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1. Resumen

El cemento radicular es el tejido conectivo mineralizado especializado
qgue cubre la superficie radicular de los 6rganos dentarios. Es un tejido poco
conocido a nivel celular y molecular, sin embargo, posee caracteristicas que lo
hacen dnico. Asimismo, se ha demostrado que su presencia y maduracion son
esenciales para la regeneracion de los tejidos periodontales.

En el presente trabajo se describe el aislamiento, clonacion y el efecto
de la transfeccion de fibroblastos gingivales humanos con el gen de la proteina
del cemento 1 (CEMP1). Se confirmé la presencia del gen por medio de
Northern Blot e Hibridacion in situ. Analizamos el efecto de la sobre-expresion
de este gen en:

1) Proliferacién celular, encontrando que las células transfectadas con
CEMP1 proliferaron hasta 2.5 veces mas que los controles.

2) Cultivo mineralizante, observando un incremento constante en la
cantidad y el tamafio de los nodulos y determinando que la razén Ca/P del
material depositado fue similar a la hidroxiapatita biol6gica.

3) Actividad especifica de fosfatasa alcalina, detectando un incremento
significativo.

4) Analisis de expresion de moléculas asociadas a la biomineralizacion,
como ameloblastina (AMBN), amelogenina (AMEL), enamelina (ENAM),
fosfatasa alcalina (ALP), osteopontina (OPN), osteocalcina (OCN),
sialoproteina 6sea (BSP), proteina de adhesion del cemento (CAP), CEMP1,
colagena tipo | (Col I) y un factor de transcripcion (Cbfal) por medio de RT-
PCR y Western Blot revelando que las células expresaron las moléculas
analizadas lo que sugiere un cambio de fenotipo hacia uno mineralizante.

Los resultados del presente trabajo indican que el gen CEMPL1 tiene una
participacion importante en la regulacion positiva de la biomineralizacion, esto
es importante dado que la regeneracién de los tejidos periodontales implica
necesariamente la nueva formacioén de cemento y hueso. También es probable
que dicho gen participe en la diferenciacion celular hacia un fenotipo
mineralizante lo que sugiere que puede ser un marcador del linaje
cementoblastico, abriendo la posibilidad de estudiar las aplicaciones
terapéuticas de este gen en la regeneracion periodontal.



2. Abstract

Cementum is the specialized mineralized connective tissue that covers
tooth roots. It is a poorly understood tissue at the molecular and cellular levels;
however it has characteristics which make it unique. It has been shown that its
presence and maturation are essential for regeneration of periodontal tissues.

The present work describes the isolation and the effect of cementum
protein 1 (CEMP1) transfection into human gingival fibroblasts. We confirmed
its presence by Northern Blot, in situ Hybridization and Western Blot. CEMP1
promoted proliferation by 2.5 fold when compared to controls. In mineralizing
culture conditions we observed more and larger mineralized nodules;
furthermore, by EDS-X analysis we determined that the Ca/P ratio was similar
to biological hidroxyapatite. Alkaline phosphatase specific activity was
significatively increased; the expression of molecules associated with
biomineralization such as ameloblastin (AMBN), amelogenin (AMEL), enamelin
(ENAM), alkaline phosphatase (ALP), osteopontin (OPN), osteocalcin (OCN),
bone sialoprotein (BSP), cementum attachment protein (CAP), CEMP1,
collagen | (Col I) and the transcription factor (Cbfal) by RT-PCR was also
increased and Western Blot analysis revealed that cells transfected with
CEMP1 expressed the mineralization-related molecules, indicating a change
towards a mineralizing phenotype.

The results of the present study indicate that CEMP1 plays an important
role in the positive regulation of biomineralization, this is important because
periodontal tissue regeneration necessarily involves mineralization which
includes new cementum and bone formation.

It is also possible that CEMP1 participates in differentiation, directing
cells towards a mineralizing phenotype; this means that it could be used as a
marker for the cementoblastic phenotype, which in turn opens new possibilities
involving the potential therapeutic applications of this gene in periodontal

regeneration.



3. Antecedentes

El término periodonto se refiere al conjunto de tejidos que rodean al
organo dentario y lo anclan a los procesos maxilares y mandibular, esta
constituido por dos tejidos blandos: encia y ligamento periodontal, y dos tejidos
mineralizados: hueso y cemento radicular (Lindhe, 2003; Rose et al., 2004).
Sus funciones son: proveer el anclaje de los 6rganos dentarios al alvéolo,
distribuir las fuerzas de la masticacion y la fonacion, mantener el espacio del
ligamento periodontal y proveer un reservorio de células para la homeostasis y
regeneracion o reparacion del tejido (Nanci y Bosshardt, 2006). En estado de
salud, estos tejidos se desarrollan y funcionan como una unidad, sin embargo,
si alguno de estos cuatro tejidos presenta una alteracion patoldgica, sin
tratamiento, la repercusion en los demas genera inestabilidad pudiendo llegar
hasta la pérdida de los 6rganos dentarios (Cho y Garant, 2000; Bobaid et al.,
2004).

Respecto al desarrollo embrionario del periodonto existe informacion
generada a partir de estudios de expresion de genes durante la odontogénesis.
La mayoria de estos estudios se centran en la interaccion entre el érgano del
esmalte y la papila dental. Sin embargo, se ha prestado menos atencién al
papel de la activacion de genes y regulacion de factores de crecimiento en el

desarrollo del periodonto (Cho y Garant, 2000).



4. Periodonto

4.1. Encia

Compuesta de epitelio gingival y tejido conectivo, forma parte de la
mucosa oral recubriendo los procesos alveolares de la mandibula y la maxila
rodeando los cuellos de los dientes. El tejido conectivo de la encia es muy
similar al de la piel, compuesto principalmente de fibras colagenas,
proteoglucanos, fibronectina, osteonectina, tenascina y elastina en
proporciones variables, dependiendo de la localizacién. Su funcién principal es
de proteccidn para las estructuras profundas asi como un intercambio selectivo
con el entorno oral.

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

El color de la encia en estado de salud es rosa coral, sin embargo esto
varia por la pigmentacion de cada persona. La forma, contorno y la textura
estdn determinadas por las estructuras subyacentes (hueso alveolar y
eminencias radiculares). Es de consistencia resilente y se encuentra
firmemente adherida al hueso. Presenta un aspecto de puntilleo como cascara
de naranja en su porcion adherida. Los elementos celulares mas abundantes
son los fibroblastos (Carranza y Newman, 1996; Bartold et al., 2000, Bartold y

Narayanan, 2006).



4.2. Ligamento periodontal

Es un tejido conectivo predominantemente fibroso, con un recambio
metabodlico muy alto, que rodea la superficie radicular y la une al hueso
alveolar. Se continta con el tejido conectivo de la encia y comunica con los
espacios medulares a través de canales vasculares en el hueso.

Estructuralmente, los elementos més abundantes son las fibras
periodontales las cuales se clasifican en 6 diferentes grupos. Estas son fibras
de colagena tipo | y lll, producidas por los fibroblastos. Las fibras colagenas
gue se insertan en uno de sus extremos al cemento y por el otro extremo al
hueso, se les llama fibras de Sharpey. También hay proteoglucanos ricos en
leucina incluyendo a la fiboromodulina y perlecan. Se han detectado otros
proteoglucanos como el CD-44 en la superficie de los fibroblastos. La
glucoproteina tenascina se localiza en zonas de insercién del hueso alveolar y
del cemento radicular. La fibronectina y la vitronectina se localizan en, y
rodeando a las fibras colagenas. Los elementos celulares de este tejido son
fibroblastos, cementoblastos, osteoblastos y osteoclastos (Carranza vy
Newman, 1996; Bartold y Narayanan, 2006). Dentro de la poblacion celular la
fibroblastica es la predominante. Son los fibroblastos los que se encargan de
sintetizar y remodelar la matriz extracelular Se ha demostrado que existen
diferentes subpoblaciones o subtipos de fibroblastos, dentro de éstos, los que
presentan el fenotipo mineralizante, enriquecidos en fosfatasa alcalina, tienen
la capacidad de diferenciarse a osteoblastos 6 cementoblastos y son

responsables de la produccién de cemento acelular con fibras extrinsecas y



también se encargan del mantenimiento del espacio del ligamento periodontal

(McCulloch et al., 2000; Cho y Garant, 2000; Lindhe, 2003).

4.3. Hueso alveolar

Los procesos maxilares de los humanos se pueden subdividir en dos
partes: a) el proceso alveolar que aloja las raices de los 6rganos dentarios
erupcionados y b) el cuerpo basal no involucrado en esta funcién. El proceso
alveolar consiste del alvéolo que forma la pared de las criptas, las corticales
interna y externa y el hueso esponjoso entre ambas corticales. Como los
procesos alveolares se desarrollan y sufren remodelacion de acuerdo a la
formacién y erupcion dentales, son estructuras 6seas dependientes de los
organos dentarios y la forma, localizacion y funcidén de los dientes determina la
morfologia 6ésea. En caso de pérdida de érganos dentarios, el proceso alveolar
sufre un proceso de reabsorcion dando como resultado la disminucion de la
dimensién vertical y horizontal (Cho y Garant, 2000). La composicién
bioguimica no ha sido muy bien determinada. Como en el resto de los tejidos
periodontales, dentro del componente organico, predominan las colagenas tipo
I y lll. Los andlisis bioquimicos han demostrado la presencia de polipéptidos
biol6gicamente activos como sialoproteina 6sea y osteopontina. Los
proteoglucanos mas abundantes en hueso son ricos en condroitin sulfato

(Bartold y Narayanan, 2006).



5. Cemento Radicular

El cemento radicular es el tejido conectivo especializado mineralizado,
no vascularizado, que cubre la superficie radicular de los érganos dentarios, fue
descrito por primera vez en 1835 por los alumnos de Purkinje, sin embargo
permanece como un tejido pobremente definido a nivel celular y molecular. Uno
de los obstaculos principales para su analisis bioquimico es su distribucién tan
limitada (Narayanan y Bartold, 2006). La informacién de que se dispone en la
actualidad se basa en analisis histoldégicos y composicionales (Saygin et al.,
2000). Es un tejido estructuralmente importante ya que media la insercion de
las fibras del ligamento periodontal (fibras de Sharpey) a éste y forma la
interfase entre la dentina y el ligamento periodontal, asimismo, juega un papel
primordial en la reparacion de la superficie radicular. Se ha demostrado que la
formacion del cemento es un requisito indispensable para el desarrollo y
regeneracion de las estructuras periodontales (Berry et al., 2003). Estas
funciones son perdidas cuando el cemento es afectado por enfermedades
inflamatorias tales como gingivitis y periodontitis (Page et al., 1978; Page,
1985) o cuando la formacién del cemento es anormal y los dientes se exfolian
espontaneamente, como sucede en la hipofosfatasia (Baab et al., 1985).

Por su composicibn e histologia, el cemento radicular presenta
caracteristicas muy similares al hueso y a la dentina, sin embargo las
diferencias son lo que lo hacen un tejido Unico; no esta inervado, no presenta
vascularizacion, su recambio metabdlico es muy bajo y no sufre procesos de
remodelacion sino que hay un proceso de aposicion constante (Sayginet et al.,

2000; Bartold y Narayanan, 2006, Bartold y Narayanan, 1998).



5.1. Cementogénesis

En la formacion de la raiz, la vaina epitelial radicular de Hertwig (HERS)
juega un papel fundamental, estd formada por la union del epitelio interno y
externo del esmalte y las células de HERS proliferan en direccién apical. Esta
proliferacion induce la diferenciaciéon de la papila para que, a su vez, se
diferencien en su superficie los odontoblastos radiculares. Cuando se deposita
la primera capa de dentina radicular, las células de HERS se fragmentan y
pierden su continuidad formando lo que se conoce como restos epiteliales de
Malassez, que persisten en los adultos en una posicién cercana a la superficie
radicular. Una vez que se ha perdido la continuidad de las células de HERS, las
células foliculares ectomesenquimatosas comienzan a depositar el cemento
radicular sobre la dentina recién depositada y/o sobre la matriz secretada por
las células de HERS. La region apical de la raiz en desarrollo contiene células
ectomesenquimatosas progenitoras de fibroblastos, preodontoblastos, vy
precementoblastos (Carlson, 1990; Garant, 2003; Gémez de Ferraris y Campos
Mufoz, 1999, Zeichner-David, 2006). Un concepto reciente acerca de la
funcién de las células de la HERS postula que éstas producen una membrana
basal con proteinas quimiotacticas que dirigen la migracion de células
precementoblasticas e induce su diferenciacion a cementoblastos. Dentro de
las moléculas presentes hay proteinas de matriz extracelular, factores de
crecimiento, proteinas del esmalte y moléculas de adhesién como la proteina
de adhesiéon del cemento (CAP). Una vez que el 6rgano dentario ocluye con su
antagonista, la proliferacion de las células de HERS disminuye y algunas

células quedan atrapadas en la matriz mineralizada. También se piensa que las



células de HERS sufren una transformacion ecto-mesenquimatosa para
convertirse en cementoblastos funcionales, se ha propuesto que existen
diferentes tipos de cementoblastos: aquellos originados de HERS vy los
derivados del foliculo dental (Zeichner-David, 2006).

El potencial de desarrollo del foliculo dental se ha estudiado con
experimentos de transplante de 6rganos dentarios en sitios no mineralizantes,
como la camara anterior del ojo, y se ha demostrado que pueden formarse
todos los elementos del periodonto, incluso con la formacion de hueso y
cemento radicular (Cho y Garant, 2000).

El depésito de cemento comienza justo apical al esmalte cervical e
histolégicamente se ha clasificado en 3 0 4 tipos de cemento de acuerdo al
origen de las fibras y la presencia o ausencia de células:

1. Cemento acelular con fibras extrinsecas.

2. Cemento acelular con fibras intrinsecas.

3. Cemento celular con fibras intrinsecas.

4. Cemento celular estratificado mixto (Garant, 2003; Schroeder, 1988;
Bartold y Narayanan, 1998).

El cemento acelular afibrilar cubre los dientes a nivel de la unién
esmalte-cemento, se compone de una matriz mineralizada pero carece de
fibras de colagena y células incluidas. Se deposita sobre esmalte y dentina en
forma de parches aislados, su depdésito inicia después de la maduracion del
esmalte y continda por tiempo indefinido. Este tipo de cemento no es tomado
en cuenta por muchos autores por que las células responsables de su
produccion no se han identificado, se piensa que células del tejido conectivo

depositan la matriz cuando contactan la superficie del esmalte.



El cemento acelular con fibras extrinsecas, también se conoce como
cemento acelular o primario, se localiza en el tercio cervical radicular 6 en la
mitad cervical de la raiz. Su desarrollo es muy lento y se considera acelular por
qgue las células que lo forman permanecen en la superficie. Presenta un gran
namero de fibras de Sharpey insertadas en forma perpendicular a la superficie
de la raiz, lo que destaca la importancia de este tejido en el anclaje del érgano
dentario. Su formacién comienza poco tiempo después de la formacion de la
raiz y continda mientras el resto de las estructuras periodontales adyacentes
permanezcan intactas. Es producido por los cementoblastos que se diferencian
en proximidad a la superficie radicular.

El cemento celular con fibras intrinsecas también llamado cemento
secundario o cemento celular se distribuye en el tercio apical de la raiz dental y
en los dientes con mas de una raiz se localiza en la zona de la furcaciéon. Se
produce como tejido de reparaciéon para rellenar defectos creados por
resorciones o fracturas y puede localizarse en una posicibn mas coronal. La
presencia de fibras colagenas producidas por los cementoblastos (fibras
intrinsecas) asi como la presencia de células atrapadas dentro de la matriz
mineralizada (cementocitos) son caracteristicas de este tipo de cemento.
Forma parte como componente intrinseco del cemento celular estratificado
mixto, el cual presenta estratos o capas derivadas del depdsito consecutivo de
capas alternadas de cemento acelular con fibras extrinsecas y cemento celular

con fibras intrinsecas (Grzesik y Narayanan, 2002; Zeichner-David, 2006).
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5.2. Composicion Organica e Inorganica del Cemento Radicular

Se ha demostrado que los extractos proteicos de cemento maduro
promueven adhesioén celular, migraciéon y estimulan la sintesis de proteinas en
fibroblastos gingivales y células del ligamento periodontal. Un analisis mas
detallado de dichos extractos revel6 la presencia de sialoproteina Osea,
osteopontina, vitronectina y fibronectina (Saygin et al., 2000). La composicion
de la matriz extracelular del cemento es muy similar a la del hueso,
aproximadamente 50% inorganica, principalmente hidroxiapatita, y 50%
organica la cual se compone de colagena tipo | como componente
predominante (90%) y colagenas tipo Il y XIl en menor proporcion, presenta
trazas de colagenas tipo V y VI en localizaciéon pericelular y tipo XIV asociada
con las fibras de Sharpey (Garant, 2003; Bartold y Narayanan, 2006; Nanciy
Bosshardt, 2006; Alvarez-Pérez et al., 2006). Los proteoglucanos se asocian
principalmente a los cementoblastos y a los cementocitos, y se han localizado e
identificado  versican, decorina, biglicano, fibromodulina y lumican.
Recientemente se localiz6 sindecan-2 en cemento acelular. Las proteinas no
coldgenas, las que en su mayoria también estdn presentes en el hueso,
incluyendo a la sialoproteina 6sea (BSP), proteina de matriz dentinaria-1
(DMP-1), sialoproteina dentinaria, fibronectina, osteocalcina, osteonectina,
osteopontina, tenascina, proteoglucanos, proteolipidos (Bartold y Narayanan,
2006) y factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento derivado del
cemento (CGF) el cual es aparentemente una molécula parecida al factor de
crecimiento tipo-insulinico (Saygin et al., 2000; Zeichner-David, 2006) también

constituyen la porcion organica no coldgena del cemento radicular. Se ha
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reportado la presencia de proteinas del esmalte aunque su localizacion se
restringe a una zona muy pequefia de la region cervical del 6rgano dentario
(Nanci y Bosshardt, 2006). Se considera que la funcién de la laminina y la
fibronectina es participar en la adhesion celular junto con la tenascina, la
sialoproteina 6sea, la osteonectina y la proteina de adhesion del cemento. La
presencia de otras moléculas bioactivas tales como proteinas derivadas del
esmalte, osteonectina y factores mitogénicos, todas estas moléculas no
colagenas, aparentemente desempefia un papel importante en la migracién
celular, adhesion, proliferacion y sintesis de proteinas (Zeichner-David, 2006).
El analisis de las proteinas expresadas por los cementoblastos no habia
dado como resultado la identificacion de proteinas especificas para este tejido
hasta hace algunos afios (Saygin et al., 2000), cuando se propusieron 3: la
proteina de adhesion del cemento, un factor mitogénico, y una proteina de 72
kDa, sin embargo, no se expresan exclusivamente en cementoblastos sino
que, se localizan también en los progenitores putativos del ligamento

periodontal (Zeichner-David, 2006).

5.3. Proteinas Colagenas

Comprende a una familia de proteinas muy abundante en el reino
animal. Presentan una serie de caracteristicas que las distinguen de otras
moléculas de la matriz extracelular tal como estructura de triple hélice formada
por tres cadenas polipeptidicas llamadas cadenas a. Las cadenas a presentan
un giro a la izquierda, y se entrelazan con las demas cadenas en una triple

hélice con giro a la derecha, presentan una secuencia de aminoacidos
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caracteristica Gly-X-Y en donde X y Y son cualquier aminoacido excepto
glicina, X frecuentemente es prolina y Y hidroxiprolina o hidroxilisina.

Se han descrito por lo menos 19 tipos diferentes de colagena. El mas
abundante en tejidos de mamiferos, es el tipo I, que esta formado por 2
cadenas ol y una cadena a2 (Bartold y Narayanan, 1998). Las 3 cadenas al
entrecruzarse forman pozos y zonas de sobreposicion. La diferencia de
densidad en estas zonas asi como la exposicion de grupos quimicos reactivos
es lo que le confiere el aspecto bandeado caracteristico. Ademas en los pozos
y en las zonas de sobreposicion se depositan los embriones de cristales de

hidroxiapatita o los sitios donde se da la nucleacion (Bonucci, 1992).

5.4. Proteinas No Colagenas
5.4.1. Amelogenina (AMEL), Ameloblastina (AMBN) vy

Enamelina (ENAM)

El proceso de inicio y crecimiento de los cristales del hidroxiapatita en el
esmalte es controlado y regulado local y temporalmente por la secrecion,
procesamiento y degradacion de proteinas y proteinasas del esmalte que
componen la matriz extracelular. Las principales especies que contribuyen a la
formacion del esmalte son la amelogenina, ameloblastina y enamelina (Pavlic
et al.,, 2007). Andlisis filogenéticos han demostrado que los genes de
amelogenina y ameloblastina son genes “hermanos” provenientes de una copia
del gen de la enamelina, es decir, evolutivamente estan relacionadas,
provienen de un gen ancestral comdn y su evolucion probablemente es la

siguiente: SPARC -> HEVIN -> ENAM -> AMBN -> AMEL (Sire et al., 2006).
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La amelogenina pertenece a una familia de proteinas del esmalte dental,
resultado del procesamiento (splicing) alternativo de un solo transcrito con 7
exones. Se ha propuesto que participa durante el desarrollo embrionario
regulando las interacciones epitelio-ectomesénquima para la diferenciacion de
los odontoblastos (Janones et al., 2005), y, aunque los mecanismos de
biomineralizacion del esmalte no se conocen, se ha propuesto que la
amelogenina participa modulando el habito cristalino de la fase mineral del
esmalte, se ha demostrado también que las células de los tejidos periodontales
son reactivas a las amelogeninas, otra funcidén probable es la regulacion de la
transcripcion de genes asociados a la biomineralizacion (Viswanathan et al.,
2003; Yamakoshi et al., 2006; Swanson et al., 2006). Recientemente se le ha
localizado en odontoblastos, fibroblastos pulpares, fibroblastos periodontales y
cementoblastos, todos relacionados a los 6rganos dentarios con un origen
epitelial y mesenquimatoso. La expresion de amelogenina en tejidos no
mineralizados como cerebro de ratdn y rata, en células madre hematopoiéticas,
macrofagos y megacariocitos, sugieren que su funcién no esta restringida a la
mineralizacion sino que podria tener un papel adicional como se ha descrito
recientemente para proteinas con mas de una funcion (Deutsch et al., 2006).

La ameloblastina, aunque representa menos del 5% de las proteinas de
la matriz extracelular del esmalte en desarrollo, se considera que juega un
papel fundamental en el control del crecimiento de los cristales del esmalte y la
subsecuente estructura de los prismas.

La enamelina representa menos del 5% de la matriz del esmalte de los
mamiferos, es secretada como un péptido de 186 kDa pero rapidamente es

procesada por enzimas proteoliticas, uno de los fragmentos mas abundantes y
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mejor caracterizados es la enamelina de 32 kDa (Moradian-Oldak, 2001).
Actualmente se sabe que juega un papel crucial en la estructura del esmalte,
iniciando la mineralizacion y regulando el crecimiento de los cristales, se ha
demostrado que las mutaciones en este gen provocan amelogénesis

imperfecta (Pavlic et al., 2007).

5.4.2. Fosfatasa Alcalina (ALP)

Pertenece a una familia de metaloenzimas diméricas, con una
distribucion muy amplia. Su funcidbn es catalizar la hidrélisis de
fosfomonoésteres a un pH alcalino. Se han identificado al menos 4 isoenzimas
en humanos: fosfatasa alcalina (ALP) no-tejido especifica (higado/hueso/rifion),
intestinal, placentaria y de células germinales. La producida por los
osteoblastos y cementoblastos es del tipo no-tejido especifico.

La actividad especifica de ALP es un indicador valioso de desarrollo y
diferenciacion. Su actividad se ha localizado en placas de crecimiento de
cartilago, en células endosteales, células de médula Gsea, osteoblastos y
cementoblastos. En el hueso se ha identificado en el frente de mineralizacién
(Miao y Scutt, 2002). Su participacion en la biomineralizacion, aunque no
completamente comprendida es muy significativa. En casos de hipofosfatasia,
enfermedad metabdlica caracterizada por una disminucién en la actividad de
ALP no-tejido especifica, la formacion de cemento es deficiente o nula con la
subsecuente exfoliacién dental, por lo que se le atribuye un papel importante en
la regulacion de los niveles de pirofosfato (Nociti et al., 2002; van den Boss y

Beertsen., 1999; van den Boss et al., 2005; Nanci y Bosshardt 2006). Su
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actividad también ha sido detectada en el ligamento periodontal, con una
distribucion heterogénea, en sitios adyacentes al hueso y al cemento (zonas de

cementogénesis) (Groeneveld et al., 1995).

5.4.3. Sialoproteina Osea (BSP)

Constituye del 8 al 12% del total de proteinas no colagenas de hueso y
cemento. Tiene un peso molecular de 33-34 kDa y contiene principalmente
residuos de acido glutdmico y glicina. Se piensa que el contenido de acido
glutamico estd involucrado en la unién a hidroxiapatita asi como en la
nucleacion de los cristales de mineral. También tiene una secuencia RGD (Arg-
Gly-Asp) involucrada en adhesion celular por medio de integrinas. Se le ha
inmunolocalizado en hueso, dentina y cemento, asociandose a la nueva
formacion de hueso. El papel mas destacado que se le atribuye es como
nucleador de hidroxiapatita, por lo que parece desempefiar un papel importante
en las etapas iniciales de mineralizacion (actividad como nucleador de cristales
de hidroxiapatita) y, se le considera un marcador de diferenciacion de
osteoblastos y cementoblastos (Bartold y Narayanan, 1998; Ganss et al., 1999;
Viswanathan et al.,, 2003). Su participacion en la cementogénesis se ha
sugerido como una molécula promotora de la formacion de mineral sobre la
superficie radicular asi como en adhesién celular por el motivo RGD y su

interaccién con las integrinas (Nanci y Bosshardt, 2006).
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5.4.4. Osteocalcina (OCN)

También se le conoce como proteina —gla de hueso, tiene una masa de
aproximadamente 5.8-6 kDa, fue la primer proteina derivada del hueso que fue
caracterizada. Contiene tres residuos de acido y-carboxiglutamico los que se
asocian con sus propiedades de unién a calcio. La producen los osteoblastos y
los osteoclastos completamente diferenciados, y es secretada a la matriz en el
frente de mineralizacion (Bartold y Narayanan, 1998). Se ha inmunolocalizado
en hueso alveolar, cemento y dentina. Su papel en la biomineralizacién se ha
determinado parcialmente, se sabe que modelos animales tratados con
warfarina (antagonista de la vitamina K, inhibe la carboxilacion de los residuos
de acido glutamico) o ratones knockout presentan hipermineralizaciéon Osea.
Esto sugiere que el papel que la osteocalcina desempefia es probablemente
regulando la maduracién de los cristales de hidroxiapatita y también en el
reclutamiento de osteoclastos, participando en la remodelaciéon 6sea (Lian et

al., 1998; Sodek y McKee, 2000, Nanci y Bosshardt 2006).

5.4.5. Osteopontina (OPN)

Es una fosfoproteina glicosilada con una masa molecular de 41.5 kDa
con un alto contenido de acido aspartico, puede estar altamente fosforilada en
los residuos de serina y treonina. Contiene sitios putativos de unién a calcio lo
que explica su afinidad por los cristales de hidroxiapatita. Presenta también

dominios de adhesion celular RGD para interactuar con las integrinas avp3,

avpl, avB5. Se une a colagena, fibronectina y osteocalcina.
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Se localiza en hueso en el frente de mineralizacion. Aunque se
considera un componente principal del hueso, también se localiza en tejidos no
mineralizados como rifién, células de musculo liso arterial y en la superficie
luminal de células epiteliales en tejidos ductales. También se encuentra en la
mayoria de las secreciones corporales como orina, leche, saliva y bilis.

En tejidos mineralizados se han determinado al menos tres funciones
para esta enzima: 1) regulacién de adhesion celular, 2) regulacion de actividad
osteoclastica y 3) regulacion de la mineralizacion de la matriz. Se considera
gue juega un papel importante en la inflamacién, biomineralizacién y resorcién
Osea (Bartold y Narayanan, 1998; Giachelli y Steitz, 2000). Datos recientes
sugieren que su papel en la mineralizacion esta asociado a la regulacién del

crecimiento de los cristales de hidroxiapatita (Nanci y Bosshardt, 2006).

5.4.6. Proteina de Adhesidn del Cemento (CAP)

Se ha aislado, purificado y caracterizado parcialmente a partir de
extractos de cemento maduro, es una proteina tipo colagena, tiene un peso
molecular de 56 kDa y presenta una secuencia de aminoacidos con cierta
homologia con colagenas tipo | y Xll, aunque, no estan inmunolégicamente
relacionadas (Wu et al., 1996). Se ha inmunodetectado en la matriz del
cemento radicular, en células paravasculares de los espacios endosteales
(Arzate et al., 1992) y en cementoblastos putativos in vitro (Arzate et al., 1998).
Se ha demostrado que promueve migracién con mayor afinidad para las células
del ligamento periodontal y de hueso alveolar que para fibroblastos gingivales

hacia la superficie radicular, promueve adhesion celular mediada a través de
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las integrinas a5B1 (lvanovski et al., 1999), también incrementa la actividad
especifica de fosfatasa alcalina y promueve la condrogénesis y mineralizacion
en células mesenquimatosas, es decir induce la diferenciacion celular (Arzate
et al., 1996). En cultivos celulares de foliculo dental de bovino se ha
demostrado que los progenitores putativos de los cementoblastos expresan
esta molécula (Handa et al., 2002). Se ha demostrado también, que
fibroblastos tratados con BMP-2 expresan CAP y ALP por lo que BMP-2 puede
reclutar progenitores e inducir la diferenciacion celular por medio de la
expresion de moléculas especificas de cemento (Pitaru, et al., 2002; Alvarez-
Pérez et al., 2003). Las vias de sefalizacion intracelular involucradas que se
han identificado y se propone participan en proliferacion y diferenciacion celular
son la via de Smad-1 (via candnica de sefalizacion de BMP) y la via MAPK

(Komaki et al., 2000).

5.5. CEMP1/CP-23

Es una proteina de 247 aminoacidos aislada a partir de una biblioteca
derivada de cementoblastos putativos humanos cultivados in Vitro. Al analizar
in silico la secuencia obtuvimos los siguientes resultados: el ADNc de 1374
nucledtidos contiene un marco de lectura abierto de 744 nucledtidos, la
busqueda en bases de datos determiné que tiene 100% de homologia con una
clona de ADN de homo sapiens presente en el cromosoma 16 (gb
AC093525.3) y 99% de homologia con una clona de ADNc denominada
DKFZp313E2215 (gb AL833099). La proteina tiene un peso molecular teérico

de 26 kDa, el analisis tedrico de las modificaciones postraduccionales dio como
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resultado la deteccién de sitios tedricos de N-glicosilacion, fosforilacion y
miristoilacion, también se predice la localizacién celular como nuclear a pesar
de no tener motivos de union a ADN, no se encontrd similitud significativa con
ninguna otra proteina presente en las bases de datos. Una region de la
proteina (del residuo 30 al 110) presenta 48% de homologia con la cadena a |
(1) de colagena humana, 46% con colagena tipo XIy 40% con colagena tipo X,
aunque solamente es reconocida por anticuerpos contra colagena tipo X.
Inmunoldégicamente es reconocida por un anticuerpo monoclonal desarrollado
contra la proteina de adhesion del cemento por lo que estan relacionadas a
este nivel. La caracterizacion bioquimica y estructural de esta proteina esta en
proceso actualmente en nuestro laboratorio.

Su expresion tanto a nivel de ARNm como de proteina in vitro se limita a
cementoblastos putativos (células derivadas del cultivo del cementoblastoma
humano) y una subpoblacion de células derivadas del ligamento periodontal; en
cortes histologicos de tejidos periodontales humanos, su expresion y
localizacion esta restringida a subpoblaciones del ligamento periodontal con
una posicion paravascular, cementoblastos y células de los espacios
endosteales, por lo que podria constituir un marcador biolégico para
cementoblastos y los progenitores putativos en el ligamento periodontal (Arzate
et al., 2002; Kémoun et al., 2007). No se detectdé el ARNm ni la proteina en
diferentes tejidos humanos tales como cerebro, corazon, pulmoén, higado y
aorta (Alvarez-Pérez et al., 2006).

También se ha demostrado que esta involucrada en la regulacion de la
morfologia, el depdsito y la composicion de los cristales de hidroxiapatita asi

como en la regulacion de la expresion de ALP, OPN y BSP en cementoblastos
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putativos in vitro (Alvarez-Pérez et al., 2003; Alvarez-Pérez et al., 2006), por lo
qgue es probable que juegue un papel destacado en la regulacién local de la
diferenciacion de los cementoblastos y en la mineralizacion de la matriz
extracelular del cemento. Recientemente se utilizdé como marcador de
cementoblastos derivados de las superficies radiculares de humano y ademas
se confirmd su expresion en cemento, cementoblastos y células del ligamento
periodontal (Kitagawa et al., 2006 b). Otro estudio demostré que células
derivadas del foliculo dental tratadas con extracto derivado de proteinas de
matriz del esmalte se diferenciaron a un fenotipo cementoblastico expresando
CEMP1 y CAP, activAndose la fosforilacion de Smad-1 y activando la via de

MAPK para proliferacion y diferenciacion celular (Kémoun et al., 2007).

6. Enfermedad Periodontal

Las enfermedades que afectan el periodonto se pueden clasificar en dos
grandes grupos. El primero incluye las enfermedades hereditarias que son el
resultado de defectos genéticos en la estructura de las proteinas; éstos son
causados por mutaciones, deleciones o inserciones en los genes. El segundo
grupo de enfermedades incluye a las adquiridas, tales como enfermedades
infecciosas que afectan al periodonto directamente o aquellas que son
secundarias a enfermedades sistémicas, como la diabetes.

Las enfermedades adquiridas del periodonto incluyen gingivitis,
periodontitis, agrandamiento (hiperplasia) gingival inducida por medicamentos,
y otras enfermedades causadas por agentes etiolégicos conocidos o

desconocidos.

21



6.1. Gingivitis

La Academia Americana de Periodontologia la define como inflamacion
gingival (American Academy of Periodontology, 2001). Involucra una serie de
eventos que desencadenan una respuesta inflamatoria aguda a la presencia de
bacterias que colonizan las superficies dentales adyacentes a la encia, con el
paso del tiempo la gingivitis se establece en el tejido conectivo gingival y
manifiesta las caracteristicas de una lesion inflamatoria crénica. Si la respuesta
inflamatoria se extiende a tejidos mas profundos y hay pérdida del nivel de la

cortical 6sea, la enfermedad se llama periodontitis.

6.2. Periodontitis

La Academia Americana de Periodontologia la define como la
inflamacion de las estructuras de soporte de los o6rganos dentarios
acompafada de la pérdida de las mismas. Por lo general, es un cambio
progresivamente destructivo dando como resultado pérdida de hueso y
ligamento periodontal. Es una extension de la inflamacion de la encia hacia el
hueso alveolar adyacente y al ligamento periodontal (American Academy of
Periodontology, 2001). Comprende a wuna familia de enfermedades
relacionadas que difieren en su velocidad y su patrén de progresion, su historia

natural asi como su respuesta a la terapia.
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La periodontitis es una enfermedad infecciosa, crénica y episddica, que
destruye las estructuras de soporte del diente (hueso alveolar, ligamento
periodontal y cemento radicular).

Asimismo, con el incremento actual de una mayor expectativa de vida y
la preservacion de los dientes hasta la vejez, debido a la fluoracion del agua, la
educacién en salud bucal y la odontologia preventiva, gradualmente se ha
convertido en la enfermedad bucal de mayor prevalencia a nivel mundial y en
un problema de salud publica (Barmes, 2000). EI cemento radicular entonces,
adquiere relevancia en el tratamiento para la regeneraciéon de los tejidos
periodontales destruidos o perdidos debido a la periodontitis, ya que la
regeneracion, constituye uno de los objetivos principales en la terapéutica

periodontal (Zeichner-David, 2006).

7. Regeneracién periodontal

El término “regeneracion” se refiere a la reproduccion o reconstitucién de
una parte perdida o lesionada, a diferencia del término reparacién que consiste
en la cicatrizacion de una herida con tejido que no necesariamente restaura la
arquitectura o la funcién de esa parte (American Academy of Periodontology,
2005).

Mientras mas especializado sea un tejido menor es su capacidad de
regeneracion, los tejidos periodontales conservan la capacidad de division
celular durante afios y presentan una capacidad de regeneraciéon limitada

(Shimono et al., 2003).
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La terapia periodontal empleada actualmente esta encaminada al control
de la formacién de la biopelicula, y otros factores de riesgo, tratando de detener
la progresion de la enfermedad y lograr la regeneracion y/o reparacion de los
tejidos de soporte, basandose en medidas antiinfecciosas tales como el
curetaje, raspado y alisado radicular, regeneracion tisular guiada, o el uso de
factores de crecimiento. Para lograr la regeneracion periodontal, es necesaria
la nueva formacion de hueso, cemento radicular, ligamento periodontal y encia,
sin embargo, ninguno de los tratamientos actuales restaura por completo la
arquitectura original del periodonto (Bruce et al., 2005; Zeichner-David, 2006).
Esto se debe principalmente a que se conoce poco acerca de los eventos
moleculares, bioldgicos y los factores necesarios para que se lleve a cabo el
proceso de la cementogénesis. Asimismo tampoco se conocen las células
precursoras de los cementoblastos (Diekwisch, 2001; American Academy of
Periodontology, 2005; Lindhe, 2003).

Actualmente, los injertos 6seos y la regeneracion tisular guiada (RTG)
son las dos técnicas mas utilizadas y mejor documentadas para lograr la
regeneracion periodontal.

En sintesis, la colocacion de injertos 0seos incluye autoinjertos
(obtenciébn de hueso de sitios intra o0 extraorales del propio paciente),
aloinjertos (obtencion de hueso de otro individuo, a partir de bancos de tejidos),
injertos aloplasticos (colocacion de injertos sintéticos o materiales inertes)
como hidroxiapatita no porosa, cementos de hidroxiapatita, fosfato beta
tricélcico, etc., y xenoinjertos (obtencion de substitutos de hueso de un donador
de diferente especie) también conocidos como hueso anorganico ya que se

procesan de forma tal que todos los componentes celulares y protéicos son

24



eliminados quedando Unicamente un “andamio” bioabsorbible e inerte sobre el
cual se supone que hay revascularizacion, migracion osteoblastica y
posteriormente la formacion de hueso. Los resultados de estudios clinicos son
controversiales, hay disminucién en la profundidad de sondeo, incremento en el
nivel 6seo e incremento en el nivel de insercion cuando se comparan con
curetajes abiertos, pero la utilidad en regeneracion de defectos en furcaciones
no estd clara ni tampoco el indice de éxito es el mismo en todos los casos
(American Academy of Periodontology, 2005).

La RTG consiste en la colocacion de barreras 6 membranas con la
finalidad de permitir seleccionar la poblacién celular que repoblara el sitio del
defecto, excluyendo a las células del tejido conectivo gingival y evitando la
formacién de un epitelio de unién largo. Esto concuerda con los resultados
experimentales que demuestran que dentro de las subpoblaciones de
fibroblastos periodontales estan las células en vias de diferenciacion hacia un
fenotipo cementoblastico. Estudios experimentales en animales han
demostrado la nueva formacion de cemento, ligamento periodontal y hueso
cuando se usan las membranas para RTG (Academy Report, American
Academy of Periodontology, 2005).

Existen barreras no absorbibles (politetrafluoroetileno expandido PTFEe)
las cuales presentan como principal desventaja la necesidad de realizar un
segundo procedimiento quirdrgico para retirarlas con el riesgo potencial de
infeccion y/o contaminacién bacteriana asi como el someter al paciente dos
veces al procedimiento quirargico. También hay barreras bioabsorbibles
(colagena, acido polilactico) las que ofrecen resultados similares con la ventaja

de no requerir un segundo procedimiento quirdrgico.
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Es posible combinar los tratamientos, colocando un injerto de hueso y
una barrera para tratar de mejorar el resultado clinico. Otro tipo de tratamientos
incluyen el acondicionamiento radicular que basicamente es la
desmineralizacion de la superficie radicular con acido citrico o con EDTA,
inicialmente se sugiri6 que esto modificaba la superficie radicular y la
descontaminaba, a la vez que se exponian las fibras de colagena; sin embargo,
los resultados tampoco han sido consistentes (American Academy of
Periodontology, 2005).

Las investigaciones mas recientes se han centrado en la utilizacion de
proteinas de matriz extracelular y factores de crecimiento. Las proteinas
morfogenéticas de hueso (BMP) han sido utilizadas ampliamente en modelos
animales y se ha demostrado que inducen la formacién de hueso ectépico y la
nueva formacion de cemento, sin embargo, en experimentos con perros se
observé una alta incidencia de anquilosis cuando se emple6 BMP-2. Se
considera que aun hacen falta reportes clinicos e histologicos en humanos para
establecer con claridad el potencial de estas moléculas en la RTG.

La deteccién de proteinas del esmalte en el cemento dio origen a la
utilizacion de éstas como una alternativa mas a la terapia regenerativa.
Actualmente es muy comun la utilizacion de un derivado de proteinas de matriz
de esmalte de porcino conocido como Emdogain (EMD), (Bosshardt et al.,
2006; Zeichner-David, 2006). Experimentos in vitro han demostrado que las
células del periodonto son reactivas, incrementando la proliferacion vy
favoreciendo la adhesion, también tienen efecto en la expresion de moléculas
asociadas a la biomineralizacion, regulando positivamente la expresion de OPN

y negativamente la expresion de BSP y OCN (Swanson et al., 2006). El EMD
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se obtiene a partir de extractos crudos de matriz de dientes en desarrollo, se
extraen las proteinas y se purifican obteniendo un material con 3 grupos
principales de proteinas de esmalte, principalmente amelogeninas (y sus
moléculas precursoras con splicings alternativos y productos de degradacion),
metaloproteinasas, serina proteasas, factor de crecimiento transformante-B1 (o
una sustancia similar), y otros factores de crecimiento no identificados, su
efecto sobre las células es a través de la via de sefalizacion de Smad-2. La
actividad inductiva del EMD se ha determinado que es mediada por BMP-2 y
BMP-4 (Bosshardt et al., 2006; Zeichner-David, 2006). Los resultados en
humanos son controversiales. Se ha demostrado que su utilizacion en
humanos, promueve la expresion de BSP y OPN en el frente de mineralizacion
esto se puede traducir clinicamente como osteogénesis y cementogénesis
(Bosshardt et al., 2006). Cultivos de osteoblastos in vitro a los que se les
adicioné EMD, presentaron incremento en los niveles de ALP y OCN, ambas
moléculas relacionadas a la biomineralizacién (Rincon et al., 2005; Reseland et
al., 2006).

Otro material recientemente utilizado es un péptido putativo de union a
colagena, usando un derivado de matriz de hidroxiapatita de bovino anorganica
y una clona sintética de 15 aminoacidos de colagena, aunque a la fecha no se
tienen datos histologicos suficientes (American Academy of Periodontology,
2005).

Se han utilizado otros factores de crecimiento principalmente por sus
efectos mitogénicos o sobre la diferenciaciéon, como el factor de crecimiento
transformante-p (TGF-pB), el factor de crecimiento derivado de plaquetas

(PDGF), el factor de crecimiento tipo insulinico (IGF) y el factor de crecimiento
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fibroblastico (FGF). Los sistemas de liberaciobn o aplicacion para estas
moléculas son variables, se han utilizado esponjas, geles o0 membranas de
coladgena o de gelatina. Esto influye en la cinética de degradacion ya que
idealmente debe coincidir con el crecimiento del hueso y del cemento. Se ha
demostrado en modelos animales, que una degradacion rapida del acarreador
con la subsecuente liberacion de BMP-2 induce la formacion de hueso,
mientras que una degradacion lenta del acarreador con la liberacién lenta de
éste factor induce la formacion de cemento (American Academy of
Periodontology, 2005).

Actualmente, la ingenieria de tejidos ha tomado un papel importante en
la basqueda de una terapia regenerativa exitosa, por ejemplo, una propuesta
es el auto injerto de células de ligamento periodontal sobre las superficies
radiculares tratadas con factores quimiotacticos, autoinjertos de células madre
de médula dsea y terapia génica.

El conocimiento sobre la localizacibn de los precursores de los
cementoblastos en el ligamento periodontal del adulto y de los factores que
regulan el proceso de diferenciacion, son limitados a la fecha. Las células de
ligamento periodontal obtenidas de roedores y los explantes marcados in vitro y
examinados a través de autoradiografia, revelaron la incorporacién de [*H]-
timidina en células paravasculares en el grosor del ligamento periodontal, lo
cual indica que estas células darian origen a células progenitoras que a su vez
se diferenciarian en los diversos linajes celulares presentes en el ligamento
periodontal (McCulloch y Melcher, 1983 a, b., McCulloch, 1985., McCulloch y
Bordin, 1991). Analisis fenotipicos de estas poblaciones celulares, hacen

hincapié en su capacidad de expresar el fenotipo fibroblastico u osteogénico,
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dependiendo de las condiciones de cultivo. Por ejemplo, las células de
ligamento periodontal en cultivo expresan fosfatasa alcalina y responden a la
hormona paratiroidea y a la 1a,25-dihidroxivitamina Ds, incrementando la
produccion de cAMP y osteocalcina, respectivamente (Groenveld et al., 1995,
Nojima et al 1990). Asimismo, la dexametasona incrementa el fenotipo
osteogénico en estos cultivos (Nohutcu et al., 1995).

Células obtenidas de ligamento periodontal humano adulto, de bovino y
de rata expresan propiedades de células con capacidad osteogénica como la
expresion de osteocalcina, fosfatasa alcalina, la formacion de ndodulos
mineralizados y exhiben una capacidad proliferativa alta in vitro en presencia
de dexametasona y B-glicerofosfato (Arceo et al., 1991, Cho et al., 1992, Cheng
et al., 1994, Ramakrishnan et al., 1995). Todas estas evidencias tomadas en
conjunto sugieren que entre otros linajes celulares (diferentes linajes
fibroblasticos y el linaje osteoblastico), la poblacién o subpoblaciones celulares
del ligamento periodontal podrian contener el linaje cementobléstico, el cual se
originaria de las zonas paravasculares del ligamento periodontal (Gould et al.,
1977, 1980, Piche et al., 1989). Los factores que disparan la proliferacion de los
precursores de los cementoblastos, controlan la migracion celular dirigida hacia
la superficie radicular y regulan su diferenciacién en el periodonto adulto hacia
el fenotipo requerido (Nanci y Bosshardt, 2006), permanecen como preguntas
abiertas. Para contestar estas interrogantes es necesario identificar, aislar y
caracterizar poblaciones celulares que expresen el fenotipo del cemento
radicular. Sin embargo, existen dos principales dificultades para lograr este
objetivo. Por su localizacion, su distribucion y sus relaciones con los demas

tejidos del periodonto, el aislamiento de una poblacion celular que represente el

29



fenotipo cementoblastico sin la presencia de otro tipo de células del ligamento
periodontal es técnicamente complejo y el nimero de células es escaso
(Bartold y Narayanan, 2006). Otra de las dificultades para caracterizar este
tejido a nivel molecular, es que comparte muchos marcadores moleculares con
el hueso, sin embargo, recientemente se han aislado proteinas presentes en el
cemento que a la fecha constituyen los Unicos marcadores bioldgicos de éste
tejido. Uno de ellos se conoce como proteina de adhesion del cemento (CAP)
la cual sirve como marcador putativo de las células progenitoras de los
cementoblastos (Arzate et al., 1998; Liu et al., 1997). El otro, es una proteina
derivada del medio condicionante de un cementoblastoma humano llamado
proteina del cemento (CP). Ambas proteinas parecen estar relacionadas
inmunologicamente. Los anticuerpos generados contra estas proteinas
reconocen la capa cementoide, la capa cementoblastica, cementocitos, células
progenitoras localizadas en la zona paravascular en el ligamento periodontal y
en espacios endosteales del hueso (McCulloch, 1985), cementoblastos
putativos in vitro, células derivadas del foliculo dental y células del ligamento
periodontal humano (Bosshardt, 2005). Por lo que la estrategia que se
desarrolld para este fin fue el cultivo de células derivadas de un explante de
cementoblastoma humano (Arzate et al., 1992; Arzate et al., 1998). A partir de
éste cultivo se han aislado proteinas derivadas del cemento radicular cuyo
papel en la cementogénesis y por lo tanto en la biomineralizaciéon se
desconocen (Alvarez-Pérez et al., 2006).

Partiendo del cultivo de células derivadas del cementoblastoma humano

se desarrollé la siguiente estrategia:
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Se construyé una biblioteca de ADNc en un vector A-ZAP Express
EcoRI/Xhol usando el ARNm obtenido de las células derivadas del
cementoblastoma. Se recuperaron los insertos de ADNc como plasmidos
Bluescript escindiéndolos de la biblioteca A-ZAP usando el fago ayudador
ExAssist.

Se prepararon cajas de cultivo para llevar a cabo el protocolo de panning
de acuerdo al meétodo descrito previamente (Wysocky y Sato, 1978).
Brevemente, las cajas de cultivo se cubrieron con un anticuerpo de cabra IgG
anti-conejo. Se bloquearon con albumina sérica de bovino en solucién
amortiguadora de fosfatos. Se transfectaron células COS-7 usando
lipofectamina, con el ADN plasmidico recuperado de la biblioteca. Después de
24 a 48 horas, las células se despegaron de la caja de cultivo y se
resuspendieron en solucion amortiguadora de fosfatos salinos (PBS) con 10mM
de EDTA y 5% de suero fetal bovino (SFB) que contenia un anticuerpo
policlonal anti-CP a una dilucién 1:1000, se incubaron en hielo una hora. Se
diluyeron las células 1:1 con PBS 1mM EDTA y 0.05% NaN3 y 10 ml de PBS, 1
mM EDTA y 0.05% NaN3; con 2% de Ficoll 400. Se centrifugaron y el
sobrenadante se retird, el botén de células se resuspendi6 en PBS 1 mM
EDTA/5% SFB. Las células se incubaron durante dos horas en las placas
previamente cubiertas con el anticuerpo IgG, posteriormente se lavaron con
suavidad tres veces con PBS y 1mM EDTA/5% SFB. Las células que
permanecieron adheridas se retiraron con un raspador de células y el plasmido
fue recuperado. EI ADN fue utilizado para transformar células competentes de
E.coli, las colonias resultantes fueron agrupadas y crecieron en medio LB con

kanamicina (50ug/ml). El proceso de panning se repitio tres veces o mas para
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enriquecer la cantidad de clonas positivas. Los plasmidos obtenidos de
colonias individuales fueron analizados por el tamafio del inserto a través de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando los arrancadores T3y T7.
Finalmente el plasmido fue digerido con las enzimas de restriccion apropiadas.
El plasmido también fue secuenciado de forma bidireccional usando un
secuenciador de ADN ABI Prism (Dye-termination chemistry). Los cambios de
nucledtidos fueron detectados por la presencia de dobles picos en el
cromatograma para la muestra de ADN heterozigota y se confirmd por la
secuenciacion de la direccion opuesta.

En nuestro laboratorio hemos aislado esta proteina derivada del
cemento llamada proteina del cemento-1 (CEMP-1) o CP-23 (GenBank
Accession Number NM_001048212; HGNC: ID 32553). EI ARNm se detecto en
células derivadas de cementoblastoma y fibroblastos del ligamento periodontal,
no se detectd en fibroblastos gingivales ni osteoblastos alveolares, el analisis
en diferentes tejidos de humano por medio de hibridacion in-situ y RT-PCR
determiné que el ARNmM no se expresa en cerebro, higado, placenta, musculo
esquelético, rifidn pancreas, pulmén, bazo y colon. Se ha demostrado que se
expresa de forma importante a nivel de ARNm y proteina en cementoblastos y
células progenitoras de los espacios endosteales (Alvarez-Pérez et al., 2006), y
participa en el proceso de mineralizaciéon de cementoblastos cultivados in vitro,
regulando la morfologia, crecimiento y composicion de los cristales de
hidroxiapatita (Alvarez-Pérez et al., 2003). Estos resultados sugieren que
CEMP1 puede ser una molécula con actividad biolégica trascendente,

participando en la regulacién de la biomineralizacién, al mismo tiempo puede
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ser utilizada como marcador biolégico para la identificacion del fenotipo

cementoblastico.
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8. Planteamiento del Problema

La gingivitis y la periodontitis son enfermedades de prevalencia mundial
que pueden afectar a cerca del 90% de la poblaciébn y son de etiologia
multifactorial con componentes genéticos, nutricionales, bacterianos,
ambientales 6 como manifestacion de otras patologias (Bruce et al., 2005). La
terapia periodontal empleada en la actualidad no ofrece resultados predecibles
por lo que el conocimiento de moléculas nuevas que participan en la
cementogénesis nos dara informacion valiosa de los mecanismos moleculares
involucrados durante la cementogénesis, 1o que puede traducirse en un futuro
en el replanteamiento de la terapéutica periodontal actual. Nuestros hallazgos
abren las expectativas para definir el fenotipo molecular y para el estudio de los
mecanismos reguladores del proceso de la cementogénesis in vitro por primera
vez. Esto traeria como consecuencia entender el papel regulador y
posiblemente la comprensién de cémo el cemento podria ser el tejido clave
para lograr la regeneracion de los tejidos periodontales perdidos debido a la

periodontitis.
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9. Justificacion

La identificacion y aislamiento de un gen especifico del cemento
radicular abre por primera vez la oportunidad para identificar, aislar y
caracterizar el linaje cementoblastico y mas importante aun, para determinar
los mecanismos celulares y moleculares que regulan el proceso de la
cementogénesis durante el desarrollo y la regeneracion del periodonto tanto in
vivo como in vitro. Este conocimiento, contribuird substancialmente al
entendimiento de los determinantes fundamentales de la regeneracion de los
tejidos periodontales y podria ayudar al desarrollo de nuevas terapias para

reconstruir el periodonto.
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10. Hipotesis

La transfeccion del gen CEMP1 en células no esqueléticas como los
fibroblastos gingivales humanos (HGF), inducira el cambio hacia un fenotipo
mineralizante, con expresion de moléculas relacionadas con el proceso de
biomineralizacion como fosfatasa alcalina (ALP), ameloblastina (AMBN),
amelogenina (AMEL), sialoproteina désea (BSP), proteina de adhesion del
cemento (CAP), el factor de transcripcidon core binding factor alpha 1 (Cbfal),
coldgena tipo | (COL I), enamelina (ENAME), osteopontina (OPN) vy

osteocalcina (OCN).

36



11. Objetivo General

Determinar la actividad bioldégica del gen CEMP1 en la expresion de
moléculas asociadas al proceso de biomineralizacidon en una linea celular no

esquelética (no mineralizante) in vitro.

12. Objetivos Especificos

-Transfectar fibroblastos gingivales humanos con el gen CEMP1.

-Determinar el cambio en el perfil de expresién de los genes de ALP, AMBN,
AMEL, BSP, Cbfa-1, COL I, CEMP1, ENAM, OCN, OPN, COL I.
-Inmunodetectar los productos génicos de ALP, AMBN, AMEL, BSP, Cbfa-1,
CEMP1, OCN, OPN.

-Determinar si las células transfectadas son capaces de producir una matriz
mineralizada.

-Cuantificar la cantidad de calcio depositado en cultivo.

-Analizar el tipo de mineral depositado por EDS-X
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13. MATERIALES Y METODOS

13.1. Cultivo Celular

Se aislaron y se cultivaron fibroblastos gingivales humanos (HGF), como
se ha descrito previamente (Narayanan y Page, 1976). En algunos casos las
células se incubaron hasta 96 horas en medio esencial minimo modificado
(DMEM) con 5% de suero fetal bovino (SFB) (proliferacién celular) o en medio
mineralizante (10% SFB, 10mM B-gicerofosfato y 50 pg/ml de acido ascorbico
preparado recientemente). Para todos los procedimientos experimentales se

usaron HGF entre el 2° y 5° pasaje.

13.2. Construccion del vector de expresion pcDNA40-CEMP1-6XHis

y transfeccion de fibroblastos gingivales humanos.

Se clond la regidn codificante del gen CEMP1 (GenBank Accession No
AY584596) en el vector pENTR/SD/D (Invitrogen, Carlsbad, CA). EI ADNc
resultante de esta construccion pENTR/SD/D-CEMP1 se ligdb al vector
pcDNA40 (+) usando los sitios de restriccion EcoR1, el vector cuenta con una
bandera de 6 histidinas en la terminal carboxilo, y este vector codifica para la
resistencia a G418, para seleccion de clonas.

El plasmido resultante, pcDNA40-CEMP1 se transfectd en HGF usando
lipofectamina 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA.) de acuerdo a las indicaciones
del fabricante. Las células control se transfectaron usando el vector vacio

pcDNA40 usando el mismo procedimiento. Dos dias después de la expresion
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estable del producto de pcDNA40-CEMP1, las células HGF se seleccionaron
usando 600 nug/ml de G418 (Sigma Chemical, Co. St. Louis, MO) durante ocho
semanas. Las clonas positivas para el DNA introducido fueron monitoreadas
por Western Blot (anti 6X His COOH) y por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando los arrancadores especificos para CEMP1. Después
de las ocho semanas, los cultivos expandidos de HGF que expresaban CEMP1
de forma estable fueron mantenidas en medio DMEM suplementado de la

forma descrita anteriormente y G418 a una concentracion de 200 ug/ml.

13.3. Proliferacion celular

Para determinar si las HGF-pcDNA40-CEMP1 (HGF-CEMP1) y las HGF
pc-DNA40 tenian diferente grado de proliferacién, se sembraron 2.5 X 10°
células en cajas de cultivo de 48 pozos y se incubaron 24 horas en medio
DMEM 10% SFB. El dia siguiente (dia 0) se cambié el medio por medio DMEM
con SFB 10% vy las células se cultivaron hasta 96 horas. Las células se
tripsinizaron (0.05% tripsina y 0.02% EDTA) y se contaron con un contador de
cultivo modelo ZBI (Coulter Electronics, Hialeah, FL). El nUmero de células se
valor6 a las 0, 24, 48, 72 y 96 horas. Los experimentos se hicieron por

triplicado y se repitieron dos veces.
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13.4. Ensayos de Mineralizacion

Se sembraron HGF-CEMP1 y HGF-pcDNA40 a alta densidad (2 X 10°
células) en cajas de cultivo de 6 pozos y se incubaron 24 horas para que se
adhirieran. Se trataron con medio DMEM suplementado con SFB 10% y medio
mineralizante (10 mM p-glicerofosfato y 50 ug/ml de acido ascoérbico recién
preparado). El medio se cambié cada 2 a 3 dias y las células se cultivaron
hasta por 3, 7 y 14 dias. Al término de cada periodo las células se fijaron con
etanol al 96% durante 10 minutos, y el depdsito de mineral se determind
usando una solucién saturada de alizarina roja S pH 4.2 (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO), afiadiéndosela a las células fijadas durante 5 minutos. Para la
cuantificacion, el colorante se extrajo con acido acético 10% (v/v), se centrifugd
y los sobrenadantes se colocaron en una placa de ELISA y la absorbancia se
leyé a 405 nm (Gregory et al.,, 2004). La concentracion de alizarina roja se
determindé comparando los valores de absorbancia con los valores obtenidos
con una curva estandar de alizarina roja S. Los experimentos se hicieron por

triplicado y se repitieron tres veces.

13.5. Microandlisis de energia dispersa de Rayos X

La composicion de la matriz extracelular formada por HGF-CEMP1 y
HGF-pcDNA40 se analizé por medio de un microscopio electronico de barrido
Leica-Cambridge 440, el cual tiene una microsonda Pentafet para micro-
analisis de energia dispersa de rayos X. Las superficies de cultivo se

recubrieron con una pelicula de oro de 100nm de grosor aproximadamente
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para evitar cargas electronicas que afectaran el microanalisis. Todos los

analisis se hicieron a 20kV durante 300 segundos.

13.6. Ensayos de actividad especifica de fosfatasa alcalina

Se sembraron 20 X 10* HGF-CEMP1 y HGF-pcDNA40 en cajas de
cultivo de 24 pozos y se cultivaron durante 3, 7 y 14 dias en las mismas
condiciones descritas anteriormente. La actividad de la fosfatasa alcalina se
determind como se ha descrito con anterioridad (Lowry et al., 1954). Las
muestras se analizaron en condiciones que aseguraron linearidad con respecto
al tiempo y a la concentracion de proteina. La actividad se expresa como
nanomoles de p-nitrofenol por minuto por miligramo de proteina. El contenido
de proteina se determino usando albumina sérica bovina BSA como estandar
como se ha descrito previamente (Bradford, 1976). Los experimentos se

hicieron por triplicado y se repitieron tres veces.

13.7. Analisis por retrotranscripcion de la reaccion en cadena de la

polimerasa (RT-PCR)

Se sembraron 5 X 10* HGF-CEMP1 y HGF-pcDNA40 en cajas de cultivo
de seis pozos y se cultivaron durante 3, 7 y 14 dias de la misma forma que se
describe anteriormente. Se aislo el ARN celular total usando el kit RNeasy Mini
Kit (Quiagen, Valencia CA, USA) como se ha descrito previamente (Arzate et
al., 2005). Se utilizd6 1ug de ARN total para la reaccion de one step RT-PCR

(Invitrogen Carlsbad, CA, USA) de acuerdo a las indicaciones del fabricante
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durante 35 ciclos en un termociclador (MJ Research, Watertown, MA, USA). Se
utilizaron secuencias de arrancadores y condiciones para las reacciones
previamente publicadas para la amplificacion de las siguientes moléculas:
amelogenina (AMEL), ameloblastina (AMBN), enamelina (ENAME), fosfatasa
alcalina (ALP), osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN), colagena tipo | (COL
), sialoproteina 6sea (BSP), core binding factor a (CBFA-1), proteina del
cemento 1 (CEMP1), gliceraldehido fosfato deshidrogenasa (GAPDH) vy
proteina de adhesién del cemento (CAP). Los productos de la reaccion se
separaron y se visualizaron en geles de agarosa 2% con 0.5 ug/ml de bromuro
de etidio, su identidad se confirmé secuenciando los productos. Los

experimentos se repitieron tres veces.

13.8. Inmunotinciones

Se sembraron 5 X 10> HGF-CP23 y HGF-pcDNA40 en portaobjetos de
cultivo de ocho pozos Lab-Tek; permitiendoseles adherirse toda la noche y
cultivandolas durante tres dias en las condiciones descritas anteriormente. Las
células se fijaron con paraformaldehido 4% y se permeabilizaron con PBS con
Triton X-100. Posteriormente se bloquearon con PBS con albumina sérica
bovina al 2% toda la noche, y después se incubaron una hora las siguientes
disoluciones de anticuerpos: 1:300 de anticuerpo (IgG) policlonal de conejo
anti-hrCP-23, 1:1000 de anticuerpo monoclonal anti-His (C-term), 1:1000 de
anticuerpo monoclonal anti-OCN (Calbiochem, Germany), 1:500 de anticuerpo
policlonal anti-BSP, 1:500 de anticuerpo policlonal anti-OPN (ambos obsequios

del Dr. Larry W. Fisher, NIH, Bethseda, MD, USA), 1:500 de anticuerpo
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monoclonal anti-CAP de bovino (3G9) (obsequio del Dr. Narayanan, Seattle,
WA), 1:500 de anticuerpo policlonal de cara anti-fosfatasa alcalina humana
(Santa Cruz Biotech. Santa Cruz, CA). Las células se inmunotifileron como se
ha descrito anteriormente (Arzate et al., 1996). Los controles negativos fueron
laminillas incubadas sin el primer anticuerpo o con suero pre-inmune de conegjo.

Los experimentos se repitieron dos veces.

13.9. Hibridacién in situ

Se sembraron 5 X 10> HGF-CEMP1 y HGF-pcDNA40 en portaobjetos de
cultivo de ocho pozos Lab-Tek permitiéndoseles adherirse toda la noche y
cultivdndolas durante tres dias en las condiciones descritas anteriormente. Al
término de este tiempo, las laminillas se trataron con proteinasa K (20 ug/ml)
durante 30 minutos, se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido 4%
durante 1 hora, y se lavaron con trietanolamina (TEA) 0.1M pH 8.0; con
anhidrido acético en 0.1 M TEA, pH 8.0, seguido de PBS. Se incubaron durante
toda la noche a 68°C con solucién amortiguadora estandar de hibridacion con
100 ng/ml de sonda sentido o antisentido marcadas con digoxigenina. Después
de la hibridacion, las laminillas se lavaron en 5X SSC a 50°C durante 5 minutos
y se incubaron con RNAsa A (40 ug/ml) a 37°C durante 30 minutos. Las
laminillas se lavaron con solucion de lavado 1X a 37°C durante 5 minutos y se
procedié a la deteccién inmunolégica con el ensayo de deteccion anti-DIG
(Boheringer Mannheim, Germany). La reaccién se detuvo lavando con PBS pH
6.5, las laminillas se lavaron con agua, se montaron con DABCO y se

analizaron con microscopia de luz (Zeichner-David et al., 2003).
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13.10. Northern Blot

Se extrajeron 5 ug de RNA de HGF-CEMP1 y HGF-pcDNA40 usando el
kit Oligotex Direct mRNA Mini Kit (Quiagen, Valencia, CA). Los ARNm se
separaron electroforéticamente, en un gel de agarosa 1% con formaldehido y
se transfirieron a membranas de nylon N+ (Schleicher & Schuell) por difusion
capilar (Alvarez-Pérez et al., 2006). Para inmobilizar a los ARNm a las
membranas se fijaron entrecruzandolos con luz UV. Las membranas se
prehibridizaron en 10 ml de amortiguador DIG-Easy-Hyb (Boehringer
Mannheim, Germany) a 68°C durante 2 horas y se hibridizaron con una sonda
del ADNc completo de CEMP1 marcado con DIG (500 ng/ml). Se adicionaron
10 ml de la sonda marcada a la solucion de prehibridacion y se incubaron toda
la noche en las mismas condiciones descritas para la prehibridacion.
Posteriormente se lavaron las membranas dos veces, 5 minutos cada vez en
2X SSC (1X SSC: 150mM NaCl, 15 mM citrato de sodio pH 7.0, 0.1% SDS) a
temperatura ambiente y dos veces por cinco minutos en 0.1X SSC/0.1% SDS a
68°C. Para detectar la hibridacion ARN-ARN, las membranas se incubaron
durante 1 hr en solucion bloqueadora y después se incubaron durante 30
minutos con el anticuerpo conjugado anti-DIG-AP (1:10,000). Se lavaron dos
veces por 15 minutos y después las membranas se equilibraron en
amortiguador de deteccion durante 5 minutos. La deteccion se llevé a cabo con
el sistema CDPStar (Boheringer Mannheim, Germany) listo para usarse. El
tiempo de exposicion de la pelicula radiografica vario desde 15 segundos hasta

toda la noche para la deteccion de la sefial.
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13.11. Western Blot

Se sembraron 5 X 10* HGF-CEMP1 y HGF-pcDNA40 en cajas de cultivo
de seis pozos y se cultivaron durante 3, 7 y 14 dias de la misma forma que se
describe anteriormente, el medio condicionante se retir6 a los diferentes
tiempos como se ha descrito previamente. Al medio condicionante recolectado,
se le adicion6 fenilmetilsulfonilfluoruro 1mM, leupeptina 5 pg y aprotinina
10pg/ml. Se separaron las proteinas en un gel de poliacrilamida-SDS 12% y
posteriormente se transfirieron las proteinas electroforéticamente a una
membrana Immobilon-P (PVDF) de nitrocelulosa (Millipore Corp., Bedford, MA).
Las membranas se bloquearon con leche descremada 5% durante 1 hora y
después se incubaron las siguientes disoluciones de anticuerpos: 1:300
anticuerpo policlonal de conejo anti-hrCP-23, 1:5000 anticuerpo monoclonal
anti-6XHis (C-term) HRP, 1:500 anticuerpo policlonal de cabra anti-fosfatasa
alcalina de humano, 1:500 anticuerpo monoclonal anti-CAP de bovino, 1:500
anticuerpo policlonal de conejo anti-OPN humana, 1:500 anticuerpo policlonal
de conejo anti-BSP humana, y 1:500 anticuerpo monoclonal anti-OCN, durante
1 hora a temperatura ambiente. Después del lavar las membranas, se
incubaron con una disolucién 1:1000 de anticuerpo de cabra anti-conejo
conjugado con peroxidasa de rabano 6 1:1000 de anticuerpo de cabra anti-
ratbn conjugado con peroxidasa de rdbano durante 1 hora, y después se
lavaron con PBS. Los Western Blots se revelaron usando quimioluminiscencia
(enhanced chemiluminiscent HRP substrate (Millipore Billerica, MA)). Los
Western Blots se repitieron tres veces, como control interno se usé la proteina

B-actina.
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14. RESULTADOS

14.1. Expresiéon de CEMP1 en fibroblastos gingivales humanos

Para determinar el probable papel de la CEMP1 como inductor de
mineralizacion, se utilizaron fibroblastos gingivales humanos (HGF) los cuales
son células no mineralizantes y ademas, estas células no expresan ni el ARNm
de CEMPL1 ni la proteina. Se introdujo el gen CEMP1 a los HGF usando una
construccion con el vector pcDNA40-CEMP1. Para confirmar la transfeccién
estable de CEMP1, la expresion del ARNm de CEMP1 se determin6 por medio
de Northern Blots, hibridizando una sonda de ADNc marcada con DIG, la cual
se observd en las células transfectadas con CEMP1 como una banda de
aproximadamente 5.0 Kb. Esta banda no estaba presente en el ARNmM
transfectado con el vector pcDNA40 vacio. El analisis de hibridacion in situ
usando una sonda correspondiente a la region codificante de CEMP1
claramente demuestra el alto nivel de expresion en las HGF transfectadas vy
que expresan establemente el ARNm de CEMP1 (Figural). No se detectd
expresion en HGF transfectados con el vector pcDNA40 vacio. Para asegurar
gue el ARNm estaba siendo traducido a proteina se hicieron analisis por
western blot usando un anticuerpo monoclonal anti-6XHis y un anticuerpo
policlonal anti-hrCP-23, ambos analisis reconocieron una banda de 50 kDa,

confirmando la expresion de la proteina CEMP1 (Figura 2).
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14.2. Proliferacion celular

Para determinar si la expresion de CEMP1 tenia un efecto en la
proliferacion celular, ésta ultima fue analizada. Como se observa en la figura 2,
las células HGF transfectadas con CEMP1 presentaron un nivel de proliferacion
2.5 veces mayor que las células transfectadas con el vector vacio en todos los
periodos de tiempo analizados. Estos resultados indican que la expresion de la
proteina CEMP1 incrementa los niveles de proliferacion de las células HGF

(Figura 3).

14.3. Mineralizacion.

Para determinar si la expresion de CEMPL1 tiene un efecto en el proceso
de diferenciacion de HGF hacia un fenotipo celular “de tipo mineralizante” se
cultivaron HGF-pcDNA40-CEMP1 y HGF-pcDNA40 en medio mineralizante.
Durante los periodos de proliferacion y diferenciacion, se detecté la formacion
de nddulos de calcio caracteristicos de células de “tipo mineralizante” por
medio de tincién con alizarina roja S. Los nédulos de calcio no se detectaron en
las células HGF control transfectadas Unicamente con el vector vacio. Por el
contrario, las células transfectadas que expresaban CEMP1 fueron positivas a
la tincién con alizarina, lo que indica que CEMP1 induce la mineralizacion en
células que normalmente no mineralizan. Los fibroblastos gingivales humanos
gue expresaban establemente CEMP1 presentaron niveles de calcio 6 y 3.8

veces mas que los controles a los 7 y 14 dias (Figura 4).
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14.4. Micro-analisis por EDS-X

La composicion y la razén Ca/P de la matriz extracelular depositada por
los HGF que expresaban CEMPL1 revelé picos de energia prominentes para
calcio y fésforo similares a los de la apatita bioldgica. Las células HGF-CEMP1
tuvieron un porcentaje atdmico de calcio de 68, 70 y 63 a los 3, 7 y 14 dias
respectivamente, mientras que el fésforo representaba un porcentaje atémico
de 24, 21y 32. Los valores de la razon Ca/P fueronde 1.7, 1.2y 19alos 3,7y
14 dias de cultivo y coinciden con los valores de hidroxiapatita de origen
biolégico. Los cultivos control tuvieron valores minimos de calcio (0.7, 0.0 y
0.25 alos 3, 7 y 14 dias respectivamente); el porcentaje atomico del fosforo fue
de 0.31, 0.36 y 0.99 a los 3, 7 y 14 dias de cultivo. La razén Ca/P fue de 0.2,
0.0y 0.1 alos 3, 7y 14 dias. Estos datos confirman que los fibroblastos
gingivales humanos no mineralizan aun en presencia de “medio mineralizante”
mientras que la expresion de CEMP1 promueve la mineralizacion y la
formacion de ndédulos mineralizados “de tipo apatita” en estas células (Figura

5).

14.5. Actividad especifica de fosfatasa alcalina.

La induccién de la actividad especifica de fosfatasa alcalina es un
mecanismo a través del cual CEMP1 podria promover la mineralizacién de los
fibroblastos gingivales humanos. Por lo tanto, se examind la actividad
especifica de fosfatasa alcalina para analizar el efecto en la diferenciacion de

los HGF hacia un fenotipo mineralizante por la expresion de CEMP1. La
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actividad especifica de fosfatasa alcalina se midié a los 3, 7 y 14 dias. Los
niveles de actividad especifica de ALP a los 3, 7 y 14 dias fue 4, 5y 4.5 veces
mayor en HGF que expresaban CEMP1l que en HGF, la diferencia fue
significativa (P=0.001, n=3) usando la prueba de t de Student. Estos resultados
indican que CEMP1 puede alterar la actividad de ALP y asi inducir la
mineralizacion ya sea por el incremento en la produccion de ALP o fomentando
la actividad de la enzima la cual se ve aun mas incrementada después de la

diferenciacion (Figura 6).

14.6. Caracterizacion del fenotipo expresado por las células

transfectadas de forma estable con CEMP1.

El fenotipo de las células HGF transfectadas con CEMP1 se examino
inicialmente usando RT-PCR y se comparo con células HGF transfectadas con
el vector vacio. Como las células transfectadas producen una matriz
mineralizante, se limitd el analisis a aquellos genes que se asocian a la
formacion del esmalte, hueso y cemento radicular. Se hizo RT-PCR de un paso
(one-step) usando arrancadores (iniciadores) para el gen constitutivo GAPDH y
arrancadores (iniciadores) para los genes a estudiar. EI inico ARNm expresado
por las células HGF fue colagena I. No se expreso ningun otro ARNm en estas
células a excepcion de una banda discreta de ALP a los 14 dias de cultivo.
Sorprendentemente, la expresion del ARNm de amelogenina (AMEL), una
molécula asociada al esmalte, se indujo a los 3 y 7 dias de cultivo, mientras
que el ARNm de ameloblastina (AMBN), asociada al esmalte y al cemento se

indujo hasta los 14 dias en las células transfectadas con CEMP1. La expresion
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de enamelina, un gen especifico del esmalte se indujo en los tres periodos de
tiempo y alcanz6 su maximo nivel a los 14 dias de cultivo. Todos los
marcadores de tejido mineralizado que se analizaron se expresaron de forma
importante en las HGF transfectadas con CEMP1 en todos los periodos de
tiempo analizados. EIl ARNm de la proteina de adhesion del cemento (CAP) se
expreso claramente a los 3 dias de cultivo. EI ARNm del factor de transcripcion
y marcador de mineralizacién core binding factor alpha-1 (Cbfa-1) también se
expreso y se mantuvieron niveles similares a los 3, 7 y 14 dias. Estos hallazgos
en conjunto, podrian indicar que las células HGF transfectadas con CEMP1
adquieren un fenotipo mineralizante el cual incluye una mezcla de

caracteristicas de cemento y hueso (Figura 7).

14.7. Inmunocitoquimica

La expresion a nivel de proteina se determind inicialmente usando
microscopia de inmunofluorescencia. Se colectaron células a los 3 dias de
cultivo y se analizé la expresion de cada una de las moléculas (ALP, AMBN,
AMEL, ENAME, BSP, CAP, CEMP1l, OCN y OPN) en células HGF
transfectadas con CEMP1 y en HGF transfectadas con el vector vacio. Los
resultados demuestran que la expresion de todas las moléculas se observaron
en el citoplasma y la expresion de CEMP1 también fue perinuclear. Los
fibroblastos gingivales humanos transfectados con el vector vacio expresaban

de forma casi imperceptible ALP.
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14.8. Western Blot

Para confirmar la expresion de las proteinas se hicieron andlisis de
inmunodeteccion por Western Blot. Los resultados se correlacionan con los
obtenidos de los analisis por RT-PCR, lo que indica que los cambios en el
fenotipo de las células HGF que expresan CEMP1 también se dieron a nivel de
expresion de proteinas. Nuevamente, las células HGF no expresaron ninguno
de los genes analizados, que se sabe estan asociados a la mineralizacion, con
la excepcion de la expresion discreta de ALP. Las células transfectadas
expresaron ALP, BSP, CAP, CEMP1, OCN y OPN en los dias analizados. Los
analisis de densitometria indicaron que los niveles de BSP alcanzaron el nivel
méximo a los 7 dias y decrecieron a los 14 dias. La osteocalcina alcanzd su
nivel maximo al final del periodo de cultivo (14 dias). Las proteinas
amelogenina y ameloblastina fueron inmunodetectadas a los 3, 7 y 14 dias de
cultivo. La proteina de adhesion del cemento, un marcador biolégico del
cemento, mantuvo niveles homogéneos de expresion en los tres tiempos
analizados. CEMP1 también se expresé en los tres tiempos, sin embargo,
alcanzé su valor maximo a los 14 dias de cultivo. Los resultados indican que la
expresion de CEMP1 promueve cambios fenotipicos importantes ya que
CEMP1 induce la expresion de marcadores de tejido mineralizado en
fibroblastos gingivales humanos, los cuales son células que no estan
involucradas ni en el proceso de mineralizacion ni en el proceso de

cementogénesis (Figura 8).
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15. Discusién y Conclusiones

El tratamiento de la enfermedad periodontal, gracias a los avances en
biologia, medicina y odontologia, ha evolucionado a partir de solamente
combatir a los microorganismos hasta intentar eliminarlos, detener Ia
progresion del dafio a los tejidos y tratar de regenerar los tejidos perdidos o
dafiados. Aunque las técnicas de regeneracion han estado disponibles desde
hace algunos afnos, y algunas han ofrecido resultados prometedores, ninguna
de las técnicas ha demostrado 100% de efectividad (Zeichner-David, 2006),
porque aun no se conocen los mecanismos que regulan la diferenciacion de los
precursores mesenguimales hacia un fenotipo cementoblastico, ya que es dificil
determinar cuales son los factores necesarios para lograr la regeneracion
periodontal (Kémoun et al., 2007).

La regeneracion de los tejidos periodontales depende de 4 componentes
bésicos. Las sefales apropiadas, los elementos celulares, el aporte sanguineo
y el andamiaje necesario para el relleno del defecto de los tejidos. Cada uno de
estos elementos juega un papel fundamental en el proceso de curaciéon. Las
células proveen la maquinaria necesaria para el nuevo crecimiento tisular y
diferenciacion. Los factores de crecimiento o morfégenos modulan la actividad
celular y proveen los estimulos necesarios para que las células se diferencien y
produzcan la matriz extracelular del tejido en desarrollo. Los nuevos lechos
vasculares proveen el aporte nutricional necesario para el crecimiento y la

homeostasis del tejido. Finalmente, los andamios guian y crean una estructura
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(templado) tridimensional para facilitar los procesos descritos y promover la
regeneracion del tejido (Taba et al., 2005).

En los dltimos afios se ha puesto especial énfasis en la identificacion y el
aislamiento de las moléculas informacionales derivadas de la matriz
extracelular de los tejidos periodontales (Shimono et al., 2003), en este caso en
particular, la matriz del cemento, con la finalidad de conocer con detalle su
mecanismo de accion durante la cementogénesis y su posible aplicacion en la
terapia de regeneraciéon periodontal.

Los resultados presentados en este trabajo sugieren que la funcién de
CEMP1 se encuentra asociada al proceso de biomineralizacion y que esta
involucrada en procesos celulares criticos como la diferenciacién ya que induce
la transcripcién y expresion de genes asociados a tejidos mineralizados en
células no mineralizantes, estudios previos han demostrado que CEMP1 es
uno de los factores que regulan el depésito de mineral en cementoblastos
putativos de humano in vitro.

La produccion de una matriz mineralizada solamente la presentaron las
células transfectadas con el gen CEMP1 ya que las células transfectadas con
el vector vacio permanecieron con un fenotipo no mineralizante. La matriz
mineralizada se analizé con EDS-X y los valores de las razones Ca/P fueron
similares a los de la hidroxiapatita de origen bioldgico (1.64). Para que se lleve
a cabo la biomineralizacion se requiere de la participaciéon de ALP en los
estadios iniciales, proveyendo los Pi los que aparentemente son los iniciadores
de la formacién de mineral, por lo que los niveles de actividad especifica son
indicadores tempranos de la mineralizacion de la matriz (Van den Bos et al.,

1999) y el incremento en la transcripcién en la traduccion a proteina y el
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aumento en los niveles de actividad especifica de ALP se puede correlacionar
con el inicio de la biomineralizacion, ya que son indicadores de un estadio de
diferenciacion celular mineralizante. Nuestros resultados sugieren que el ARNm
de ALP se incrementd durante la proliferacion celular, la maduraciéon de la
matriz y la mineralizacion subsecuente, por lo que el aumento en la actividad es
a nivel de regulacion positiva de transcripcion y traduccién.

También observamos un incremento en la proliferacion celular, lo que es
un fendbmeno reportado previamente cuando se transfectan genes a células
gue no los expresan normalmente (Kim et al., 2006; Tu et al., 2006).

Para caracterizar el fenotipo celular, seleccionamos genes asociados al
fenotipo cementobléstico y determinamos si habian adquirido este fenotipo,
analizandolos a nivel de ARNm y de proteina. Las moléculas asociadas a la
fase mineral regulando la nucleacién, el crecimiento y maduracion de los
cristales de hidroxiapatita, como BSP, OCN y OPN en las células
transfectadas con CEMP1 fueron regulados positivamente. Los niveles
méximos de ARNm y proteina de BSP se presentan durante las etapas
iniciales de mineralizacion y decrecen durante las etapas posteriores de
mineralizacion de la matriz. Esto significa que BSP puede estar actuando como
nucleador de los cristales de hidroxiapatita en las etapas iniciales de
mineralizacion y como inhibidor dirigiendo el crecimiento de los cristales
durante las etapas posteriores de mineralizacion (Hunter y Goldberg, 1993). En
nuestros experimentos, la osteocalcina alcanzé su nivel maximo de expresion
en los estadios iniciales de mineralizacion, pero a nivel de proteina observamos
un incremento temporal alcanzando el nivel mdximo cuando se presenta la

mineralizacién probablemente actuando como promotor e inhibidor/regulador
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de la mineralizacién, esto sugiere que la proteina OCN es esencial en la
regulacion de la mineralizacion de la matriz (Yagami, 1999).

Los niveles de ARNm de OPN se mantuvieron bajos de forma constante
durante el periodo de cultivo y decrecieron durante la fase de mineralizacion,
pero a nivel de proteina se observo un incremento con el transcurso del tiempo.
Es probable que interactie con la hidroxiapatita actuando como inhibidor de
mineralizacion en etapas tardias. Los niveles de expresion de colagena | que
observamos coinciden con el concepto que postula que la colagena define el
armazon o andamio para el depdésito de mineral, pero por si sola no es capaz
de actuar como nucleador de cristales de hidroxiapatita. Nuestros resultados
nos permiten pensar que las células transfectadas con CEMP1 favorecen la
cristalizacion de hidroxiapatita por la participacion de las proteinas no
colagenas.

La expresion de BSP y OPN, son caracteristicas de los tejidos
mineralizantes, se han localizado en hueso y en cemento radicular y entre las
funciones que se les atribuyen, esta la de fijar iones de calcio y actuar como
nucleadores y reguladores de la mineralizacion. EI aumento en la actividad de
la ALP incrementa los iones de fosfato disponibles, favoreciendo Ila
precipitacion de complejos de fosfato de calcio, los cuales se convierten en los
primeros cristales de hidroxiapatita, para posteriormente crecer entre las fibras
de colagena y mineralizar el tejido por completo, durante este proceso se
piensa que la OPN actua inhibiendo y regulando el crecimiento de los cristales
(Gronthos et al., 2003; Sommer et al., 1996).

La actividad de ALP se asocia a la biomineralizacion (osteogénesis) y la

cementogénesis por lo que su expresidn se empleé como marcador de
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diferenciacion temprana para las células formadoras de tejido mineralizado, ya
gue esta enzima es responsable de proveer los fosfatos necesarios para la
formacion de los fosfatos de calcio (Groeneveld et al., 1995, Liu et al., 1997) y
se ha demostrado que es esencial para la formacion y crecimiento del cemento
(van den Boss and Beertsen, 1999).

El factor de transcripcion Cbfal es considerado como un regulador
maestro que controla la osteogénesis temprana, se ha detectado también en
odontoblastos, células del ligamento periodontal y cementoblastos (Bronckers,
1991) y actiua activando o regulando otros genes asociados a tejido
mineralizado corriente abajo como fosfatasa alcalina, osteocalcina vy
osteopontina entre otros para promover las etapas posteriores de la
diferenciacion osteogénica y la subsecuente mineralizacion de la matriz
(Gronthos et al., 2003) de modo que el aumento tanto en transcripcion como en
traduccion en HGF CEMP1 tiene un efecto directo en el incremento de la
expresion de ALP, OCN y OPN.

La presencia de moléculas asociadas al esmalte ha sido demostrada a
nivel de ARNm y proteina en cemento radicular (Zeichner-David et al., 2006)
por lo que decidimos investigar si la expresion de CEMPL1 induce la expresion
de otras moléculas relacionadas al esmalte. Encontramos que los fibroblastos
transfectados con CEMP1, expresaron amelogenina, ameloblastina vy
enamelina, la expresibn de estas moléculas puede ser resultado de la
induccién por Cbfal, el cual a su vez es un regulador de la transcripcion del
gen de AMBN.

La amelogenina, ademas de patrticipar en la regulacién del crecimiento

de los cristales de hidroxiapatita, promueve la expresion de algunas moléculas
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asociadas a la biomineralizacion (Viswanathan et al., 2003), esto permite
pensar que podria participar en la regulacion de genes asociados con la
cementogénesis. La diferencia en los niveles del transcrito y de proteina para la
amelogenina y la ameloblastina puede explicarse por un procesamiento rapido
de los transcritos y es probable que las proteinas permanezcan en la matriz y
sean liberadas lentamente participando en la regulacion de la mineralizacion. El
ARNmM de enamelina alcanzé su nivel maximo en la etapa de mineralizacion.
Se ha reportado que la expresion de CAP es regulada positivamente por
amelogenina. Los niveles de expresion de ARNm y la proteina CAP durante el
curso del experimento, sugieren que las células adquirieron un fenotipo
cementoblastico (Kitagawa et al., 2006 a).

En conclusion, CEMP1 esta asociada de forma importante a la
biomineralizacién, regulando positivamente la expresién de otras moléculas
necesarias para que se lleve a cabo la biomineralizacion de la matriz
extracelular. La induccion de la expresion de CAP y de CEMP1, ambas
moléculas marcadoras de cementoblastos, nos permite inferir que el fenotipo
adquirido por las células es mineralizante, de tipo cementoblastico, por lo que
también podria participar en la diferenciacion temprana de células progenitoras
hacia un fenotipo mineralizante.

Aunque adn no conocemos el mecanismo molecular de interaccién de
CEMP1, los datos presentados sugieren que esta proteina podria jugar un
papel importante en la diferenciaciéon celular de células progenitoras del
periodonto hacia un fenotipo mineralizante de tipo cementoblastico. El trabajo

subsecuente de nuestro laboratorio a mediano plazo estd encaminado a
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dilucidarlo, una vez logrado, se abre una serie de posibilidades con una

aplicacion clinica en terapia periodontal regenerativa.
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17. Apéndice A. Figuras

Figura 1

HGF HGF-CEMP 1

CEMP 1 «5 Kb

B-ACTIN

Figura 1. La expresion del gen se analizé por medio de Northern blot e hibridacién in situ. El
Northern blot confirmé que los HGF no expresaban el ARNm después de la transfeccion y
seleccion con G418 y en los HGFCEMPL1 se detecté una banda de 5 Kb (figura 1 A). La
expresion del gen se analiz6 también por medio de hibridacién in situ. Los HGF transfectados
con CEMP1 expresan el transcrito para CEMP1 (figura 1B-a), y los HGF transfectados con el
vector vacio no lo expresan después de la transfeccion y seleccion con G418 (figura 1B-b).
Barra= 100 pm.
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Figura 2
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Figura 2. Western blots para 6xHIS-COOH and CEMP1. Los HGF transfectados con CEMP1
expresaban una proteina de 50 kDa reconocida por ambos anticuerpos. Los HGF transfectados
con el vector vacio fueron negativos para ambos anticuerpos (figuras 2A y 2B).
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Figura 3
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Figura 3. La transfeccion y expresion estable de CEMP1 en HGF incrementa su nivel de proliferacion. Los
HGF que expresan CEMP1 (1) presentaron una proliferacion lineal la cual se trazé (coeficiente de
correlacion r=0.90) y se calcul6 la ecuacion de regresion (y=1852(x)+3854). Los intervalos de confianza
de 95% se muestran (lineas discontinuas). Los HGF transfectados con el vector vacio (o) presentaron
también una proliferacion lineal; la cual fue trazada (coeficiente de correlacion r=0.81) y se calculo la
ecuacion de regresion (y=547(x)+2012). Los intervalos de confianza de 95% se muestran (lineas
continuas). Se sembraron 2,500 células en cajas de cultivo de 48 pozos y el nimero de células se calculd

cada 24 horas.
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Figura 4

Figura 4. La expresiéon de CEMP1 en HGF promueve la formacion de nddulos mineralizados.
Panel superior tincidon con alizarina roja s a los 3, 7 y 14 dias A, B y C respectivamente. Panel
inferior HGF transfectados con el vector vacioa 3 7y 14 dias D, Ey F.
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Figura 5
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Figura 5. Aspecto representativo de microandlisis de energia dispersiva de rayos-X. A, By C
espectro de HGF transfectados con el vector vacio a los 3, 7 y 14 dias. En D, E y F se
observan picos prominentes de energia para calcio y fésforo en las zonas de mineralizacion
similares a los de hidroxiapatita de origen biolégico a los 3, 7 y 14 dias respectivamente en
HGF CEMPL1.
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Figura 6
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Figura 6. La actividad especifica de ALP se determiné por un método bioquimico, los HGF
CEMP1 (-) presentaron actividad de ALP incrementada 4, 4.5 y 5 veces mas que los HGF
transfectados con el vector vacio (|:|) a los 3, 7 y 14 dias. El asterisco indica diferencia
estadisticamente significativa (P<0.001).
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Figura 7

ALP
AMBN
AMEL
ENAM

BSP

CAP

CEMP 1
COL |
OCN
OPN

Cbfa 1|

GAPDH

HGF-CEMP 1

pb

HGF

475

555

384

522

439

199

— _ i d

[t

[t ot |

354

e mad N

310

O L T

W .-_-w-.-q b — :'.‘ 4

3 7 14

347
460
600

ot )

3 7 14

Dias en cultivo

Figura 7. Imagen representativa del andlisis de RT-PCR para ARNm de moléculas de matriz
extracelular caracteristicas de el fenotipo osteoblastico — cementoblastico (ALP, AMBN, AMEL,
ENAM, BSP, CAP, COL I, CP23; OCN y OPN) y el factor de transcripcién Cbfal importante en
la formacién de cemento y hueso en HGF y en HGFCEMP1.
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Figura 8
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Figura 8. Los fibroblastos transfectados con CEMP1 secretan moléculas asociadas al hueso y
al cemento. El analisis por Western blot detecto la presencia de ALP, AMBN, AMEL, BSP, CAP,
CEMP1, OCN y OPN. Las moléculas se detectaron en el medio condicionante. Panel izquierdo
HGF transfectadas con el vector vacio, panel derecho HGF CEMP1.
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18. Apéndice B Publicaciones
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