacién,

Deshidratacion, Aclaramiento, Parafinizacién, Inclusién, Corte y Tincién.

Una vez transcurrido el tiempo de fijado, los tejidos se desmineralizaron con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) al 10% con un pH de 7.4 durante cuatro semanas.
Al término de este tiempo, el tejido se lavé con agua corriente y se colocé durante

una hora en alcohol al 70%.

Posteriormente, el tejido fue deshidratado mediante un esquema nocturno con
ayuda de un Histoquinete (Leica TP1020) durante 14h, lo que permitié controlar los
tiempos de calor, vacio, presion y agitacion, los perfiles de alcoholes fueron los

siguientes:

a) Alcohol al 80% durante una hora

b) Alcohol al 95%, 3 cambios, durante una hora c/u.
c) Alcohol absoluto, 3 cambios, durante una hora c/u.
d) Xileno, 3 cambios, durante una hora c/u.

e) Parafina, 3 cambios, durante una hora c/u.

f) Parafina, al vacio durante una hora.

Antes de iniciar la inclusion en parafina, el sitio quirargico se delimité para focalizar
la zona del defecto periodontal con ayuda de un microscopio estereoscépico (STEMI
SV 11 Carl Zeiss). El tejido correspondiente sélo incluia la zona del hueso
mandibular donde se localizaba el primer molar, después con ayuda de un centro

de inclusion de parafina, se realizaron los siguientes pasos para incluir los tejidos.
a) Se eligieron los moldes de inclusion adecuados segun el tamafio del espécimen.

b) Con unas pinzas precalentadas se coloco el tejido en el centro del molde de

inclusion y posteriormente se llend parcialmente con parafina.

c) Se acomodo en la posicion deseada el tejido y posteriormente se coloc6 sobre

el molde la caja procesadora.



d) Enseguida se termina de llenar el molde con parafina (Histoplast PE, Thermo

scientific) y se transfiere de la platina caliente a la platina fria.

e) Una vez que el molde se frio y la parafina solidificd, se desmonté la caja

procesadora, la cual tenia ahora el tejido de interés.

Posteriormente, para realizar los cortes del tejido a 5um de grosor, se empled un

micrétomo (KD-3358) con cuchillas de alto perfil (Leica 818).

Después los cortes obtenidos fueron montados en porta laminillas, las cuales

previamente habian sido salanizadas con Poli-L-lisina al 1%.

Finalmente se realiz6 la técnica de tincion Tricromica de Masson, conforme a los

siguientes pasos.

a)

b)

f)

9)

h)

Desparafinar y lavar con agua corriente seguido de una hidratacion con agua
destilada.

Posteriormente se mordentaron las laminillas con solucion de Bouin durante
toda la noche a temperatura ambiente.

A continuacion, se lavaron las laminillas con agua corriente hasta que las
secciones se aclararon coma seguido de un enjuague con agua destilada.
Las laminillas se colocaron en solucién de hematoxilina de hierro de Weigert
durante 10 minutos, después se lavaron con agua corriente durante 10
minutos MAas y se enjuagaron con agua destilada.

Las laminillas se colorearon con la solucion de fucsina &cida-escarlata de
Biebrich, durante 15 minutos seguido de un lavado con agua destilada.
Posteriormente se colocaron en solucion de &cido fosfotungstico-
fosfomolibdico, durante 10 a 15 minutos seguido de un lavado con agua
destilada.

Las laminillas se colocaron en una solucién de contraste de azul de anilina
durante 5 a 10 minutos, seguido de un lavado con agua destilada.

Se colocaron en &cido acético al 1% durante 3 a 5 minutos.

Finalmente se deshidrataron y aclararon a través del uso de alcohol etilico al
95%, alcohol etilico absoluto y xileno, se requirieron dos de cada uno, durante

2 minutos.
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j) Para concluir se montaron con un medio resinoso.

Las laminillas se observaron mediante microscopia 6ptica, utilizando el microscopio
Axioskope Il (Carl Zeiss, Alemania), se realiz6 la toma de secuencias fotogréficas,

para la posterior conformacion de la imagen microscopica.

11.11 Inmunofluorescencia

Para detectar HACD1/CAP vy proteinas involucradas en el proceso de
biomineralizacion, las laminillas se desparafinaron en xileno (2 veces por 10
minutos), se deshidrataron en concentraciones decrecientes de etanol (100%, 90%,
80%, 70%, 60% y 50%) durante 5 minutos cada una, seguido de 2 lavados con PBS
durante 5 minutos cada uno. Las secciones se incubaron toda la noche a 4°C, con
los anticuerpos primarios (BSP, OCN, CEMP1 y HACD1/CAP) a una dilucion de
1:100 en PBS més 2mg/ml de BSA. Al dia siguiente se lavaron con PBS mas
Tween 20 al 0.01% por 5 min cada unay finalmente un ultimo lavado solo con PBS.
En seguida se realizé la incubacién del anticuerpo secundario acoplado a la enzima
isotiocianato de fluorescencia (FITC) a una dilucién de 1:50 o Alexa Rojo a una
dilucion 1:400, durante 2h a temperatura ambiente. Al término de este tiempo, se
realizaron los lavados de la misma forma descrita en la incubacion del anticuerpo
primario. Las laminillas se montaron y observaron en un microscopio de

epifluoresciencia indirecta Axioskope Il (Carl Zeiss, Alemania).
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XII.

RESULTADOS

12.1 Defectos periodontales en rata Wistar.

Se realizé el procedimiento quirdrgico, con los pasos ya establecidos en la raiz
vestibular del primer molar mandibular derecho en ratas Wistar, originando un
defecto periodontal de tamafio critico de las siguientes dimensiones: 2 mm de alto,
3 mm de ancho y 1 mm de profundidad. Durante la cirugia se respetaron las
estructuras dentarias adyacentes y la union epitelial, lo que evitd tener contacto con
la cavidad oral propiamente dicha. Para iniciar con el defecto, se cre6 una
fenestracion 6sea sobre los 2/3 cervicales de la raiz vestibular, por lo tanto, en esta
zona se elimind la cortical 6sea vestibular, después se retir6 el ligamento periodontal
y el cemento radicular. Durante todo el procedimiento se tomaron series fotograficas

(Figura 14, 15y 16) y se filmé un video (Anexo 2).

En total se operaron 42 animales, de los cuales 6 formaron parte de la prueba piloto,
6 se descartaron del proyecto segun nuestros criterios de eliminacién y los 30
animales restantes formaron parte de cada grupo. El seguimiento de cada uno de

los animales se describe en las tablas ubicadas en el Anexo 3.
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Fig. 14: Procedimiento quirurgico del defecto periodontal sobre la raiz vestibular del primer molar
mandibular derecho. (A) Vista de la zona quirtrgica, (B) Asepsia y antisepsia con gluconato de
clorhexidina, (C) Anestesia local infiltrativa, (D y E) Primera incision, guiada de laaltura de la glandula
parétida hacia la comisura bucal, (F) Referencias anatomicas que guian la segunda incision, la flecha
roja sefiala el nervio facial y la flecha azul sefiala el conducto parotideo.
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Fig. 15: Procedimiento quirdrgico del defecto periodontal sobre la raiz vestibular del primer molar
mandibular derecho. (A) Segunda incisién, (B) Diseccién de musculos y ligamentos superpuestos, (C)
Exposicion del cuerpo mandibular, la zona punteada limita la “gota”, (D) Fresado 6seo, (E) Localizacién
de la raiz vestibular y eliminacion del ligamento periodontal, (F) Vistaa mayor escala de la raiz vestibular.
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Fig. 16: Procedimiento quirargico del defecto periodontal sobre la raiz vestibular del primer molar
mandibular derecho. (A) Una vez realizado el segundo fresado se observa la lesién en el periodonto,
gue abarca el cemento radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar, (B) Colocacion del andamio
de Gelfoam sobre la lesion, (C) Colocacion del satin, (D) Reposicionamiento de los tejidos, (E) Sutura
muscular continua festoneada, (F) Sutura epitelial continda festoneada.
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12.2 Eutanasiay procesamiento de los tejidos

Transcurridos los 30 dias posoperatorios, se realizd la eutanasia con monoxido de
carbono a todos los animales. Se les retiraron las mandibulas junto con el musculo,
evitando desprender los tejidos cercanos al defecto periodontal. Después los tejidos
se procesaron siguiendo los parametros ya mencionados, pero antes de incluirlos
en parafina, se delimit6 el defecto periodontal con la ayuda de un microscopio
estereoscopico (STEMI SV 11 Carl Zeiss), para esto, se realizaron cortes verticales
y horizontales (Tabla 3, Figura 17), con la finalidad de minimizar el nUmero de
laminillas al momento de buscar el defecto periodontal y poder observar la raiz
vestibular del primer molar. Posteriormente se realizé la técnica de inclusion en

parafina y después se recolectaron cortes de 5 um de grosor.

Los tejidos se tifieron con la técnica Tricromica de Masson y las laminillas se
montaron y observaron mediante microscopia O6ptica utilizando el microscopio

Axioskope Il (Carl Zeiss, Alemania).
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Tabla 3: Parametros anatdmicos para la delimitacion del defecto periodontal

en la raiz vestibular del primer molar mandibular derecho, en rata Wistar.

Cortes para
delimitar el
defecto

periodontal

Primero

Segundo

Tercero

Cuarto

Pardmetros anatomicos para la delimitacion

Se realiz6 en direccion horizontal, en el cuerpo de la
mandibula, paralelo al trayecto del nervio alveolar del incisivo
y al plano oclusal. Al realizar este corte se elimina a su vez el
nervio alveolar del incisivo.

Se realizdé en direccion vertical, sobre la rama mandibular al
limite de la raiz distal del tercer molar y paralelo a la raiz mesial
del primer molar.

Se realizd en direccion vertical, sobre el reborde 6seo y el
diente incisivo, paralelo a la raiz mesial del primer molar este
corte nos permitio eliminar el incisivo.

Se realiz6 en direccién vertical, entre la raiz distal del primer
molara y raiz mesial del segundo molar cargando el corte hacia
la raiz distal del primer molar con el objetivo de limitar el
nimero de laminillas al momento de buscar el defecto y
observar la raiz vestibular del primer molar.
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Tercer molar Segundo molar Primer molar -

Fig. 17: Parametros anatémicos para la delimitacién del defecto periodontal en la raiz vestibular del
primer molar mandibular derecho, en rata Wistar. A) Vista oclusal de los molares mandibulares
correspondiente a una de las ratas piloto. La raiz vestibular se localiza perpendicular a la ctspide media
del primer molar. B) Vista bucal de la mandibula derecha correspondiente a una de las ratas piloto. Los
tejidos musculares circundantes al defecto periodontal no se eliminaron, porque ya se habia localizado
previamente la raiz vestibular del primer molar. Para iniciar los cortes, se identifico el plano oclusal
(linea roja) y el diente incisivo. Primer corte (linea punteada azul), segundo corte (linea punteada
verde), tercer corte (linea punteada amarilla) y cuarto corte (linea punteada negra).
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12.3 Andlisis histomorfoldgico

El analisis histomorfol6gico se hizo con el microscopio 6ptico Axioskope Il (Carl
Zeiss, Alemania). Se tomaron microfotografias de los cortes histolégicos con el fin
de analizar las zonas correspondientes a los bordes del defecto, asi como las
estructuras del tejido regenerado, para poder observar los patrones de regeneracion
periodontal. Se valor6 la vascularizacion de los tejidos, zonas de mineralizacion,
cuerpos celulares como fibroblastos, cementoblastos, osteoblastos, osteoclastos,

asi como la presencia de reacciones inflamatorias.

Se estudiaron cada uno de los cortes histologicos correspondientes a los cuatro

grupos de trabajo.

Dentro del grupo de animales piloto que se trataron con satin + Gelfoam® y el
péptido sintético CAPp-15 (Figura 18), se observa la presencia de cemento
radicular, ligamento y hueso alveolar en la zona del defecto periodontal, aun asi,
como la técnica de tincion fue deficiente, se calibraron los parametros para cada
una de las tinciones subsecuentes, esto nos permitié mejorar la visualizacion de los
tejidos. También se corrigi6 la posicion del defecto, este pasé de una zona cervical
a una mas apical sobre la raiz vestibular, esto para descartar la insercion de las
fibras de la encia y enfocarnos en la insercién de las fibras de Sharpey del ligamento

periodontal.

Posteriormente ya estandarizada la técnica, los resultados histomorfologicos del
grupo 1 de animales: que se trataron con satin + Gelfoam® y el péptido sintético
CAPp-15 (Figura 19-A), muestran en la zona del defecto la formacion continua de
una matriz cementoide a los 30 dias posoperatorios, esta se identificé por una
coloracion azul con la técnica Tricromica de Masson, el espacio del ligamento
periodontal se mantuvo y la organizacion de sus fibras empezaban a adquirir una
direccion oblicua. En el hueso alveolar se observa una matriz osteoide hipercelular

con centros azules de colagena y gran actividad de osteoclastos, caracteristico de
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un hueso en formacion. Ademas, los tejidos se encuentran altamente
vascularizados e inervados, lo que promueve la formacion y maduracion del tejido
mineralizado, permitiendo asi llevar a cabo un proceso de regeneracion periodontal.
A mayor aumento (Figura 19-B), se observa la insercion de las fibras de Sharpey
del ligamento periodontal en la matriz cementoide, se denota a la periferia de esta
matriz la presencia de cementoblastos y fibroblastos. Dentro del ligamento
periodontal se localiza la formacién de cementiculos (formacién mineralizada
circular de cemento). Por lo cual, podemos decir que en el grupo experimental
tratado con el péptido sintético CAPp-15, se ha obtenido la regeneracién de los
tejidos del periodonto, con una morfologia muy similar a un periodonto sano en

desarrollo.

El grupo 2 de animales: que se trataron con satin + Gelfoam® (Figura 20-A),
presentan en la superficie del defecto periodontal pérdida de la continuidad del
cemento radicular y algunas zonas con cemento remanente de estructura amorfa. El
espacio del ligamento periodontal esta disminuido y sus fibras estan muy
desorganizadas. El hueso alveolar se observa como una matriz osteoide hipercelular
con centros azules de colagena y también con gran actividad de osteoclastos
alejados del defecto. Hay mayor nimero de vasos sanguineos a lo largo del
ligamento periodontal, que posiblemente conlleven a una respuesta inflamatoria
exacerbada. A mayor aumento (Figura 20-B), no se observa la inserciéon de las fibras
de Sharpey del ligamento periodontal en el cemento remanente, lo que nos sugiere

una pobre reparacion del complejo periodontal.

El grupo 3 de animales: tratados solo con satin (Figura 21-A), se muestra una
pérdida continua del cemento radicular, el espacio del ligamento periodontal esta
disminuido y el hueso alveolar se observa como una matriz osteoide con poca
actividad celular. EI nimero de vasos sanguineos fue menor comparado con los dos
grupos anteriores. A mayor aumento (Figura 21-B), en la superficie del defecto, se
observa la falta de insercion de lasfibras del ligamento periodontal hacia la superficie

del cemento radicular ya que este esta ausente, incluso las fibras que se insertan
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en la matriz osteoide son deficientes. Ademas, los fibroblastos del ligamento
periodontal se aglomeraron observando una notable desorganizacién del complejo.

Finalmente, con estos resultados podemos decir, que el péptido sintético CAPp-15,
induce la regeneracion de los tejidos periodontales (cemento, ligamento y hueso
alveolar) en un defecto de tamafio critico (3x2x1mm) en la raiz vestibular del primer

molar mandibular en rata Wistar a diferencia de los dos grupos controles.

Fig. 18: Iméagenes histoldgicas representativas del grupo piloto a los 30 dias posoperatorios.

A) Estructuras del periodonto tefiidas con tincion Tricrbmica de Masson, se observa el defecto
periodontal cercano a la union cemento esmalte sobre la raiz vestibular del primer molar mandibular
derecho en rata Wistar, clave de laminilla BP-110-19. B) Amplificacién de la estructura de soporte
del periodonto, las flechas negras delimitan el defecto periodontal, y la flecha amarilla sefiala la matriz
cementoide. D- dentina, C- cemento radicular, LP- ligamento periodontal y HA- hueso alveolar. Se
observa regeneracion de los tejidos del periodonto.
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Fig. 19: Imagenes histologicas representativas del grupo I “Experimental” a los 30 dias
posoperatorios.

A) Estructuras del periodonto tefiidas con tincion Tricromica de Masson, se observa el defecto
periodontal localizado apicalmente sobre la raiz vestibular del primer molar mandibular derecho en
rata Wistar, clave de laminilla BP-168-19. D- dentina, C- cemento radicular, LP- ligamento
periodontal, HA- hueso alveolar y OC- osteoclastos. B) Amplificacion de la estructura de soporte
del periodonto, las flechas negras delimitan el defecto periodontal y la flecha amarilla sefiala la matriz
cementoide, que es completamente continua durante todo el trayecto del defecto. Se sefialan
estructuras celulares como fibroblastos (FB) y cementoblastos (CB), también la presencia de un
cementiculo (CT) y varios vasos sanguineos (VS). Se observa la regeneracion del cemento radicular
iniciando con una matriz cementoide, la reorganizacion de las fibras del ligamento periodontal y su
reinsercion tanto en la matriz cementoide, asi como en la matriz osteoide.
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Fig. 20: Imagenes histologicas representativas del grupo 2 “Control positivo” a los 30 dias
posoperatorios.

A) Estructuras del periodonto tefiidas con tincion Tricromica de Masson, se observa el defecto
periodontal localizado apicalmente sobre la raiz vestibular del primer molar mandibular derecho en
rata Wistar, clave de laminilla BP-162-20. D- dentina, C- cemento radicular, LP- ligamento
periodontal y HA- hueso alveolar. Se observa una matriz osteoide hipercelular con gran actividad de
osteoclastos (OC). B) Amplificacién de la estructura de soporte del periodonto, las flechas negras
delimitan el defecto periodontal y la flecha amarilla sefiala el cemento radicular remante de estructura
amorfa, con pérdida de la continua durante todo el trayecto del defecto, asi mismo las fibras de
colagena del ligamento periodontal se encuentran completamente desorganizadas. Se sefialan varios
vasos sanguineos (VS). En resumen, en este grupo control positivo solo se observa una gran actividad
Osea, una pérdida de la continuidad del cemento radicular y ausencia de la reinsercién de las fibras
de Sharpey.
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Fig. 21: Imagenes histologicas representativas del grupo 3 “Control negativo” a los 30 dias
posoperatorios.

A) Estructuras del periodonto tefiidas con tincion Tricromica de Masson, se observa el defecto
periodontal localizado apicalmente sobre la raiz vestibular del primer molar mandibular derecho en
rata Wistar, clave de laminilla BP-162-20. B) Amplificacién de la estructura de soporte del
periodonto, las flechas negras delimitan el defecto periodontal y la flecha amarilla sefiala la perdida
de la continuidad del cemento radicular. Se observa ausencia de la reinsercion de las fibras de
Sharpey. D- dentina, C- cemento radicular, LP- ligamento periodontal y HA- hueso alveolar.
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12.4 Inmunofluorescencia

Las laminillas se observaron al microscopio de epifluoresciencia indirecta
Axioskope Il (Carl Zeiss, Alemania), se tomaron fotografias a 40x y se compararon
con su correspondiente laminilla tefiida con la tincion Tricrémica de Masson. Se
evalu6 la expresion de marcadores relacionados con el proceso de

biomineralizacion, a los 30 dias posoperatorios a través de un doble marcaje.

En el grupo1 “Experimental”, tratado con el péptido sintético CAPp-15 se expreso,
HACD1/CAP, CEMP1, OCN y BSP en los cementoblastos circundantes a la matriz
cementoide y en los fibroblastos ubicados en el ligamento periodontal (Figura 22: A,
B,C,D,E,F, G Hel.

Nota: A causa de la pandemia que estamos viviendo, solo pudo realizar la

inmunotincidn en las laminillas correspondientes al grupo 1 “Experimental”.
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FITC ALEXA MERGE

Fig. 22: Inmunofluorescencia del grupo I “Experimental” a los 30 dias posoperatorios.

A) Estructuras del periodonto positivas a HACD1/CAP. B, E y H) Estructuras del periodonto positivas
a CEMPL. C) Estructuras del periodonto positivas a HACD1/CAP y CEMP1. D) Estructuras del
periodonto positivas a OCN. F) Estructuras del periodonto positivas a OCN y CEMP1. G) Estructuras
del periodonto positivas a BSP. 1) Estructuras del periodonto positivas a BSP y CEMP1. J)
Fotomicrografia tefiida con Tricromica de Mason, en la zona del defecto periodontal observamos la
presencia de matriz cementoide (triangulo amarillo), se sefialan estructuras celulares como fibroblasto
(FB) y cementoblastos (CB). Clave de laminilla BP-168-19.
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XIII.

DISCUSION

En los Ultimos afos las investigaciones del péptido sintético CAPp-15, demostraron

que tiene la capacidad de mimetizar algunas funciones de la proteina completa
[75,80,83]

Algunos de los beneficios al usar péptidos bioactivos son que al tener una cadena
corta de aminoacidos pueden ser sintetizados con mayor pureza y a menor costo,
logrando usar un dominio funcional sin dificultades, al ser moléculas de menor
tamano evitan el proceso de degradacion proteolitica y eliminan o disminuyen una
respuesta inflamatoria causada por el sistema inmune. Esto hace que los péptidos
bioactivos sean buenos candidatos para la ingenieria de tejidos, al emplearlos como
moléculas de sefalizacién, ya que tienen la capacidad de influir en el
comportamiento celular, dando como resultado una mejora en la adhesion,
proliferacion, migracion, diferenciacion, angiogénesis y biomineralizacion celular
[101], Por ejemplo, se han empleado estos péptidos para tratar defectos 6seos, como
el péptido de crecimiento osteogénico (OGP) incorporado en membranas de
biopolimeros de celulosa bacteriana o coldgena para determinar el potencial
osteoinductor in vivo en defectos segmentales en fémur de rata, sus resultados
mostraron que indujo un mayor porcentaje de tejido éseo en el area reparada a las
2 y 4 semanas a diferencia de las otras membranas [11°], también se han usado
péptidos derivados de las proteinas BMP-2, BMP-7 y BMP-9 que han demostrado
promover la diferenciacién osteogénica in vitro y la formacion 6sea in vivo 111, Otro
péptido que se empled para favorecer la regeneracion 6sea en un modelo de
fenestracion dental en perros fue el péptido analogo al dominio de unién celular de
la colagena de tipo | (P-15), este se incorpor6 a un injerto mineral 6seo inorganico
(ABM) con hialuronato de sodio, sus resultados mostraron un aumento en la
formacion de hueso nuevo en un 49% en comparacion de los controles, aun asi, no
se determind la concentracién utilizada para obtener dicho resultado 2. Como
podemos darnos cuenta existen varias secuencias peptidicas capaces de inducir

procesos de biomineralizacion osteogénica, sin embargo, lograr la regeneracion de
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todas las estructuras del periodonto ha sido un desafio para los investigadores, pues
la clave siempre ha sido inducir la biomineralizacion del cemento y por ende el
anclaje de las fibras de Sharpey en este tejido neoformado. Los hallazgos de este
estudio muestran que el péptido sintético de 15 aminoacidos de longitud (CAPp-15)
derivado de la porcion C-Terminal de la proteina de adhesion del cemento radicular
(HACD1/CAP) es una molécula bioactiva capaz de inducir la regeneracion de los
tejidos periodontales, especialmente en aquellos que insertan y soportan los dientes
(cemento radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar) al favorecer procesos
de biomineralizacion y la sintesis de fibras colagenas. Dicha capacidad como
promotor del proceso de biomineralizacion ha sido basada en investigaciones
previas realizadas por Salgado "3 y Hernandez 81 en donde demostraron a partir
de estudios in vivo, que CAPp-15 posee la capacidad de promover la formacién
O0sea de novo en tibias de conejo Nueva Zelanda y promover el proceso de
remineralizacién en ratas cepa Wistar con osteoporosis inducida. Cabe mencionar
gue hace poco tiempo, nuestro grupo de trabajo ha reportado el empleo del péptido
1 derivado de la proteina del cemento 1 (CEMP-1-p1) 54, en un modelo piloto de
regeneracion periodontal en rata Wistar al igual que el modelo de defecto creado en
este proyecto, los resultados indicaron que a una concentracion de 20ug CEMP-1-
pl favorece los procesos de regeneracion periodontal, estos hallazgos encaminan
nuestras investigaciones para buscar una sinergia de ambos péptidos como

inductores de la regeneracion de los tejidos del periodonto.

Con base en nuestros resultados, comprobamos que la homeostasis de la
biomineralizacién periodontal es un factor clave para la estabilidad a largo plazo del
complejo periodontal recién formado. Idealmente, el hueso alveolar y el cemento
radicular neoformados deben estar mineralizados, pero el ligamento periodontal no
debe estar mineralizado a largo plazo. Sin embargo, el ligamento periodontal
regenerado puede verse influenciado por los tejidos duros circundantes, lo que lleva
a una mineralizacion gradual, adelgazandolo y finalmente desapareciendo para
causar anquilosis dental. Por lo tanto, el mantenimiento de la homeostasis en la
biomineralizacion periodontal es fundamental para la estabilidad a largo plazo de

los tejidos regenerados. Una posible solucion es la estimulacion mecanica en el
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periodonto en regeneracién, que se cree que previene la anquilosis dentoalveolar y
la mineralizacion del ligamento periodontal 113, Nuestro modelo de “fenestracion”
proporciona un defecto més estandarizado capaz de mantener intactas las fuerzas
mecanicas de la masticacion, ya que no se realiza ninguna intervencion intrabucal
y por ende no se modifican las caras oclusales de los molares, lo que disminuye la
aparicion de una oclusion patoldgica que puede conllevar a una anquilosis dental.
Esto nos ha facilitado el analisis de resultados al descartar factores externos como
traumas oclusales que pueden dar falsos resultados. Asi mismo, Hernandez [81]
informo que el péptido CAPp-15 presenta propiedades biomecéanicas como soporte,
fuerza y resistencia a cargas mecanicas, lo que favorecié la recuperacion de la
funcién Osea, estos resultados son relevantes ya que nos hacen creer que el péptido
CAPp-15 disminuye la resorcion 0sea y radicular en nuestro modelo de trabajo, al
resistir y disipar las cargas mecanicas de la masticacion dentro de los tejidos

mineralizados.

En la actualidad existen una gran variedad de modelos animales que han sido
usados para el estudio de la regeneraciéon periodontal, sin embargo, los roedores
han sido considerados como buenos candidatos, debido a que el costo de su
cuidado y crianza es menor, también tienen un tamafio que facilita su manejo en
comparacion con los modelos en primates, perros y cerdos miniatura [102.103] Una
de las desventajas de usar este modelo animal durante el proyecto, es que se
requiere de gran habilidad y precision quirdrgica, asi como de una buena
visualizacion para lograr estandarizar y ejecutar el defecto periodontal en todos los
grupos de animales, ya que al ser una zona quirdrgica muy reducida se corre el
riesgo de afectar tejidos y estructuras anatémicas cercanas al defecto, lo cual puede
alterar el resultado. Esto sucedi6 en dos animales durante el procedimiento
quirdrgico al tener contacto con el nervio dental de la raiz vestibular, por lo cual, se
eliminaron del estudio, para evitar tener resultados falsos positivos. Aun asi,
nuestros resultados del grupo 1 (experimental) tratados con satin mas Gelfoam® y
el péptido sintético CAPp-15 (Figura 19), muestran en la zona del defecto la
formacion continua de una matriz cementoide a los 30 dias posoperatorios, el

espacio del ligamento periodontal se mantuvo y la organizacion de sus fibras
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empezaban a adquirir una direccion oblicua, en el hueso alveolar se observa una
matriz osteoide hipercelular con centros azules de colagena y gran actividad de
osteoclastos, caracteristico de un hueso en formacion. Ademas, los tejidos se
encuentran altamente vascularizados e inervados, lo que promueve la formacion y
maduracion del tejido mineralizado, permitiendo asi llevar a cabo un proceso de
regeneracion periodontal. En la literatura se han mencionado el empleo de péptidos
proangiogénicos como los péptidos miméticos del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), sin embargo, estos péptidos requieren la combinacién con

materiales osteogénicos para favorecer procesos de biomineralizacién 114,

En cuanto a los resultados obtenidos del grupo 1 (experimental) es importante
enfatizar que se observa la insercion de las fibras de Sharpey del ligamento
periodontal en la matriz cementoide. Al comparar este resultado con el empleo de
proteinas derivadas de la matriz del esmalte (EMD) en defectos periodontales
creados en dientes mandibulares de babuinos, se reporté a los 5 meses
posoperatorios un aumento en el relleno osed, asi como en el grosor del cemento,
pero este perdia su contacto con la dentina adyacente, asi como su continuidad en
ciertas zonas, a su vez se presentaron areas con una baja insercion de las fibras de
Sharpey 1151, Por lo cual, podemos decir que en el grupo experimental tratado con
el péptido sintético CAPp-15, se ha obtenido la regeneracion de los tejidos del
periodonto en un modelo in vivo, con una morfologia muy similar a un periodonto

sano en desarrollo.

Los resultados de la técnica de inmunofluorescencia, nos permitieron identificar en
el grupo 1 “experimental” tratados con 25ug/mL del péptido sintético CAPp-15, la
expresion de proteinas involucradas en la formacién de tejidos mineralizados como
la sialoproteina Osea (BSP), lo cual demuestra que se esta promoviendo la
nucleacién de cristales de hidroxiapatita ya que la expresion temporoespacial de
BSP coincide con la mineralizacion de hueso y de cemento radicular, esto al actuar
como un quimioatrayente de precementoblastos y promover su adhesion y
diferenciacion. Ademas, permite la union a la colagena por interacciones

electrostaticas proporcionandole direccionalidad al tejido mineralizado en formacion
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[35.5556], Por otro lado, la expresion de Osteocalcina (OCN), indica la formacién de
tejido mineralizado durante las Ultimas etapas de mineralizacion de la matriz
extracelular, esto por gran afinidad al Ca*? y a la hidroxiapatita 3559, Por Ultimo,
también se expresaron las proteinas cemento especificas como HACD1/CAP y
CEMP1, esto nos asegura que en el tejido neoformado se estan llevando a cabo
procesos celulares como la proliferacion, diferenciacion, quimiotaxis y la adhesion
celular, ademas estas proteinas han demostrado que aumentan la actividad de la
fosfatasa alcalina (ALP), que regulan el crecimiento y la composicion de los cristales
de hidroxiapatita, por lo tanto inducen procesos de biomineralizacion,
respectivamente [3538.67.69.7277.80] Por |o tanto, toda esta evidencia sefiala que el
péptido sintético CAPpl5 induce la participacion de estas proteinas en la
neoformacion de cemento radicular y hueso alveolar mediante un proceso de
biomineralizacion. Finalmente, la presencia de HACD1/CAP en el ligamento
periodontal pudiera indicar que las células del ligamento periodontal como
fibroblastos o incluso las células troncales adquieren un fenotipo precursor de
cementoblastos y/o osteoblastos, dando lugar a la formacién de nuevo tejido

mineralizado, esta idea se sustenta con los resultados obtenidos de Montoya [381.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados, concluimos que el péptido sintético de 15 aminoacidos
de longitud (CAPp-15) derivado de la porcién C-Terminal de la proteina de adhesion
del cemento radicular (HACD1/CAP) es una molécula bioactiva capaz de inducir los
procesos de regeneracion periodontal en el cemento radicular, ligamento
periodontal y hueso alveolar. Demostré a los 30 dias posoperatorios en la zona del
defecto la formacion continua de una matriz cementoide, el espacio del ligamento
periodontal se mantuvo y la organizacion de sus fibras empezaban a adquirir una
direccion oblicua, también se observo la insercion de las fibras de Sharpey en la
matriz cementoide. En el hueso alveolar se observd una matriz osteoide hipercelular

con centros azules de colagena y gran actividad de osteoclastos, caracteristico de
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un hueso en formacion. Ademas, los tejidos se encuentran altamente
vascularizados e inervados, lo que promueve la formacion y maduracion del tejido
mineralizado, permitiendo asi llevar a cabo los procesos de regeneracion
periodontal. También indujo la expresion de proteinas involucradas en la formacion
de tejidos mineralizados. Sin embargo, estos ultimos resultados no pudieron ser
comparados con los controles, por o que se necesita concluir con estas pruebas
para sustentar los hallazgos de la técnica de inmunofluorescencia. Aun asi, los
resultados histomorfologicos nos abren un panorama alentador en el entendimiento
de los procesos de regeneraciéon periodontal in vivo para dar lugar al uso del péptido
sintético CAPp-15 en nuevas terapias en el area de medicina regenerativa

periodontal.

PERSPECTIVAS

Como los resultados obtenidos se limitaron a solo 30 dias posoperatorios, y durante
este tiempo se inicid la formaciéon de matriz cementoide y osteoide pero no se
termind la maduracidon de estos tejidos, sugerimos ampliar los tiempos
posoperatorios para la eutanasia, ya que suponemos que facilitaria la visualizacion
de los tejidos completamente mineralizados. Asi mismo, sugerimos realizar los
mismos ensayos in vivo, pero ahora investigando la capacidad regenerativa de
CAPp-15 en combinacion con el péptido sintético CEMP-1-p1, pero como las
concentraciones adecuadas para la combinacion de estas moléculas bioactivas no
han sido reportadas, se sugiere realizar ensayos in vitro a diferentes
concentraciones para permitir resolver estas dudas ya que el uso excesivo o la

insuficiencia de cada péptido compromete los resultados in vivo.

Durante el andlisis de resultados, podria mejorarse la visualizacién y medicion del
defecto y de los tejidos regenerados empleando herramientas como la

microtomografia computarizada.
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XVII.

ANEXOS
Anexo 1: Aprobacion del protocolo “REGENERACION DEL DEFECTO
PERIODONTAL IN VIVO, INDUCIDO A TRAVES DE UN PEPTIDO DERIVADO DE
LA PROTEINA DE ADHESION DEL CEMENTO RADICULAR (CAPp-15)", por
medio del Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la
Facultad de Odontologia (CICUAL-FO).

Q
C \ UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
- ) FACULTAD DE ODONTOLOGIA
COMITE INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE
LABORATORIO

Ciudad Universitaria a 1 de mayo de 2020

CICUAL-FO/0008.2020
ASUNTO: Estatus de protocolo

VIRIDIANA AGUILAR SANCHEZ
PRESENTE

Atencion: Dra. Lia Alioth Hoz Rodriguez

Por medio la presente, me permito hacer de su conocimiento que una vez puesto a
revision ante el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de
la Facultad de Odontologia (CICUAL-FQ) el protocolo denominado “REGENERACION
DEL DEFECTO PERIODONTAL IN VIVO, INDUCIDO A TRAVES DE UN PEPTIDO
DERIVADO DE LA PROTEINA DE ADHESION DEL CEMENTO RADICULAR (CAPP-
15)” cuenta con el estatus de “APROBADO” con el siguiente numero asignado por el
CICUAL-FO: FO-M001-0001-2019.

Sin mas por el momento, quedo al pendiente para cualquier aclaracién o duda, asf mismo,
pongo a su disposicion el correo del CICUAL-FO: cicual-fo@fo.odonto.unam.mx

Saludos cordiales.

ATENTAMENTE
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”

MVZ. MARIO ALBERTO NIDOME CAMPOS
SECRETARIO DEL CICUAL-FO
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Anexo 2: Para ver el video del procedimiento quirdrgico, copia el siguiente link en

tu el buscador de Google.

https://drive.google.com/file/d/1uQgUwgOZHvTDMieZB8Yu9wXbUagglL76q/view?
usp=sharing

Anexo 3: Tablas de seguimiento de cada uno de los aminales.

Los numeros horizontales ordenados del 1 al 12, representas las siguientes etapas

del proyecto:

Cirugia

Posoperatoria (30 dias)
Eutanasia

Fijacion (2 dias)
Desmineralizacion (4 semanas)
Deshidratacién (14 horas)
Delimitacién del defecto
Inclusién en parafina

. Corte

10. Tincion

11. Toma de micrografias

12. Inmunofluorescencia

©o N OM®NE

No. de| Clave de
i laminilla 101112 Cometario

1 BP-105-19 ¢ » o ¢ & o o o+ . Grupo 1: Piloto

2 BP-106-19 ¢ o o o o o e o o o Grupo 1: Piloto

3 BP-107-19 ¢ ¢ ¢ o o o ¢ s . Grupo 1: Piloto

4 BP-109-19 ¢ o o o o o Grupo 1: Piloto

5 BP-110-19 ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ o o o o o e e Grupol:Piloto, (Figura 18)

6 BP-111-19 ¢ ¢ o ¢ ¢ o o o o o Grupo 1: Piloto

7 BP-112-19 ¢ o o e e o e s e . Grupo 1: Se elimina, por

contacto con el nervio

dental

8 BP-113-19 ¢ ¢ o o o o . Grupo 1: Se elimina, por

problemas técnicos
durante la delimitacion del

defecto

9 BP-131-19 ¢ ¢ o e e e e e o Grupo 1

10 BP-132-19 = = (= [e (e e e [e | . Grupo 1
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https://drive.google.com/file/d/1uQgUwgOZHvTDMieZB8Yu9wXbUaggL76g/view?usp=sharing
https://drive.google.com/file/d/1uQgUwgOZHvTDMieZB8Yu9wXbUaggL76g/view?usp=sharing

BP-148-19 Grupo 1: Se elimina, por
presentar un proceso

infeccioso

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

BP-153-19 ¢ ¢ o o o o . Grupo 1: Se elimina, por
problemas técnicos
durante la delimitacién del
defecto
BP-154-19 - Grupo 1
BP-163-20 - Grupo 1: Se elimina, por
contacto con el nervio
dental
BP-164-20 - Grupo 1
BP-165-20 - Grupo 2
BP-166-20 - Grupo 1
BP-167-20 - Grupo 1
BP-168-20 - Grupo 1: (Figura 19y 22)
BP-169-20 - Grupo 1
BP-170-20 - Grupo 1
BP-171-20 - Grupo 1
BP-180-20 - Grupo 2
BP-147-19 - Grupo 2
PB-149-19 - Grupo 2: Se elimina, por
presentar un proceso
infeccioso
BP-155-19 - Grupo 2
BP-159-20 - Grupo 2
BP-160-20 - Grupo 2
BP-161-20 - Grupo 2
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30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

BP-162-20

BP-172-20

BP-181-20

BP-108-19

BP-150-19

PB-156-19

BP-173-20

BP-174-20

BP-175-20

BP-176-20

BP-177-20

BP-178-20

BP-179-20

Grupo 2: (Figura 20)
Grupo 2
Grupo 2

Grupo 3: (Figura 21)
Grupo 3
Grupo 3
Grupo 3
Grupo 3
Grupo 3
Grupo 3
Grupo 3
Grupo 3

Grupo 3
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