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ABSTRACT 

Nowadays, the main goal of the periodontal therapy is the regeneration of periodontal 

structures such as cementum, bone, periodontal ligament and gingival lost due 

periodontal disease. The knowledge of the cellular and molecular events during 

cementum development, are important for periodontal biology and tissue regeneration, 

however, this process is poorIy known and there is a lack ofa specific biological marker 

for cementum. Here we report ~he isolation and partial characterization of a cDNA 

named CP34, derived from a human cementoblastoma. The cDNA was analyzed in 

databases (BLAST), in order to fmd homology with other "reported proteins, and to 

predict the possible secondary structure. The cDNA construction was cloned into a 

prokaryotic express ion vector to achieve expression and purification ofthe recombinant 

protein. Results from the database analysis showed that CP34 has 98% identity with the 

cementum aattachment protein (CAP), and also has 98% identity with a tyrosine 

phosphatase receptor PTPLA. The aminoacid sequence anaIysis predictied a secondary 

structure mainly a-helix .. Expressed and purified CP34 protein was detected by the 

anti-CAP and anti-collagen type 1 and III antibodies in western blots. These data show 

relationship of CP34 with CAP, because the cementum attachment protein has certain 

homology with collagen 1 and has a a-helix structure. Therefore, CP34 could participate 

during cementogenesis events such as mineralization, attachment and cellular 

differentiation as it has been demonstrated for CAP. It is important to notice that the 

database analysis did not predict a signal peptide for CP34, therefore this protein could 

not be in the extracellular matrix. This fmdfug is relevant because ofthe 98% homology 

with the PTPLA receptor, and the aminoacid sequence is mainly acidic which is in 

agreement with these type of receptors. This is why the relation of CP34 with 

cementum, could be in signaling events on the cells responsible for the formation of 

mineralized tissues. 

The results of this work contributes with knew knowledge regarding the cementum 
biology and cementogenesis processess. 



RESUMEN 

En la actualidad una de las metas de la terapia periodontal es la regeneración de los 

tejidos de soporte del diente (hueso, cemento radicular, ligamento periodontal y encía) 

que han sido destruidos por la enfermedad periodontal. De tal forma, que la 

determinación de los procesos celulares y moleculares que regulan la formación del 

cemento radicular durante el desarrollo, es de gran interés en el área de la biología y la 

regeneración periodontal, debido a que a la fecha dichos procesos se conocen 

parcialmente y no existe un marcador biológico del cemento radicular. Este trabajo 

reporta el aislamiento y caracterización de un DNA complementario (cDNA) 

denominado CP34 derivado de células de un cementoblastoma humano. La secuencia 

del cDNA fue analizada en la base de datos en Internet, con la finalidad de encontrar 

homologías con otras proteínas de importancia en el cemento radicular y pronosticar 

una posible estructura secundaria. Posteriormente se realizó la construcción del cDNA 

CP34 con un vector de expresión, en un sistema procarlonte para producir y purificar la 

proteína recombinante. Los resultados en la base de datos demostraron que CP34 tiene 

una identidad del 98% con la proteína de adhesión del cemento radicular (CAP) y un 

98% también para el receptor tipo tirosina fosfatasa PTPLA, además de que la secuencia 

aminoacidica pronostica predominantemente una estructura a-hélice; la proteína CP34 

expresada y purificada fue reconocida en las inmunotransferencias por los anticuerpos 

anti-CAP y anti-colágena tipo 1 y III. Estos datos podrían relacionar a CP34 con la CAP, 

ya que la proteína de adhesión del cemento radicular es conocida por tener homología 

con colágena tipo I y tener una estructura tipo a-hélice. Por lo que CP34, podría 

participar a reserva de ensayos biológicos, en eventos importantes para la 

cemento génesis como la mineralización, adhesión y diferenciación celular como lo ha 

demostrado la CAP. Sin embargo, es importante mencionar que la base de datos no 



predijo péptido señal para la secuencia de CP34, por lo que esta proteína no podría estar 

en la matriz extracelular. Este hallazgo tiene evidentemente relación con la homología 

del 98% con el receptor PTPLA que tiene CP34, además de que la secuencia 

aminoacidica de CP34 es hidrofilica como en este tipo de receptores. Por lo que su 

relación con el cemento radicular, podría quedar involucrada en los eventos de 

señalización intracelular de este tipo de receptores en células formadoras de tejido 

mineral como ya se ha demostrado en osteoblastos. 

Los resultados del presente estudio demuestran que el modelo utilizado de células 

derivadas de cementoblastoma contribuye con el aislamiento de factores asociados al 

cemento radicular y a un mejor entendimiento del proceso conocido como 

cementogenesis. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los órganos dentales anatómicamente están constituidos por la corona, que es la parte 

que se proyecta hacia la cavidad bucal y la raíz que se incluye dentro del hueso alveolar. 

Ambas partes, están conformadas por tejidos mineralizados que cubren en su interior a 

la pulpa dental la cual le proporciona al diente nutrición e inervación; ya que esta 

constituida por vasos sanguíneos, vasos linfáticos y terminaciones nerviosas que se 

introducen por el foramen apical de la raíz dental. Histológicamente la corona dental 

esta conformada por dos tejidos mineralizados, el esmalte en la capa externa y la 

dentina en la capa interna; la raíz dental esta cubierta por dos tejidos mineralizados, en 

la parte externa se encuentra el cemento radicular y en la interna la dentina radicular. 

Por otra parte, el aparato de sostén del diente en la cavidad bucal conocido como 

periodonto esta constituido por cuatro tejidos: dos tejido blandos que son la encía la 

cual cubre los procesos alveolares y esta constituida por tejido epitelial estratificado con 

un subyacente tejido conectivo y por el ligamento periodontal que esta integrado por 

fibras colágenas (principalmente de colágena tipo 1) que se insertan tanto en el cemento 

radicular como en el hueso alveolar que son los tejidos duros del periodonto1(Figura 1). 

Dentina (coronal) 

Pulpa dental 

Hueso alveolar 
Dentina radicular 

Cemento radicular 

Proceso alveolar 

Figura 1. Esta figura muestra los tejidos del diente, así como el sistema de soporte 
dental conocido como periodonto (encía, cemento radicular, hueso alveolar y 
ligamento periodontal). 



1.1 El cemento radicular 

El cemento radicular es un tejido conectivo mineralizado que cubre la superficie 

radicular de los órganos dentarios desde la unión cemento-esmalte que regularmente se 

encuentra en el cuello del diente en la unión de la corona y la raíz dental hasta el ápice 

que es la parte más distal de la raíz dental. El cemento radicular es un componente 

importante del aparato de inserción del periodonto debido a que es el sitio donde las 

fibras del ligamento periodontal se unen al diente. Este tejido posee características 

únicas como: la ausencia de vascularización, inervación y drenaje linfático; además de 

poseer un bajo recambio metabólico. El cemento radicular es de suma importancia para 

la formación de tejidos periodontales durante el desarrollo, así como para la 

regeneración de los mismos. Físico-químicamente está constituido por un 50% de 

matriz inorgánica a base de fosfatos de calcio en forma de hidroxiapatita y una matriz 

orgánica compuesta predominantemente por colágena tipo 1 y 111 2,3. 

La enfermedad periodontal conocida como periodontitis, está caracterizada por la 

inflamación y la subsecuente pérdida de los tej idos de soporte del diente; incluyendo el 

cemento radicular, el hueso y el POL. En el caso específico del cemento radicular, 

cuando es contaminado por endotoxinas bacterianas y/o ha sufrido alteraciones en su 

formación debido a desórdenes metabólicos, el resultado es la perdida de inserción del 

POL en la raíz del diente, por lo que se sugiere que existe una correlación entre el 

cemento radicular alterado y la enfermedad periodontal 4
• Una de las metas de la terapia 

clínica periodontal, es tratar de propiciar la regeneración de los tejidos de soporte del 

diente perdidos por enfermedad. Sin embargo cuando el hueso logra ser regenerado 

alrededor de las raíces dentales, sólo tiene valor funcional cuando va acompafiado de la 

formación de cemento radicular nuevo y la inserción del ligamento periodontal sobre 

este tejido. Clínicamente la regeneración del cemento es crucial para restaurar la 

2 



inserción de los tejidos de soporte, ya que las superficies radiculares dafiadas no pueden 

promover la adhesión y la migración de células del ligamento periodontal 5,6,4. 

1.2 Clasificación del cemento radicular 

Este tejido se clasifica de forma general en cemento primario, el cual se describe como 

una estructura desprovista de células con fibras colágenas orientadas al azar en una 

matriz granular y el cemento secundario que contiene células y fibras colágenas 

orientadas ligeramente paralelas tanto a la superficie radicular como a las fibras de 

Sharpey. Estas ultimas son porciones de las fibras principales de colágena del PDL, las 

cuales están embebidas en el cemento radicular y en el hueso alveolar; una porción 

mayor del cemento acelular consiste en agregados de fibras de Sharpey's las cuales han 

sido mineralizadas!. En el cemento acelular tienen un diámetro menor y están más 

densamente empaquetadas que en el hueso alveolar, estas fibras forman parte del 

sistema de fibras extrínsecas del cemento y son producidas por fibroblastos en el PDL. 

Actualmente existe una nueva clasificación para el cemento radicular basada en la 

presencia o ausencia de células en el tejido y en la organización de fibras colágenas, que 

reconoce 5 subtipos que son 7: 

1. Cemento afibrilar y acelular (AAC). Está localizado en la unión dentina esmalte, 

esta estructura consiste de una matriz homogenea sin componentes celulares y 

sin fibras de colágenas. 

2. Cemento acelular con fibras extrínsecas (AEFC). Se encuentra desde la región 

cervical hasta la parte media de la raíz, no contiene células, pero si fibras de 

Sharpey involucradas en la inserción del órgano dentario. 

3. Cemento celular con fibras intrínsecas (CIFC). Cubre la parte apical e 

interradicular de las superficies radiculares donde los cementocitos están 

3 
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presentes a lo largo de estas zonas junto con las fibras colágenas intrínsecas. 

Está localizado en lagunas de resorción y sitios de fractura, por lo que podría 

estar involucrado en la reparación del cemento radicular. 

4. Cemento acelular con fibras intrínsecas (AIFC). Es similar al subtipo 3 ya que 

ocupa zonas apicales e interradiculares, solo que no contiene células. 

5. Cemento celular estratificado mixto (CSHC). Este subtipo de cemento contiene 

fibras colágenas extrínsecas e intrínsecas así como cementocitos; está 

involucrado en la inserción y la adaptación de las fibras periodontales. 

1.3 Proteínas colágenas del cemento radicular 

Dentro de la fase orgánica del cemento radicular se encuentran una amplia variedad de 

proteínas colágenas, que desempeñan diferentes funciones durante diversas etapas en la 

formación de este tejido, por ejemplo en el desarrollo, el cemento maduro y en la 

regeneración del cemento radicular. Se ha demostrado que la colágena tipo I y tipo III 

participan en la regulación del crecimiento de cristales de hidroxiapatita, durante el 

desarrollo del cemento radi~ular 8, 9. El cemento radicular maduro tiene un alto 

porcentaje de colágena tipo 1 y en menor porcentaje colágena tipo III y XII. Las cuales 

participan según estudios realizados in vitro en la adhesión y quimioatracción de 

fibroblastos del PDL 8. Las colágenas tipo III y XII han sido asociadas a la reparación de 

heridas y al soporte de tensión en tejidos periodontales asociados con movimientos 

ortodóncicos l0. 

Estudios en los cuales se ha utilizado la técnica de inmunohistoquímica, han demostrado 

que las fibras colágenas del cemento, incluyendo las fibras de Sharpey' s están 

constituidas por colágena tipo 1. Las fibras no reconocidas por el anticuerpo anti­

colágena 1, incluyendo algunas fibras colágenas recién sintetizadas son reconocidas por 
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el anticuerpo de anti-colágena tipo III 11. La colágena tipo V y VI no son reconocidas 

en el cemento, pero sí la del tipo XIV 12. 

1.4 Proteoglicanos y glucosaminoglicanos en el cemento radicular 

Proteoglicanos como el lumicano y fibroglicano han sido identificados en el cemento 

radicular de bovino en zonas cercanas al precemento y alrededor de lagunas donde se 

encuentran inmersos los cementocitos 13. 

La fibromodulina es un proteoglicano encontrado de forma abundante en el ligamento 

periodontal durante el desarrollo del cemento; específicamente sobre la interfase del 

cemento y el ligamento periodontal. Por lo que se considera que puede tener un papel 

importante en la formación y mantenimiento de las fibras de Sharpey, además de regular 

la mineralización durante la cementogénesis 14. Glucosaminoglucanos, como el 

dermatan sulfato y coindritin sulfato 4 han sido identificados bioquímicamente e 

inmunohistoquímicamente como las especies predominantes en este tejido. Estos 

compuestos han sido co-Iocalizados con cementoblastos y la matriz del cemento 

durante la mineralización 15. 

1.5 BSP y osteopontina en la cementogenesis 

La BSP y la osteopontina generalmente se co-distribuyen y se acumulan en las líneas de 

crecimiento del cemento radicular y entre los espacios de las fibras colágenas 

mineralizadas. Sin embargo, hay variaciones en la distribución y densidad del marcaje 

tanto de BSP como de osteopontina durante la cementogénesis. Una amplia expresión 

de estas proteínas no colagénicas generalmente se correlaciona con la formación del 

hueso esponjoso y el AEFC; además de participar en la velocidad de formación del 

tejido mineralizado y la densidad de empaquetamiento de fibras colágenas 16. La 
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expresión temporal y espacial de la BSP durante la cementogénesis, está relacionada 

con la formación de tejido mineralizado 17, 18. La BSP se asocia a la adhesión celular y 

contribuye al inicio de la formación de tejido mineralizado sobre la superficie radicular 

19. La fosfoglucoproteína llamada osteopontina que contiene una región RGD (arginina, 

glicina y ácido aspártico), reconocida como dominio asociado a la adhesión; ha 

demostrado promover la migración, la adhesión de células progenitoras del PDL y la 

nucleación de cristales de hidroxiapatita durante la formación del cemento radicular. 

Incluso se le ha relacionado con la regulación ectópica de cristales de hidroxiapatita 20, 

21 

1.6 PTHrP en la formación del cemento radicular 

La PTHrP actúa como regulador autócrino y parácrino en diversos procesos biológicos 

como: proliferación, apoptosis y diferenciación celular durante el desarrollo del diente. 

Se ha demostrado que la PTHrP participa en la regulación de la formación del cemento 

radicular ya que esta involucrada en la disminución de la expresión génica y la síntesis 

de BSP; además de inhibir la mineralización mediada por cementoblastos. Además de 

que la vía de señalización intracelular cAMP/PKA, es la que media el efecto de PTHrP 

para inhibir la expresión del RNAm de BSP y que la PKC promueve la expresión de 

BSp 22
• 

1.7 BMP's en el cemento radicular 

Las BMP's son factores de crecimiento pertenecientes a la superfamilia de los TGFp, 

que juegan un papel crítico en desarrollo del cartílago, hueso, tejidos no mineralizados 

como el corazón y el sistema nervioso; postnatalmente participa en la formación del 

hueso 23. Se ha demostrado que las BMP's participan en la formación de tejidos dentales 
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como el esmalte y la dentina. De este grupo de proteínas, la BMP-3 u osteogenina, se ha 

relacionado con la formación del cemento, ya que se han detectado transcriptos de la 

misma que son expresados por células del folículo dental que rodean las raíces en 

molares de ratón 24. En el caso de la BMP-2 esta parece participar en la regeneración del 

cemento, ya que tiene la propiedad de promover la proliferación y migración de células 

del ligamento periodontal; además de inducir la formación del cemento radicular en 

dientes de ratón con defectos en la superficie radicular 25. 

1.8 Osteocalcina en el cemento radicular 

La osteocalcina, también llamada proteína Ola del hueso (BOP), es la más abundante de 

las proteínas no colágenas del hueso producidas por osteoblastos. Esta consiste en una 

sencilla cadena de 46-50 aminoácidos y que contiene tres residuos ácido gamma 

carboxiglutamico vitamina k dependiente y es conocida por participar en el remodelado 

óseo 26. La osteocalcina también participa en la formación del cemento radicular tanto 

del tipo celular como el acelular 27. En parte esto se demostró en un estudio de 

Kagayama et a¡28 donde · utilizando inmunohistoquímica, se observó que los 

cementoblastos formadores del cemento acelular eran positivos para osteocalcina 

durante la cementogenesis en dientes de rata de dos y tres semanas de edad. 

1.9 Moléculas de adhesión celular (laminina y fibronectina) en el cemento 

radicular 

La laminina conocida por ser una molécula de adhesión celular, es localizada sobre la 

superficie de la dentina en el inicio de la formación del cemento radicular; por lo que su 

función está relacionada con la quimioatracción de células tipo cementoblásticas, sobre 

las superficies radiculares durante la cementogénesis 29. También las proteínas de la 
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matriz extracelular como la fibronectina y su receptor la integrina a,Spl, están asociadas 

a la adhesión celular durante el proceso de cementogenesis; ya que han sido 

inmunolocalizadas en cementoblastos y en células del PDL cercanas a la raíz dental, 

durante el periodo de formación del cemento radicular en molares de rata 30. 

1.10 MGP, AP Y su papel en la mineralización del cemento radicular 

La MGP con su dominio tipo Gla, participa como regulador negativo de la aposición de 

mineral en el cemento. Se ha demostrado que esta proteína se encuentra en el cemento 

acelular y en la superficie exterior del cemento celular mineralizado. Hibridaciones in 

situ realizadas para el RNAm de la MGP demuestran que este es producido por células 

del ligamento periodontal sobre la superficie del cemento radicular celular y acelular; 

por lo que la expresión de MGP en este sitio podría prevenir la hipercalcificación de la 

superficie externa de la raíz 31. Por su parte la fosfatasa alcalina conocida por participar 

en el proceso de mineralización, también está involucrada en la formación del cemento 

celular y acelular. Esta enzima tiene una elevada actividad durante la nifiez, lo cual se 

relaciona con el incremento en la formación y grosor de la capa de cemento acelular 

durante este período; la actividad de la fosfatasa alcalina y su efecto sobre el cemento 

radicular disminuyen conforme avanza la edad 32,33. 

1.11 Genes tipo "homeobox" (Dlx) en la formación del cemento radicular 

Los genes tipo "homeobox" como el Msx y el Dlx codifican factores de transcripción 

que juegan un papel importante durante la morfogénesis del diente 34. Estudios con 

ratones han permitido la identificación de sus patrones de expresión, los cuales están 

involucrados en distintas regiones craneofaciales durante su desarrollo 35. También los 

genes Dlx en etapas finales de la formación de tejidos dentales, se han identificado de 
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acuerdo con mutaciones asociadas; como la del gen Dlx3 que provoca el síndrome 

tricodento-óseo caracterizado por defectos en la raíz dental y en el esmalte de molares 

en maxilares 36. En un estudio de Lezot el al. 37 realizado en ratones transgénicos con el 

factor de transcripción de la homeoproteína del gen Dlx-2, se observó que su expresión 

se encontraba en la mayoría de los cementoblastos diferenciados durante la formación 

del cemento acelular, tanto en dientes incisivos como en molares. Durante la formación 

del cemento celular especificamente en molares, la expresión del Dlx-2 fue restringida a 

cementoblastos y cementocitos que quedaban atrapados en la matriz. 

1.12 Células productoras de cemento radicular (cementoblastos) 

Actualmente las células encargadas de producir la matriz del cemento no han sido 

completamente caracterizadas. Sin embargo, se ha sugerido que estas células podrían 

derivar de las células progenitoras con localización paravascular en el PDL o de células 

provenientes de los espacios endosteales del hueso alveolar 38. Por otra parte se han 

aislado y cultivado células derivadas del cementoblastoma humano, que producen 

proteínas relacionadas con el cemento radicular. Estas células se caracterizan por una 

morfología tipo fibroblástica en un inicio, sin embargo entre la sexta y octava semana 

de cultivo la morfología se torna en forma de red. Dichas células también manifiestan 

un perfil tipo osteoblástico, con la producción de fosfatasa alcalina y sialoproteína ósea. 

A los 30 días de cultivo son capaces de formar tejido mineralizado en presencia de p­

glicerofosfato, dexametasona y ácido ascórbico 39. Por otra parte, en un estudio de 

D' errico el al. 40 se propone una línea celular proveniente de raíces de ratón que podría 

representar el fenotipo cementoblástico, ya que estas células pueden expresar diferentes 

marcadores asociados con el hueso como colágena tipo 1, BSP, osteocalcina y 

osteopontina. 
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1.13 CAP Y su papel en el cemento radicular 

Se ha purificado y parcialmente caracterizado una proteína del cemento radicular que al 

parecer es cemento-específica, denominada CAP. Por medio de un anticuerpo 

monoclonal generado contra esta proteína, se determinó que ésta se localiza en la matriz 

de cemento humano, en algunas células paravasculares del ligamento periodontal yen 

los espacios endosteales del hueso alveolar. La CAP fue caracterizada en un estudio de 

Wu el al. 41 donde se describe una proteína tipo colágena de 56kDa; en la que seis 

secuencias de péptidos obtenidos, no se encontraron en otras proteínas de adhesión 

descritas en cemento. Parte de su secuencia contienen repeticiones con los tripletes 

típicos de colágena Oly-X-Y; tiene homología del 82% con un dominio de colágena tipo 

XII y un 95% con la colágena tipo 1 alfa bovina. Sin embargo los anticuerpos para 

colágena tipo 1, V, VII Y XIV no reconocen a esta proteína del cemento. De igual forma 

anticuerpos policlonales para osteopontina y vitronectina, no presentan reacción cruzada 

con la CAP. Se ha demostrado que esta proteína promueve la adhesión de células 

derivadas del periodonto; además de tener una alta afinidad por fibronectina, 

hidroxiapatita, dentina y cemento radicular. Este efecto de adhesión probablemente 

puede ser propiciado por un motivo ROD que se encuentra en su secuencia 42,43,44,45. 

Recientemente la CAP fue purificada por cromatagrofia de inmunoafinidad con un 

anticuerpo poticlonal anti-CAP acoplado a una columna de sefarosa. El anticuerpo fue 

producido a partir de la CAP obtenida del medio condicionado de cementoblastos, 

aislados de explantes de un cementoblastoma humano. En este estudio se demostró que 

dicha proteína del cemento radicular, promueve notablemente la adhesión de 

fibroblastos gingivales humanos in vitro, en comparación con la colágena tipo I 39. 

Por otra parte, se ha determinado in vitro que poblaciones celulares del ligamento 

periodontal adheridas a raíces preparadas con CAP y que expresan esta proteína; tienen 
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como efecto la capacidad de producir fosfatasa alcalina y formar tejido mineralizado. 

También se han utilizado células progenitoras del ligamento periodontal de donadores 

humanos que se unen con CAP, la expresan y son capaces de formar tejido 

mineralizado 46, 47. 

La CAP tiene un efecto respecto a la migración y la adhesión de células derivadas del 

periodonto. Este efecto se da principalmente en células de hueso alveolar, en menor 

proporción en las células del ligamento periodontal y prácticamente sin efecto en 

fibroblastos gingivales humanos. · También incrementa la expresión AP, BSP y 

osteopontina. Además de promover la formación de nódulos de mineralización y el 

reclutamiento de células del ligamento periodontal que pueden diferenciarse en 

cementoblastos sobre la superficie radicular 48,49. 

En un estudio de Saito el al 50 fue generado un anticuerpo monoclonal anti-CAP 

denominado 309, con el que se logró aislar la CAP de gérmenes dentarios de bovino. 

Esta proteína fue inmunolocalizada sobre la matriz de cemento radicular y en los 

cementoblastos. Los ensayos de adhesión in vitro realizados en este estudio, 

demostraron que esta proteína promueve la adhesión de células del folículo dental. Por 

lo que a partir de estos datos se sugirió que la CAP pudiese participar también durante 

la cementogénesis. 

En cuanto a los eventos de señalización intracelular inducidos por la CAP durante la 

adhesión celular, se conoce hasta ahora que la actividad de la MAP cinasa es 

estimulada; induciendo así la expresión del RNAm de fos en fibroblastos gingivales 

humanos. Aunque hasta el momento se desconoce el receptor de la CAP que 

desencadena dichos eventos celulares SI. 

Por otra parte, se ha logrado también aislar un factor mitogénico del cemento radicular 

que tiene efecto sobre fibroblastos gingivales in vitro, que inicialmente fue llamado 
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CGF, ahora considerado como factor tipo IGF-I/CGF, debido a que dos péptidos de su 

secuencia tienen homologia con el IGF-I 52,53. 

Recientemente en el laboratorio de biología celular y molecular de la división de 

estudios de posgrado en odontología de la UNAM se han aislado diversas clonas de 

cDNA derivadas de un tumor cementoblástico por medio del método de "panning", de 

las cuales la clona denominada CP-34 podría representar la especie CAP. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La regeneración de los tej idos periodontales dañados por enfermedad periodontal, es en 

la actualidad una de las metas en la terapia periodontal. Por lo que el dilucidar los 

mecanismos celulares y moleculares durante el desarrollo del cemento radicular, el cual 

forma parte del periodonto adquiere una gran importancia. Además de encontrar y 

caracterizar nuevos factores o proteínas cemento-especificas que pudiesen estar 

relacionadas con la formación del cemento radicular como la CAP, que hasta el 

momento es el único marcador biológico de este tejido y del cual se desconoce el gen 

que la codifica. Por lo que ¿El aislamiento y caracterización de proteínas como CP34, 

que deriva del modelo de células de cementoblastoma, podría estar involucrada en el 

proceso de cementogenesis? 

3. JUSTIFICACIÓN 

La expresión y caracterización de factores o proteínas derivadas de cementoblastoma 

como la CP34, podrían proporcionar nuevos elementos que permitan entender los 

eventos celulares y moleculares del proceso de la cementogénesis. 

4. mpÓTESIS 

El producto de la expresión de una clona de cDNA denominada CP34 obtenida a partir 

de una biblioteca de cDNA de una línea celular cementoblástica, codifica para la 

proteína de adhesión del cemento radicular. 
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5. OBJETIVO GENERAL 

Expresar y caracterizar el cDNA de la clona CP34. 

6. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Expresar en un sistema procarionte la proteína CP34 a partir de la construcción del 

cDNA con un vector de expresión inducible en E. eolio 

2. Analizar la secuencia de CP34 para determinar su relación con el cemento radicular 

3. Producir un anticuerpo policlonal anti-CP34. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Excisión del plásmido "Bluescript" de la biblioteca de cDNA lambda ZAP 

Express 

La biblioteca de cDNA ')... ZAP Express EcoRII XhoI (Stratagene, La Jolla CA) fue 

construida utilizando RNAm, obtenido de células derivadas de un cementoblastoma 

humano. Se recobraron los insertos de cONA como plásmidos "Bluescript" (Invitrogen) 

por excisión de la biblioteca ')... ZAP usando un fago cooperador denominado ExAssit 

(Invitrogen). Posteriormente 250.uL de stock del fago fueron incubados con 200 ,uL de 

células E. coli (XL1-Blue MRFa) hasta obtener una 0.0600=1.0. Posteriormente se 

agregó l,uL del fago cooperador ExAssit (>lxIO 6 pfu) y 3 mL de medio NZY(Gibco), 

dejando en crecimiento por 3hrs. La mezcla fue calentada a 65°C por 20 minutos y 

centrifugada a 1000 r.p.m por 15min, 100,uL de sobrenadante fueron incubados con 200 

,uL de células E.coli XLOLR a 37°C hasta obtener una 0.0 600=1.0. 50 J.lL de esta 

mezcla fueron plaqueados sobre placas de kanamicina (lnvitrogen) (50 ,ug/mL) e 

incubadas toda la noche a 37°C, las colonias bacterianas que contenían el plásmido 

"Bluescript" con el inserto de cDNA se colocaron en medio LB (Gibco) para su 

crecimiento toda la noche. El DNA súper enrollado fue preparado con el kit miniprep 

Quiaprep, para la recuperación de plásmidos con el inserto de cONA (Quiagen, 

Valencia CA). 

7.2 Recuperación de clonas de cDNA por "Panning" 

Las placas para realizar el "panning" (método de inmunoaislamiento de clonas 

celulares) fueron preparadas de acuerdo a lo descrito por Wysocky y Sato 54. Las cajas 

de cultivo bacteriológico de 6cm fueron cubiertas por 2hrs con un anticuerpo de cabra 

anti-conejo IgG (SIGMA) a una concentración de 5 ,ug/mL diluido en solución de 
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fosfatos salinos (PBS); posteriormente las cajas bacteriológicas se lavaron con PBS y 

los sitios no reactivos fueron bloqueados durante toda la noche en PBS con BSA 

(SIGMA) a una concentración de 2mg/mL. Las placas fueron preparadas en cantidades 

suficientes y almacenadas a -20°C. En el "panning" las placas de 1 OOmm tratadas para 

cultivo celular con un 50 a 80% de células fibroblásticas COS-7, fueron transfectadas 

con 16 pg de DNA plasmídico súper enrollado obtenido de la biblioteca substraída. Para 

el protocolo de transfección utilizando el reactivo de Lipofectamina Plus, fue realizado 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Carlsbad, CA). Entre las 48 

y 72hrs después de la trasfección, las células fueron despegadas con PBS, lmM EDTA 

y 5% FBS e incubadas a 37°C por 30 mino Las células despegadas fueron centrifugadas 

y posteriormente resuspendidas en una solución de PBS con lOmM EDTA y 5% FBS 

que contenía un anticuerpo policlonal anti-CP en una dilución l: lOOO en hielo por 

durante 1 hora. Las células después fueron diluidas l: 1 con la solución de PBS, lmM 

EDTA y 0.5% NaN3 y lOmL de PBS, Mm EDTA y 0.5% NaN3 con 2% de Fico1l400. 

Después las células se centrifugaron a 1500 r.p.m por 5 minutos, el sobrenadante fue 

aspirado cuidadosamente y el botón resuspendido en una pequeña cantidad de PBS, 

lmM EDT A/5% FBS. Las células fueron incubadas por 2 hrs a temperatura ambiente 

en las placas que ya habían sido cubiertas con anticuerpo IgG, lavando posteriormente 

tres veces gentilmente con PBS, mM EDTA 5% FBS; las células que se adhirieron a las 

placas fueron retiradas con un raspador de células. El plásmido de DNA fue aislado con 

el Kit Quiaprep de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Quiagen, Valencia CA). 

El DNA de la primera parte del "panning" se utilizó para transformar a células 

competentes de E. coli, las colonias resultantes fueron agrupadas y multiplicadas por 

crecimiento en medio LB con kanamicina (50 pg/mL) (lnvitrogen). El proceso de 

"panning" fue repetido en el mismo orden tres veces o más para obtener fibroblastos 
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COS-7 con el anticuerpo anti-CP. Los plásmidos provenientes de colonias individuales 

positivas fueron analizados por el tamaño del inserto a través de PCR utilizando los 

arrancadores T3 y T7 (templado de DNA 100ng en 1 J.iL , amortiguador 10X 5 J.iL, 

dNTP's 0.5 J.iL, arrancadores de T3y T7 O.l Ilg1 J.iL cada uno en 1 IlL, H20 41.5 MI Y 

Taq polimerasa 1-2 UI IlL en lJ.iL). Con programa de 25 ciclos donde la 

desnaturalización inicial fue por 2 minutos a 94°C, la desnaturalización 1 min a 94°C, 

alineamiento 1 min a 55°C, la extensión 1 min a 72°C y una extensión final de 7 min 

72°C . Finalmente digerido con las enzimas de restriccÍón EcoR 1 y Hind III 

(Stratagene ). 

7.3 Secuenciación y análisis teórico del cDNA de la proteína recombinante CP34 

Los plásmidos con el cDNA de CP34 fueron sujetos a secuenciación direccional usando 

un secuenciador de DNA ABI Prism 377 ( Dye-termination chemistry). Los cambios de 

nucleótidos fueron detectados por identificación de dobles picos en el cromatograma 

para la muestra de DNA heterozigota y confirmada por secuenciación de la dirección 

opuesta. La secuencia de CP34 se introdujo a la base de datos del NCBI (Nacional 

Center for Biotechnology Information) para determinar homología con proteínas 

conocidas, caracterizar la estructura de acuerdo a su composición de aminoácidos y 

determinar posibles modificaciones postraduccionales. 

7.4 Construcción del cDNA en plásmidos de expresión bacterianos 

Las clonas recombinantes fueron construidas con el vector pENTRlSD para la clonación 

direccional del producto de PCR CP34 de extremo romo (Invitrogen, Carlsbald, CA). 

El arrancador sentido para el producto de PCR CP34 fue diseñado agregando 4 pares de 

bases (CACC) en el extremo 5' del arrancador sentido, seguido por un codón de inicio 
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(ATG) para un adecuado inicio de la traducción y una correcta dirección de clonación. 

El arrancador antisentido fue diseñado eliminando el codón de paro nativo en orden 

para fusionar el producto con la cola de histidinas en la terminal carboxilo, 

recombinando la clona de entrada con el vector de destino Gateway pET-DEST 42 

(Invitrogen, Carlsbad, CA) inducible para su expresión. El vector pDEST 42 contiene 

un epitope V5 y una marca de 6x His que es fusionada en la terminal-COOH de la 

proteína recombinante durante la traducción, la cual es utilizada para la purificación de 

la proteína por cromatografia de afinidad en una columna de Ni2
+. El plásmido 

resultante de la recombinación fue introducido en cepas E. coli BL21 (DE3) para la 

expresión (Invitrogen, Carlsbald, CA). Los plásmidos de serie pET tienen un origen de 

replicación ColE1, el cual confiere resistencia a ampicilina; los genes clonados fueron 

expresados bajo el control del promotor del bacteriófago T7. Las cepas de expresión E. 

coli BL21 (DE3) proveen de un defecto lisogeno A. al T7 de la RNA polimerasa, bajo la 

inducción de IPTG. Cada una de las inserciones del cDNA CP34, desde el vector de 

entrada hasta el vector de expresión, fueron confirmadas a través de PCR; utilizando el 

termociclador (PTC-I00) con un programa de 25 ciclos donde la temperatura de 

desnaturalización fue 94°C por 1 minuto, para el alineamiento a 55°C por 1 minuto, la 

extensión a noc por un minuto y en la extensión final a noc por 7 minutos. La Mezcla 

para cada uno de los pasos fue la siguiente: templado de DNA 100ng en 1 J.1.l, 

amortiguador lOX 5 /lL, MgCb 3 /lL, dNTP's 1.5 /lL, arrancadores de T3y T7 0.1 /lg/ 

J.1.l cada uno en 1 /lL, H20 35.2 J.1.l y Taq polimerasa 1-2 UI J.1.l en 0.3 J.1.l. Los 

plásmidos con inserto en los diversos pasos de la construcción, fueron recuperados de 

las bacterias por una preparación alcalina de DNA plasmídico pequeño (Invitrogen). 
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7.5 Expresión, purificación y concentración de la proteína CP34 

Para la expresión de la proteína recombinante, se crecieron las células transformadas 

BL21 OE3 con el vector pOEST-42 y el cONA CP34 en medio LB con una 

concentración de ampicilina de 1 OO~g/mL y cloramfenicol de 34 ~g/mL, hasta obtener 

una 0.0600 de 0.6-1.0. Posteriormente se realizó una dilución 1 :20 en medio LB con 

ampicilina a una concentración de 1 00 ~g/mL, hasta alcanzar una 0.D6OO de 0.4 e iniciar 

así la inducción de la expresión con 1.0mM de IPTG por un tiempo de 6hrs a 37°C. Al 

término del período de inducción la bacteria se centrifugó a 5000 r.p.m y el botón 

resultante fue resuspendido en amortiguador (IX PBS, 10mM de imidazol), lisozima 

(Img/mL) e inhibidores de proteasas (Leupeptina y Pepstatina 1~g/mL) a 4°C por 30 

minutos. Posteriormente la muestra fue sonicada en hielo utilizando un ultrasonicador 

(Cole-Palmer) y el lisado obtenido se incubo con triton XlOO (Sigma), RNAsa 10 

~g/mL (Sigma) y ONAsa 5~g/mL (Sigma) a 4°C por 15 minutos. Esta muestra se 

centrifugó a 7000 r.p.m durante 15 min a 4°C, recuperando el sobrenadante y filtrándolo 

por membrana de nitrocelulosa con un poro de 0.45 ~m (Millipore). Finalmente la 

purificación se llevó acabo por cromatografía de afinidad de N¡2+ en una columna de 1 

mL, la proteína fue recuperada de la columna con amortiguador de imidazol a 50mM y 

100mM; la concentración se realizó por medio de diálisis y liofilización. 

7.6 Electroforesis de CP34 en geles de poliacrilamida (SDS PAGE) 

Los geles en condiciones desnaturalizantes SOS PAGE realizados para los diferentes 

procedimientos se prepararon al 12% y fueron corridos a 100V por un tiempo de 45 

mino Los geles fueron teñidos con la solución de Coomassie y desteñidos con MeOH 

50%, ácido acético 10%, H20 40% hasta observar claramente las bandas que contenían 

las proteínas. Para la tinción de plata el gel fue sumergido en una solución de fijado de 
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formaldehído (metano 1 40% v/v, formaldehído 0.05%, H20 59.95%), posteriormente fue 

lavado dos veces durante 5 min en H20 doble destilada y sumergido en tiosulfato de 

sodio (O.2g1L) durante 1 minuto. El gel fue lavado nuevamente con H20 doble 

destilada dos veces durante 20 seg, posteriormente sumergido en la solución de AgN03 

por un tiempo de 10 minutos y finalmente revelado con una solución de carbonato de 

sodio al 3% hasta la aparición de las bandas. Esta reacción fue detenida con una 

solución de ácido cítrico al 2.3M. 

7.7 Electroelución de la proteína CP34 

La proteína CP34 fue separada del gel de poliacrilamida por medio de una cámara de 

electroelución del sistema Electro-Eluter (BlORAD). La proteína contenida en geles de 

poliacrilamida teñidos con la solución de azul de Coomassie, fue colocada en la 

solución de electroelución (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0.1%) dentro de 

los tubos de la cámara que contenían membranas de un poro de 10 kDa, a lOmA durante 

24h. Finalmente la proteína electroeluída fue resuspendida en el buffer de elución y 

concentrada por diálisis y liofilización. 

7.8 Detección de la proteína recombinante por el método In Vision His-Tag In Gel 

Stain 

Se realizó una electroforesis con la proteína CP34 electroeluída en un gel de 

poliacrilamida NuPAGE al 12% a 70V. Al término, el gel fue sumergido en una 

solución de fijado (etanol 40%, 10% ácido acético, H20 doble destilada 50%) por lhr. 

Posteriormente el gel fue lavado con agua ultrapura dos veces por 10 min e incubado 

inmediatamente con la solución de teñido NTA por un tiempo de 12 hrs. Finalmente el 

gel fue lavado con una solución amortiguadora de fosfato 20mM (pH 7.8) dos veces 
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por 10 min cada lavado y expuesto en un transiluminador de luz UV (FBTI-88 Fisher 

Scientific) unido a una cámara fotográfica digital (Kodak EDAS 290) con un filtro para 

bromuro de etidio; el cual fue requerido para la detección de la proteína recombinante 

en el gel teñido. 

7.9 Inmunotransferencia 

El gel de electroforesis con la proteína CP34 para cada uno de los procedimientos fue 

transferido a una membrana de nitrocelulosa (GibcoBRL) en una cámara de 

inmunotransferencia (BIORAD) a 63V por 2 hrs, la transferencia fue confirmada 

tiñiendo la membrana con la solución de Ponceau S. Posteriormente la nitrocelulosa se 

bloqueo con leche descremada (blotto) al 5% a un pH 7.4 (Tris HCI, NaCl, leche 

descremada, H20 ultrapura) por Ihr en agitación a temperatura ambiente. Cada uno de 

los anticuerpos primarios utilizados fueron diluidos 1 :500 en blotto e incubados por 12 

hrs a temperatura ambiente, posteriormente la membrana fue lavada 3 veces por 10 

minutos con PBS, Tween 20 al 0.3% e inmediatamente incubada con el segundo 

anticuerpo; cabra anti-ratón peroxidado en el caso de las membranas incubadas con 

anticuerpos monocIonales en una dilución 1: I 000 Y cabra anti-conejo para los 

anticuerpos policIonales diluidos 1: 1 000 en blotto por 1 hr. Previo al revelado la 

membrana fue lavada con PBS, Tween 20 al 0.3%, las inmunotransferencias realizadas 

con anticuerpos policIonales se desarrollaron con DAB y en el caso de los anticuerpos 

monoeIonales se revelaron por quimioluminiscencia con el sistema ECL plus 

(Amersham-Biosciencies). Los anticuerpos policIonales utilizados fueron anti-colágena 

tipo 1, III Y X en una dilución 1: l 000 en blotto para observar una posible reacción 

cruzada con CP34, anti-CP34 para corroborar la producción y sensibilidad de este 

anticuerpo a una dilución 1:250 y por último anti-CP23 para observar reacción cruzada 
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en una dilución 1 :500. Los anticuerpos monoclonales fueron; Anti-His (C-tenn) que 

identifica las histidinas fusionadas a la proteína recombinante para corroborar su 

producción en una dilución 1: I 000 Y el anticuerpo monoclonal cemento específico anti­

CAP (3G9) para observar reacción cruzada en una dilución 1: 1000. 

7.10 Producción y purificación del anticuerpo policlonal anti-CP34 

La proteína CP34 electroeluída fue utilizada para inmunizar a los conejos de la cepa 

New Zealand White subcutáneamente en el cuello, previo a fa primera inmunización se 

obtuvo suero-preinmune de la oreja del conejo como control. La primera inmunización 

se realizó resuspendiendo la proteína CP34 (50IlI) con el adyuvante completo de Freund 

en la misma cantidad. Posteriormente fueron realizadas tres inmunizaciones con 15 días 

de lapso entre cada una de ellas, utilizando adyuvante incompleto (50IlI) y una cantidad 

igual de proteína recombinante. A partir de la segunda inmunización se realizó una 

inmunotransferencia con suero del conejo obtenido de la oreja contra CP34, para 

identificar los títulos del anticuerpo y así detenninar el pico máximo en la producción 

de anticuerpo CP34. 15 días después de la última inmunización el conejo fue sacrificado 

por exanguinación ventricular, la sangre obtenida por este paso fue centrifugad~ a 

10000 r.p.m. para la obtención del suero que fue almacenado a 4°C. Para la purificación 

de la fracción IgG del anticuerpo anti-CP34 se utilizó una columna de afinidad de (Affi­

Gel Protein A) con un flujo de I mLlmin, la cual era equilibrada con el amortiguador 

PBS (pH 7.4) para el posterior paso del suero por la columna. Las proteínas 

inespecíficas fueron retiradas con PBS (pH 7.4), para que finalmente el anticuerpo 

eluído de la columna con glicina al 0.1 M (pH 2.5) fuera neutralizado a un pH 7 con 

NaOH ION. El anticuerpo obtenido fue dializado, liofilizado y almacenado a -20°C. 
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7.11 Análisis de datos 

El cDNA CP34 obtenido por el método de "panning", se sometió a secuenciación 

direccional usando un secuenciador de DNA ABI Prism 377 (Dye-termination 

chemistry). Conociendo la secuencia del cDNA esta se sometió a su análisis en internet 

en programa de BLAST del NCBI, para obtener su secuencia en aminoácidos y así 

estimar su posible localización celular. Además de sus probables modificaciones post­

traduccionales y su homología o identidad con proteínas relacionadas con el cemento 

radicular. En cuanto a la construcción del cDNA CP34 en -el plásmido de expresión, 

cada paso fue analizado mediante geles de agarosa al 2% en el programa para análisis 

de imágenes KODAK ID Image Analysis Software y utilizando la camara Kodak EDAS 

290. De la misma forma con los geles de poliacrilamida con la proteína CP34 y las 

inmunotransferencias contra los diversos anticuerpos, fueron analizadas para determinar 

el reconocimiento de la proteína recombinante en el programa de análisis de imágenes 

antes mencionado. Esto con la finalidad de delimitar con exactitud la banda que 

correspondía a la proteína en el gel o la membrana de nitrocelulosa según fuera el 

experimento. 

8. RESULTADOS 

8.1 El cDNA CP34 contiene un codon de inicio (ATG) en el nucleótido 96 y el 

codon de paro (TGA) en el nucleótido 398. 

Por el método de "panning" se obtuvo un cDNA de 1394pb de la biblioteca construida 

en el vector A. ZAP Express a partir de RNAm, obtenido de células cementoblásticas. 

Este cDNA humano contiene un marco abierto de lectura que codifica una proteína de 

101 aminoácidos. El marco abierto de lectura com ienza su traducción en el A TG de 

inicio ubicado en el nucleótido 96 de acuerdo al consenso de la regla de Kozak 
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(AXXATGG) y el codón de paro (TGA) esta ubicado en el nucle6tido 398 según los 

datos obtenidos en el NCBI (Figura 2). 

1 GGCACGAGGG CAGCGGCTCT CGGGCTGCAG GCTGGGCAGG GTCCCCTCCC ACGCTCCTGC 
61 CGCTGTCTCC CACGTCCCCC AGGTGCGCGG CCACCATGGC GTCCAGCGAC GAGGACGGCA 

121 CCAACGGCGG CGCCTCGGAG GCCGGCGAGG ACCGGGAGGC TCCCGGCAAG CGGAGGCGCC 
181 TGGGGTTCTT GGCCACCGCC TGGCTCACCT TCTACGACAT CGCCATGACC GCGGGGTGGT 
241 TGG~'TCTAGC TATTGCCA'rG GTACGTT'r1'T Al'A'rGGAAAA AGGAACACAC AGAGGT1"I'Al' 
301 ATAAAAGTAT TCAGAAGACA CTTAAATTTT TCCAGACATT TGCCTTGCTT GAGGTAAGTT 
361 TTCCATCATG CTGTTTTTCT ATTGCTGTAA TATTTATGTG AACATTTTTT GTTGTGCAAA 
421 ATCAATATGA TTTTGCTGAT TACATACCAC CTATGGATTT GCTGAATACC AATGTTGACA 
481 GTGGTTTATT TAATGTTTTC TATTATTGAC GTAATGATTT TTTTCTATTT GCTTACAGAT 
541 AGTTCACTGT TTAATTGGTG AGTTTTTGCT TCAATTTTAT ACTTTTATTA TAAATTGCCT 
601 TTAGGGCAAT AGTTCACTTG TTTTTCTTTT TAAGGAATTG TACCTACTTC TGTGATTGTG 
661 ACTGGGGGTC CAAGTGAGTT CAAAAATCTT TATGGTGTGG CTCATTACTC ACAGTATAAA 
721 ACCAGTAAGT GACACAAACA TGTTGTCTAC TTGAGCCTGC AGGAAAGCTT TCCATTCATA 
781 GGAATCTAAA TATTAACATT TGTATATTTC AGGAGGTGGA AGTGTTGGAC AAAAAGGAGT 
841 TGGGTTTGAG TTTTAGATGT TGTGCATTGA CTTAGTGCCT TAGCAGAATG ACTTTGATAC 
901 ACAAACAAAC CCAAATATTG GCATCTTAGA TCCGTAATAT ATTCTCCTTT GATATTTTCC 
961 AGTTTTTGAA ATCAGTATTC AGGTTCTGTC AAATAACCTG CAGAAAATGT TCTTTTCTAT 

1021 AGAAGTTTCT TTTCAATCCA AGTTGTCCTC TTTGATTATG TAATCGAAGT TGTCAGTATA 
1081 CAATTTATTA TTTCTGGCCA GCCGCAGTGG CCCACACCTG TAATCCCAGC ACTTTGGGAG 
1141 GCCAAGGCGG GTGGATCACC TGAGGTCAGG AGTTTGAGAC CAGCCTGGCC AACATGGTGA 
1201 AACCCTGTTC CTACTAAAAA TACAAAAATT AACCAGGCGT GGGGGCGAGC ACCTGGAATC 
1261 CCAGCTACTC AGGAGGCCGA GGCAGAAGAA TCGCTTGAAC CCGAGAGGCA AAGGTTGCAT 
1321 TGAGCTGAGA TTGTGCCTCT GCACTCCAGC CTGGGCGACA GAGCGAGACT CCGTGTGAAA 
1381 AAAAAAAAAA AAAA 

96 at ggcgtccagcgacgaggacggcaccaacggcggcgcctcggag 
M A S S D E D G T N G G A S E 

141 gccggcgaggaccgggaggctcccggcaagcggaggcgcctgggg 
A G E D R E A P G K R R R L G 

186 ttcttggccaccgcctggctcaccttctacgacatcgccatgacc 
F L A T A W L T F Y D 1 A M T 

231 gcggggtggttggttctagctattgccatggtacgtttttatatg 
A G W L V L A 1 A H V R F Y M 

276 gaaaaaggaacacacagaggtttatataaaagtattcagaagaca 
E K G T H R G L Y K S 1 Q K T 

321 cttaaatttttccagacatttgccttgcttgaggtaagttttcca 
L K F F Q T F A L L E V S F P 

366 tcatgctgtttttctattgctgtaatatttatgtga 401 
s C C F S 1 A V 1 F M 

Figura 2. El cDNA de 1394pb de una línea celular derivada de un 
cementoblastoma humano se ubica en la parte superior, se señala el cDNA de 
CP34 (letras rojas) con 307pb de acuerdo con el primer marco de lectura. En la 
secuencia inferior se muestra el cDNA de CP34 donde se señala el codón de inicio 
en el nucleótido 96 y el codón de paro hasta el nucleótido 399, así como la 
traducción a aminoácidos. 
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8.2 El cDNA CP34 codifica una proteína de 1l.2kDa con 101 aminoácidos. 

El cDNA CP34 codifica teóricamente una proteína de 101 aminoácidos con un peso 

molecular aproximado de 11.2 kDa y un punto iso-eléctrico 7.78, donde la metionina en 

la posición 1 corresponde la terminal amino. Esta proteína en ensayos in vitro podría 

tener una vida media en células de mamíferos de 30hrs aproximadamente, 20 hrs en 

levaduras y 10hrs en E. coli. En cuanto a su composición de amino ácidos está 

enriquecida por alanina (11.9%), glicina (8.9), leucina (8.9), fenilalanina (8.9) y en 

menores cantidades con prolina (2%), asparagina (1 %) e histidina (1 %). (Tabla 1). La 

secuencia de CP34 a pesar de no tener péptido señal, contiene posibles modificaciones 

postraduccionales según los datos del NCBI (Figura 3); las cuales incluyen 0-

glicosilaciones en las serinas de la posición 3, 4 Y en la treonina de la posición 9, O-beta 

glicosilaciones en las serinas en la posición 3, 4 Y 88, además de fosforilaciones en las 

serinas de la posición 4, 14 Y la treonina en la posición 64. No se reportan posibles 

fosfataciones y N-glicosilaciones en esta proteína como se puede observar en la figura 

2. La predicción de la estructura secundaria de CP34 fue realizada en el sistema JUFO 

(Meiler), en el cual se predice que los aminoácidos de la posición 33-60, 67-86 y 94-97 

podrían tener una conformación de a-hélice y que los aminoácidos en las posiciones 98 

a la 101 tendrían una estructura fibrilar; para el resto de la secuencia no se predice una 

conformación específica según el programa utilizado. Además de que teóricamente 

CP34 podría ser considerada como una proteína de membrana celular y no de matriz 

extracelular según la predicción de datos en el NCBI. 
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Composición de Aminoácidos 
CP34 

Ala (A) 12 11. 9% 
Arg (R) 6 5.9% 
Asn (N) 1 1. 0% 
Asp (D) 4 4.0% 
Cys (C) 2 2.0% 
Gln (Q) 2 2.0% 
Glu (E) 6 5.9% 
Gly (G) 9 8.9% 
His (H) 1 1. 0% 
!le ( 1) 5 5.0% 
Leu (L) 9 8.9% 
Lys (K) 5 5 . O !~ 

Met (M) 5 5.0% 
Phe (F) 9 8.9% 
Pro (P) 2 2.0% 
Ser (S) 7 6.9% 
Thr (T) 7 6.9% 
Trp (W) 2 2.0% 
Tyr (Y) 3 3.0% 
Val (V) 4 4.0% 

Asx (B) O 0.0% 

Tabla 1. Composición de amino ácidos de CP34 en la que existe una similar 
cantidad de aminoácidos cargados negativamente (Asp + Glu) y aminoácidos 
cargados positivamente (Arg + Lys) lo que da como característica que esta 
protefna sea una proteína neutra (pI 7.78). 

s 
SS 

MASSDEDGTNGGASEAGEDREAPGKRRRLGFLATAWLT 
FYDIAMTAGWLVLAIAMVRFYMEKGTHRGL YKSIQKTLKF 
FQTFALLE VSFPSCCFSIAVIFM 

• O-glicosilaciones • • O-beta glicosilaciones 

• 
~ 

Fosforilaciones 

Terminal Amino 

Figura 3. La secuencia de CP34 con 101 aminoácidos y un peso de 11.2 kDa, 
muestra posibles dominios con modificaciones postraduccionales. Esta secuencia 
no predice sitios de N-glicosilación y fosfatación. 
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De acuerdo al alineamiento de la secuencia de amino ácidos de CP34 con diversas 

secuencias del banco de datos (BLAST NCBI), esta proteína tiene una identidad del 

98% con la CAP (número de acceso AY455942.l en el GENE BANK) Y un 98% de 

identidad con la proteína tipo tirosina fosfatasa miembro de las proteínas PTPLA en el 

humano (Número de acceso NM O 14241.2 en el GENE BANK). 

8.3 Construcción del cDNA de CP34 con el vector de expresión en E. coli 

El fragmento del cDNA CP34 con 307 pb fue aislado por "panning" y clonado en el 

vector de entrada en células competentes de E. coli (TOPO 10); esto se confirmó por 

medio de PCR de las células transformadas, donde se observó en el gel de agarosa una 

banda de 306 pb correspondiente al cDNA de CP34 (Figura 4, a). Posteriormente el 

plásmido de las bacterias fue recuperado por miniprep y utilizado para la recombinación 

con el vector de destino (pDEST42) inducible por IPTG para su expresión; el cual 

proporciona la cola de histidinas a la proteína recombinante. Con este vector de destino 

se transformaron células competentes de E.coli, este paso fue igualmente confirmado 

por PCR de las colonias crecidas en placas con ampicilina (Figura 4, b). Para finalizar 

la construcción el plásmido de destino fue aislado y utilizado en la transformación de 

células de expresión E. coli BL2l (DE3) (Figura 4, c). 
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a 

622 ---+ 
527 ---. 

404 ---. 

307 ---. 

242 ---. 

b e 

622 622 --+ 

527 527 ---+ 

404 404 ---+ 

307 307 ---+ 

242 242 ---+ 

Figura 4. En esta figura se observan geles de agarosa al 1.2 % con muestras 
amplificadas por PCR en diferentes pasos de la construcción del cDNA CP34 en el 
plásmido de expresión, utilizando como marcador el DNA pBR322. En (a) se 
observa el fragmento amplificado (experimento por duplicado) del cDNA CP34 de 
307 pb a partir de células transformadas con el vector de entrada pENTR. En (b) 
se encuentra el cDNA CP34 amplificado (experimento por cuadruplicado) a partir 
de las células transformadas con el vector de destino pDEST42 y en (c) se confirma 
la inserción del vector destino (experimento realizado por cuadruplicado) en 
células de expresión BL21 Plyss, en las cuales se realizara la inducción en la 
expresión de la proteína recombinante. 
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8.4 La proteína CP34 expresada en E. coli, es reconocida en inmunotransferencia 
por los anticuerpos a-CAP, a -colágena tipo I y 111, a-CP34 y a-CP23. 

La expresión de la proteína CP34 se logró con la inducción por 2.0 mM de IPTG en las 

células de expresión en un tiempo óptimo de 6hrs, esta proteína se observó en el gel de 

poliacrilamida tefiido con plata con un peso aproximado de 16kDa; debido a que la cola 

de histidinas le proporciona un peso adicional de 4kDa a la proteína recombinante. Por 

medio de inmunotransferencia con el anticuerpo a-his tag y. del sistema In vision His-

Tag In-gel Stain se confirmó la expresión de CP34, ya que el anticuerpo y la solución a 

base de níquel NTA identifican la cola de histidinas adicionada a la proteína por el 

vector de expresión (Figura 5). 

130,000 

77,000 

43,300 

31,600 

16,700 

1 2 3 4 5 6 

Figura 5. En la imagen se muestra un gel de poliacrilamida al 12% teñido con 
plata donde el carril 1 corresponde al marcador de mediano peso molecular 
(BIORAD), el carril 2 muestra el extracto de bacteria de expresión de CP 34 sin 
inducCión con IPTG, el carril 3 a la bacteria 6hrs después de la inducción con 
IPTG 2Mm y el carril 4 con la proteína CP34 purificada y electroeluída en un peso 
aproximado de 16kDa. El carril 5 muestra la inmunotranferencia positiva de CP34 
con el anticuerpo anti-Histag-COOH que confirma la identificación exacta de la 
proteína así como de su expresión y en el carril 6 se observa la ratificación de la 
expresión de CP34 por medio de sistema In Vision His-Tag In-gel Stain. 
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Los ensayos para el reconocimiento de CP34 por inmunotransferencia con el anticuerpo 

monoclonal a-CAP específico de cemento revelado por quimioluminiscencia, 

demostraron que esta proteína es reconocida por este anticuerpo cemento-específico 

como se observa en el carril 2 de la figura 6. En el caso de la inmunotransferencia para 

determinar reacción cruzada de los anticuerpos policlonales para colágena tipo 1, III Y X 

con CP34, se obtuvieron diferentes resultados ya que los anticuerpos a-colágena tipo I 

y III si tuvieron reacción cruzada con la proteína como se observa la figura 6 en los 

carriles 3 y 4 respectivamente; para el anticuerpo a-colágena tipo X no se registró 

reconocimiento alguno para CP34 (dato no mostrado). Por otra parte el anticuerpo 

policlonal generado para el reconocimiento de CP34, reconoció con una baja 

sensibilidad a esta proteína ya que la dilución con la que se obtuvo este resultado fue de 

1 :50 en el carril 5 de la figura 6. Finalmente el anticuerpo de la proteína recombinante 

humana a-HrCP23 tuvo una reacción cruzada de gran afinidad con la proteína 

recombinante como se observa en el carril 6 de la figura 6. Este último anticuerpo 

policlonal fue producido en conejo, apartir de inmunizaciones con una proteína derivada 

de tumor de cementoblastoma denominada CP23. La cual es altamente expresada en 

células provenientes de este tumor y ligeramente en células del PDL. Esta proteína 

consta de 247 aminoácidos y tiene reacción cruzada con el anticuerpo a-CAP. 
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1 2 3 4 5 6 

130, 000 

77,000 

43, 300 

31 , 600 

16, 700 

Figura 6. Reconocimiento . de la proteína CP34 por inmunotransferencia con 
diferentes anticuerpos. En el carril (1) se muestra el marcador de mediano peso 
molecular (BIORAD), en el carril (2) la inmunotransferencia positiva de CP34 con 
el anticuerpo a-CAP revelado por quimioluminiscencia, en los carriles (3) y (4) 
resultados positivos de reacción cruzada de CP34 con anticuerpos a-colágena tipo I 
y 111 respectivamente revelados con DAB. Por su parte en el carril (5) presenta la 
detección positiva de CP34 por el anticuerpo generado en conejo a-CP34. En el 
carril (6) el reconocimiento del anticuerpo a-CP23 a la proteína CP34. Estos 
últimos también revelados con DAB. 
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9. DISCUSIÓN 

A partir de la línea celular derivada de cementoblastoma humano caracterizada por 

Arzate et a . 39, se aisló un cONA de 1394 pb el cual codifica de acuerdo con su primer 

marco de lectura con una proteína de 101 aminoácidos con un peso aproximado de 11.2 

kDa. Esta proteína denominada CP34 que deriva de una línea celular de un 

cementoblastoma humano tiene una identidad del 98% con la CAP según la base de 

datos del NCBI (número de acceso AY455942.1en el GENE BANK) Y de igual forma 

con la PTPLA en un 98% (número de acceso NM 014241.2 en el GENE BANK). Así 

la estructura secundaria de CP34 proporcionada por el programa JUFO a partir de la 

secuencia de aminoácidos, pronostica predominantemente una conformación de n-hélice 

en la gran mayoría de su secuencia compartiendo también una pequeña estructura 

fibrilar en la posición 98 a la 101; estos datos se podrían relacionar con CAP ya que 

péptidos secuenciados de esta proteína tienen principalmente una estructura de n-hélice 

de acuerdo con los datos reportados por Wu et al. 41. Sin embargo, es importante 

mencionar que CAP tiene una conformación n-hélice debido a las secuencias 

colagenicas homologas con colágena tipo 1 y XII que tiene en algunos de sus péptidos 

internos 41, lo cual no se relaciona con CP34 ya que esta proteína no tiene repeticiones 

Gly-X-y característicos de los dominios colagenicos; a pesar de haber tenido reacción 

cruzada por las inmunotransferencia por los anticuerpos anti-colágena tipo 1 y III. 

Adicionalmente la proteína recombinante fue reconocida por el anticuerpo monoclonal 

anti-CAP (3G9) que es cemento-específico, el cual se conoce por marcar la matriz del 

cemento radicular y de cementoblastos durante la formación de este tejido 50. En 

relación con este dato, el bajo reconocimiento de CP34 por el anticuerpo policlonal 

generado contra esta proteína, no permitió su detección por inmunohistoquímica; lo cual 

nos habría delimitado que CP34 en verdad podría ser una proteína cemento-específica, 
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como ya lo habían propuesto los resultados que asocian a esta proteína con CAP, la cual 

es identificada únicamente en cemento por anticuerpos generados en los estudios de 

Saito et al. y Arzate et al. 45, so. De tal forma, los resultados que asocian en primer plano 

a CP34 con CAP harían suponer que esta proteína recombinante podría participar a 

reserva de ensayos biológicos, en eventos similares a los llevados acabo por la proteína 

de adhesión al cemento radicular; tales como la adhesión y la diferenciación de células 

del ligamento periodontal durante la formación del cemento radicular como lo señalan 

los estudios de Bar-Kana el al. 48 y Pitaru el al. 49, Y tal vez en la mineralización del 

cemento radicular como lo indican los estudios realizados por Liu et al. 46 y Bar-Kana 

et-al. 47 donde se señala que células progenitoras del periodonto que expresan CAP son 

formadoras de mineral del cemento. Aunque, particularmente en la adhesión celular 

promovida por CAP que se da gracias a una secuencia RGD 43, CP34 no contiene dicha 

secuencia que le pudiese permitir promover adhesión celular en la cementogenesis. Sin 

embargo, la supuesta relación estructural de CP34 con CAP y su hipotética función 

como proteína de matriz extracelular, no se llevarían acabo ya que CP34 no contiene 

secuencia señal y de esta man~ra no habría forma de que fuese trasportada al exterior de 

la célula. Este dato importante se relaciona evidentemente con el hallazgo obtenido en la 

base de datos ya mencionado, donde se indica que esta proteína tiene un 98% de 

identidad con la secuencia de la proteína tirosina fosfatasa (PTPLA), además de que la 

posible localización de CP34 seria en la membrana citoplasmática de acuerdo con los 

datos del NCBI; por lo que la secuencia de CP34 formaría más bien parte de un receptor 

de membrana tipo tirosina fosfatasa, el cual tendría relevancia ya que este tipo de 

receptores tienen como ligandos a factores de crecimiento, conocidos por su vital 

importancia en la formación de tejidos duros como el cemento radicular y el hueso 2. La 

característica estructural de estos receptores son los sitios de fosforilación importantes 
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para señalización intracelular, que al parecer tiene la secuencia de CP34; además de que 

este tipo de receptores son de una característica hidrofilica, que también según el 

análisis de la secuencia presenta esta proteína recombinante 2. Por lo tanto la posible 

función de CP34 como parte de un receptor tipo tirosina fosfatasa en el cemento 

radicular; podría estar relacionada con la proliferación de células formadoras de mineral 

(cementoblastos). Como se ha demostrado en osteoblastos cultivados in vi/ro 55,56,57, 

que tienen este tipo de receptores que al ser fosforilados promueven la formación de 

tej ido mineralizado. 
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10. CONCLUSIONES 

La clona de cDNA CP34 derivada de un tumor de cementoblastoma, a pesar de tener 

una fuerte asociación con la secuencia de la proteína CAP y de que el producto génico 

de dicha clona fuese reconocido por inmunotransferencia por el anticuerpo a-CAP; 

CP34 no pertenece a la especie CAP ya que su secuencia no contiene secuencia sef'íal, 

además de carecer de repeticiones colagenicas, así como de una secuencia RGD. Por lo 

que la ausencia de estas características, le impediría funcionar como una proteína de 

matriz extracelular con propiedades de fomentar la adhesión celular, migración celular 

formación de tejido mineral durante la cementogenesis como las que si promueve CAP. 

Con lo que con mayor probabilidad esta proteína podría ser parte de un receptor tipo 

PTPLA, ya que presenta gran homología con este receptor. Además de tener una 

secuencia hidrofilica, con probables sitios de fosforilación relacionados con los 

receptores PTPLA; además de que su probable localización en la célula sea la 

membrana citoplasmática según los datos del NCBI. Por lo que su asociación con la 

cementogenesis, podría quedar enmarcado a reserva de estudios complementarios en la 

señalización intracelular involucrada en la formación de tejido mineral como ya se 

demostró con osteoblastos. 

Así el modelo de células de cementoblastoma (cementoblastos) es una alternativa viable 

con la que se pueden aislar, expresar y caracterizar nuevos factores o proteínas sean o 

no cemento específicos, que pudiesen participar en los procesos de la cementogénesis y 

la regeneración del tejido. 
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