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Introduccién

Desde finales de los 70°s nuevas técnicas han revolucionado el estudio del
DNA y de los genes que contiene. EI DNA de cualquier organismo puede ser
cortado en trozos reproducibles mediante unas endonucleasas especificas del sitio
llamadas enzimas de restriccion, los trozos pueden unirse entonces a vectores
bacterianos y ser introducidos en las bacterias huéspedes. De esta manera, casi
cualquier segmento de DNA de cualquier organismo puede ser aislado y producido
en cualquier cantidad simplemente cultivando bacterias. Estos procedimientos se
denomina colectivamente como clonaje genético o tecnologia de DNA
recombinante.

Por ende, en csta investigacion se utilizan técnicas empleadas para el
estudio del DNA recombinante que contribuyen al conocimiento sobre el papel que
juegan a nivel molecular las proteinas: Sialoproteina Osea del ingles Bone
Sialoprotein (BSP), Osteopontina del ingles Osteopontin (OPN), y Fosfatasa
Alcalina del ingles Alkaline Phosphatase (ALP), en la expresidon del fenotipo
cementobiastico y sobre el origen del cemento radicular.

Se sabe que el cemento es una forma altamente especializada de tejido
conectivo calcificado que cubre la superficie radicular del diente. El cemento es
considerado como el tejido mas blando con respecto al esmalte y la dentina, es
avascuiar, no presenta inervacién y no sufre remodelacion fisiologica. Los estudios
bioquimicos han demostrado que tiene una composicién similar al hueso pero con
pequefias variaciones: el contenido organico del cemento esta constituido
principalmente por proteinas de colagena de los tipos | y tipo Ill, proteinas no
colagenas como la OPN, BSP, ALP, entre otras glicoproteinas y proteoglicanos* 2.
Por otro lado, es el tejido menos estudiado del organismo humano y a sus células
progenitoras (cementoblastos) no se les ha logrado determinar su origen, lo que
ello ha contribuido al desconocimiento de como se lleva acabo el proceso de
seleccion y diferenciacion de los cementoblastos y la deposicidn del mineral.

En esta investigacion se aisld el mMRNA de las células cementoblasticas de
15 dias de cultivo por extraccion fenol-cloroformo en completa esterilizacion para
evitar la degradacion del RNA. Posteriormente se generd la doble cadena
complementaria del acido dexosiribonucleico (cDNA) por medio de la técnica de la
transcriptasa reversa de la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Este
cDNA se amplificd por la reaccion de cadena de la polimerasa (PCR). Por ultimo
se clonaron los diferentes cDNAs en un plasmido (PCRII-TOPO) que funciona
como vector para poder expresario en bacterias y lograr una mayor produccién de
dichos cDNAs de cada molécula, y se secuencié para analizarlos en bancos de
datos de material genético para comprobar que la secuencia pertenece a dichas
moléculas OPN, BSP y AP. Estos resultados nos permiten plantear estrategias a
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futuro para estudiar el patron de expresion génica de estas proteinas cuando se
lleve acabo la induccién de la cementogeénesis in vitro, dado que las anteriores
proteinas, estan involucradas en la nucleacién de los cristales de hidrioxiapatita en
las células osteoblasticas, lo cual hace pensar que los cementoblastos podrian
comportarse de manera similar.
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Justificacion

El cemento radicular es el tejido mineralizado menos estudiado del
organismo humano y a sus células progenitoras (cementoblastos) no se les ha
logrado determinar su origen, lo que ha contribuido al desconocimiento de cémo
se lleva a cabo el proceso de seleccion y diferenciacion de los cementoblastos y la
deposicion del mineral. Por tal motivo, se desconocen los mecanismos
moleculares que regulan la homeostasis de expresion de las moléculas que
intervienen en el proceso de mineralizacion durante la cementogénesis, asi como
las vias metabodlicas que controlan estos mecanismos. Por tal motivo la
secuenciacion de proteinas no colagenas da pauta para empezar a contribuir en
este campo.®

El aistamiento del DNA de proteinas no coldgenas del cemento nos ayudara
en un futuro a realizar estrategias terapeuticas en donde esté implicada la salud
del cemento radicular, asi como saber mas acerca del origen de este tejido y
poder aportar conocimiento y meétodos innovadores en el estudio de la
cementogénesis.
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Planteamiento del Problema

LEn el proceso de mineralizacion del! cemento dental humano, el
aislamiento del cDNA de proteinas no colagenas, ayudara a conocer mas sobre la
cementogénesis?
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Marco Tedrico

La era moderna de la biologia molecular y celular empezé en 1853 puando
dedujeron la estructura de doble hélice del DNA incluyendo su composicion: las
cuatro bases de acidos nucleicos timina, citosina, adenina y guanina.

El desarrollo de la biologia molecular y celular también se baso en tres
avances significativos (1) la prueba de que el RNA mensajero ( mMRNA) lleva la
informaciéon del DNA a la maquinaria sintetizadora de proteinas; (2) el
descubrimiento del cédigo genético, mediante el cual la informacidén se almacena
en los acidos nucleicos; y (3) el descubrimiento de que las proteinas son
traducidas por el RNA de transferencia (tRNA) y los ribosomas.

A finales de 1970, el clonaje genético o tecnologia del DNA recombinante
revoluciond el estudio del DNA. Dado que cualquier material genético podria ser
cortado en trozos reproducibles por medio de unas endonucleasas especificas
Hamadas enzimas de restriccion. Los trozos de DNA entonces pueden ser unidos
a vectores bacterianos (Virus de DNA o plasmidos capaces del crecimiento
independiente) y ser introducidos en bacterias huéspedes. De esta manera, todo
segmento de DNA de cualquier organismo puede ser aislado y producido en
grandes cantidades simplemente cultivando bacterias.

Acidos Nucleicos

Las células reciben las instrucciones sobre qué proteinas deben sintetizar
de los acidos nucleicos —las moléculas que almacenan y transmiten la informacién
en las células-. En las células existen dos moléculas portadoras de la informacion:
el 4cido desoxirribonucleico (DNA) y el acido ribonucleico (RNA).

La estructura interna de! DNA y el RNA consiste cada unoc en una
combinacion de soélo cuatro mondmeros, {lamados nucledtidos. Un nucledtido tiene
tres pares: un grupo fosfato, una pentosa y una base organica. En el RNA, la
pentosa siempre es una ribosa y en el DNA es una desoxirribosa. La diferencia
entre los mondmeros de DNA y RNA se encuentra en una de las bases el “uracilo”
que se encuentra sdlo en e! RNA. Las bases adenina, guanina y citosina se
encuentran tanto en DNA y RNA y la timina s6lo en el DNA.

Las cadenas de los acidos nucleicos tienen una orientacidén quimica: el
extremo 3' tiene un grupo hidroxilo libre unido al carbono 3' del aztcar; el extremo
5’ tiene un hidroxilo libre o un fosfato unido al carbono 5 del azlcar. Esta
direccionalidad ha dado lugar al convenio por el cual las secuencias
polinuclectidicas se escriben y se leen en la direccion 5' - 3' (de izquierda a
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derecha); la orientacion de una cadena de acido nucleico es una propiedad
extremadamente importante para la formacidn celular.

DNA

l.as dobles hélices del DNA son dos cadenas entrelazadas de azdcares-
fosfatos; y los pares de bases estan apilados entre las cadenas. La orientacion de
las dos cadenas es antiparalela conservando el sentido 5' — 3'. Ademas de estar
unidas por enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofobicas. Las bases de las
cadenas opuestas se aparean segln un registro preciso: A con T, mediante dos
enlaces de hidrégeno; G con C, mediante tres enlaces de hidrégeno.®

RNA

E! RNA es bastante similar al DNA en cuanto a su composicién quimica: el
azucar que forma parte del RNA tiene un grupo hidroxilio mas, y la timina del DNA
es reemplazada por el uracilo en el RNA. Estas diferencias son relativamente
menores, por lo que el RNA puede tomar las mismas conformaciones que el DNA;
puede ser cadena doble o sencilla, lineal o circular. También puede formar una
hélice hibrida, con una cadena de RNA y otra de DNA.

El DNA almacena la informacion genética en una forma de doble cadena
monétona. El RNA es mas versatil, con muchas funciones y estructuras. La
mayoria del RNA es de cadena sencilla. Las moléculas pequerias de RNA, tales
como las del RNA de transferencia (tRNA), adoptan en solucion una arquitectura
tridimensional definida. Las conformaciones del RNA guardan cierta analogia con
la estructura de las proteinas. La estructura de un RNA se determina
principalmente por el apareamiento local de bases que sigue las mismas reglas
que en el DNA; en las células, la mayor parte del RNA esta unido a proteinas en
grandes complejos de estructura especifica.

L.a analogia con la estructura de las proteinas va mas alla: el RNA puede
actuar cataliticamente, tomando las propiedades de una enzima. El RNA puede
haber servido al mismo tiempo como reservorio genético asi y como las primeras
enzimas en el caldo.

EL DNA dirige la sintesis del RNA, y el RNA a su vez, dirige la sintesis de
proteinas; y unas proteinas esenciales catalizan la sintesis tanto del RNA como
del DNA. El flujo de informacion de DNA a RNA, y de RNA a proteinas ocurre en
todas las células y ha sido llamado el “dogma central’” de la biologia molecular.




Las proteinas son los componentes activos, es decir, los que realizan el
trabajo en el interior de la maquinaria celular. Mientras el DNA almacena la
informaciéon para la sintesis de proteinas, y el RNA es el que lleva a cabo las
instrucciones codificadas en el DNA, por lo tanto, la mayor parte de las actividades
bioldgicas son realizadas por las proteinas. Dado que el orden lineal de los
aminoacidos en cada proteina determina su funcién, el mecanismo que mantiene
este orden durante la sintesis de proteinas es critico.

Tres clases de RNA juegan papeles diferentes pero cooperativos. EIl RNA
mensajero (MMRNA) codifica la informacidon genética copiada del DNA en forma de
una secuencia de bases nucleotidicas que especifica una secuencia de
aminodcidos. El RNA de transferencia (tRNA) es la clave para el codigo; los
aminoacidos especificados por la secuencia de bases de una molécula de mMRNA
son traidos y depositados en el extremo creciente de una cadena polipeptidica por
moléculas especificas de tRNA. Por aitimo, el RNA ribosdmico (rRNA) se combina
con un grupo de proteinas para formar los ribosomas, que tienen sitios de uniodn
para todas las moléculas necesarias para la sintesis de proteinas (MRNA, tRNA y
factores proteicos.). Los ribosomas que llevan tRNAs y proteinas especiales,
pueden moverse fisicamente a lo largo de la cadena de mMRNA para traducir su
informacién geneética codificada. La traduccion se refiere a todo el proceso
mediante el cual la secuencia de bases dei MRNA se usa para ordenar y unir
aminoacidos en una proteina. Estos tres tipus de RNA participan en esta via
esencial de sintesis de proteinas en todas las células; el desarrollo de las tres
funciones diferentes de! RNA fue probablemente la clave molecular para el origen
de la vida.®

Proteinas

Las proteinas son moléculas que realizan el trabajo en las células.
Catalizan un rango extraordinario de reacciones quimicas, proporcionando rigidez
estructural, controlan la permeabilidad de [as membranas, regulan |as
concentraciones de los metabolitos, reconocen y se unen no covalentemente a
otras biomoléculas, producen movimientos y controlan la funcion de los genes.
Estas tareas, se llevan acabo por moléculas sintetizadas a partir de sélo 20
aminoacidos diferentes.

Los mondmeros que constituyen las proteinas se Illaman aminoacidos
porque, con una excepcidn, cada uno contiene un grupo amino (-NHz) y un grupo
carboxilo acido (-COOQOH). La excepcidn, la prolina, tiene un grupo imino (-NH-) en
vez de un grupo amino. Todos los aminoacidos estan construidos de acuerdo a un
disefio basico: un atomo de carbono central lamado carbono « (C,) porque es el
adyacente al grupo carboxilo, a un atomo de hidrdgeno y a un grupo variable,
llamado cadena lateral o grupo R.
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El enlace peptidico, es un enlace quimico que conecta dos aminoacidos en
un polimero, se forma entre el grupo amino de un aminodcido y el grupo carboxilo
de otro. Esta reaccién, llamada condensacion, libera una molécula de agua al
unirse dos aminoacidos.

Una proteina no es una simple cadena de aminoacidos, esta cadena debe
plegarse para formar una estructura tridimensional especifica que puede ser una
varilla extendida. como en las proteinas fibrosas que dan rigidez a los tejidos, o
una esfera compacta llamada proteina globular, como en muchas proteinas que
catalizan reacciones quimicas (enzimas), o una combinacién de esferas y varillas,
como la globulina o la sialoproteina ¢sea.®

Enzimas

Las proteinas catalizadoras de reacciones quimicas en un periodo corto de
tiempo son llamadas enzimas, encargadas de mediar los eventos dinamicos de la
vida; practicamente todas las reacciones quimicas en la célula estan catalizadas
por una enzima debido a que aumentan la velocidad de las reacciones que ya son
energéticamente favorables directa e inversamente en igual grado.

El nombre de la enzima generalmente indica su funcion, y el sufijo -asa- se
agrega al final del nombre de 1a molécula sobre la que actia la enzima como por
ejemplo la DNAsa que es la encargada de degradar al ADN, |la peptidasas que son
las encargadas de degradar proteinas inespecificamente.

La mayoria de las enzimas se encuentran dentro de las células, pero cierto
numero de ellas son secretadas por las células y funcionan en la sangre, el tracto
digestivo u otros espacios extracelulares para llevar a cabo la sintesis de
proteinas, de acidos nucleicos y de fosfolipidos, la conversidn de glucosa y
oxigeno a diéxido de carbono y agua, lo que produce mayor parte de la energia
quimica que se usa en las células de un organismo.

Dos propiedades sorprendentes que caracterizan a todas las enzimas son:
su enorme poder catalitico y su especificidad. La especificidad de una enzima se
determina por las diferentes velocidades con que catalizan las reacciones
quimicas muy relacionadas o por su capacidad de distinguir entre sustratos muy
similares. Las moléculas de enzima presentan dos regiones importantes o sitios
cataliticos: uno que reconoce y se une al (los) sustrato(s), y otro que cataliza la
reaccion una vez que el (los) sustrato(s) se hayan unido, pero en algunas enzimas
el sitio catalitico es parte del sitio de union del sustrato, es decir solo presentan un
dominio funcional®,

TESIS CQN




Cemento

El cemento es un tejido mineralizado que se cree su origen mesodermal.
Este presenta muchas funciones entre la principal permitir 1a insercion de las fibras
de colagena del lngamento periodontal. El cemento empieza en la porCIon cervical
del diente en la union cementoadamantina y continta hasta el éplce. Ademas el
cemento es un tejido conectivo especializado que comparte algunas
caracteristicas fisicas, quimicas y estructurales con el hueso, pero a diferencia del
hueso el cemento humano es avascular, carece de inervacion, de drenaje linfatico,
y no presenta remodelado fisiolégico como la resorcion y aposicion.

Estructura

Con el microscopio Optico pueden diferenciarse dos tipos de cemento:
acelular y celular. El cemento acelular puede cubrir 1a dentina radicular desde la
unién cementoadamantina hasta el apice, pero a menudo falta e! tercio apical de la
raiz. Aqui el cemento puede ser en su totalidad de tipo celular. Las células
incorporadas al cemento celular, cementocitos, son parecidos a los osteocitos. Se
encuentran en espacios denominados lagunas. Un cementocito tipico posee
numerosas prolongaciones celulares o canaliculos que se irradian a partir de su
cuerpo celular. Estas prolongaciones pueden ramificarse y con frecuencia
establecen anastomosis con las de una célula vecina.”

Propiedades Quimicas

El cemento contiene aproximadamente 45 a 50% de substancias inorganicas, 50 a
55% de material organico y agua. La porcidn inorganica consiste principalmente
de calcio y fosfato en forma de cristales de hidroxiapatita. La porcion organica del
cemento esta constituida fundamentalmente por colagena de tipo | y tipo il
polisacaridos proteicos como proteoglicanos y proteinas no colagenas como la
BSP, OPN, ALP, entre otros.?
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Cementoblastos

Los Cementoblastos son la unidad estructural del cemento, éstos sintetizan
colagena vy polisacaridos . proteicos. que constituyen la matriz. mineralizada del
cemento radicular. Los Cementoblastos presentan numerosas mitocondrias, un
aparato de Golgi bien desarrollado y grandes cantidades de reticulo endoplasmico

granular.

La matriz secretada por los cementoblastos que aun no calcifica se conoce
como fase cementoide. En condiciones normales el crecimiento de la matriz
mineralizada del cemento es un proceso ritmico que se puede observar a manera
de Ineas incrementales de crecimiento, y a medida que se forma una nueva capa
cementoide la mas antigua calcifica.

Este tejido cementoide se encuentra tapizado por Cementoblastos, fibras de
tejido conectivo del ligamento periodontal que se Iinsertan entre los
Cementoblastos hacia la fase mineral del cemento. Estas fibras que incluidas en el
cemento al mineralizar sirven para unir el diente al hueso que lo rodea recibiendo
el nombre de fibras de Sharpey.®

LLos Cementoblastos son activos bilégicamente ya que producen proteinas y
polisacaridos, entre las que se encuentran: proteina Colagena | (Coll),
Osteopontina (OPN), F'osfatasa Alcalma (ALP), Osteocalcina (Ostc), Sialoproteina
Osea (BSP), entre otros.®1%111

Sialoproteina Osea (BSP)

La Sialoproteina Osea esta compuesta de 327 amino&cidos, tiene un peso
molecular de 33-34 kDa y en su secuencia presenta una region Arg-Gly-Asp
(RGD) que es un dominio para promover la adhesion celular y un sitio rico.en
aminoaciods de acido aspartico (poly-D) que es un dominio de unién al ion calcio y
a cristales de hidroxiapatita. ;

La sialoproteina 6sea en la formacién de la ralz del diente juega un: papel
importante ya que ha sido localizada en los primeros estadios de mineralizacion
dado que BSP es considerado un potencial nucleador de los cristales de
hidrioxiapatita y un marcador especifico de osteoblastos y cementoblastos.

Ademas, constituye entre un 8% a un 12% del total del contenido de protelnas no
colagenas en hueso y cemento.

A la fecha BSP ha sido purificada de hueso de humano, vaca, rata, .conejo'y
cerdo, asi como la primera secuencua (cDNA) de BSP fue obtenida de rata en
1988 y después de humano en 1990415,
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Osteopontina (OPN)

La osteopontina es una fosfoproteina glucosilada y sulfatada, con .un peso
molecular de 41kd, presente en hueso y en las lineas de crecimiento del cemento.

Osteopontina tiene caracteristicas estructurales unicas, sus terminales amino y
carboxilo contienen ocho hélices o que constituyen el 41% de 301 aminodacidos.
En medio de la molécula contiene una regién muy &cida (acido glutamico), con
una tipica secuencia de adhesién celular Arg-Gly-Asp (RGD) flanqueado sobre
ambos lados por dos segmentos 3.

Osteopontina es considerado un principal componente de hueso; esta molécula es
encontrada en tejidos no mineralizados comao rifion, celulas musculares, y células
epiteliales atribuyendoseles una funcion inhibidora del crecimiento mineral, ya que
en estos tejidos esta desfosforilada lo que lo hace diferente a la OPN de hueso y
cemento.

En células preosteoblasticas en temprana formacion de hueso y en osteoblastos
en sitios de remodelacion osea se han observado altos niveles de osteopontina.
En particular OPN juega un papel de regular el crecimiento del cristal y en hueso
en la resorcion 6sea. La sintesis de OPN es regulada por hormonas osteotréplcas
tal como la vitamina Dj, y esta es expresada durante la cementogenesis™

Fosfatasa Alcalina (ALP)

Las fosfatasas alcalinas son un grupo de enzimas no especificas que hidrolizan
muchos tipos de ésteres de monofosfato en muchas células. El sustrato naturai
de la ALP es actualmente desconocido. Se dan altas concentraciones de
fosfatasa alcalina en osteoblastos, mucosa intestinal, células de conductos
renales, higado y placenta. Cada tejido tiene su propia isoforma de ALP para
hueso y cemento predomina la isoforma conocida como fosfatasa no especifica de
tejido.

Esta proteina es de naturaleza glicoproteica con un peso de 160 kDa, y ha sido
encontrada en osteoblastos, preosteoblastos, osteocitos, celulas de osteosarcoma
Yy en menores concentraciones en otros lineajes celulares.

La mayor parte de su actividad se asocia a ias areas relacionadas con la
mineralizacion, fundamentaimente en sitios adyacentes a hueso, cartilago
calcificado y cemento, lo cual indica que existe una estrecha interrelacion entre la
produccion de iones fosfato en estas superficies y la formacion de mineral.
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La funcidn de esta fosfatasa es mayor en el cemento celular que en el cemento
acelular y existe una relacion entre su actividad y la producciéon de este ultimo tipo
de cemento. Con la finalidad de establecer la relacién entre la disposicion espacial
de la ALP, se ha descubierto que la distribucion de la enzima en las células del
ligamento priodontal es heterogénea, y Que existen también diferencias en las
concentraciones de los fosfatos en los distintos sitios estudiados?’.

Clonacion

El término clonacién se refiere en general a la produccidon de copias
idénticas de un individuo de manera asexual. En el proceso de la clonacién del
ADN, se introducen fragmentos de ADN de eucarionte o procariontes a células
bacterianas. Conforme las células proliferan para formar una colonia, la molécula
sencilla de DNA tomada por el individuo bacteriano fundador de la colonia se
replica con rapidez por |las enzimas presentes en las células bacterianas, al final
del crecimiento el nimero de copias de la secuencia ajena se ha amplificado de
manera importante.

La clonacion se puede utilizar como técnica para producir grandes
cantidades de una secuencia particular de DNA; pero mas importante es que
pueden utilizarse a fin de aislar en forma pura por completo un fragmento
especifico de ADN entre una poblacidn de moléculas de ADN grande y
heterogénea.

Para lograr lo anterior, el ADN debe encontrarse unido con el ADN de un
vector que normalmente se replique en el ambiente bacteriano. Los dos vectores
que se usan con frecuencia en los procedimientos de clonacién son los plasmidos
bacterianos y el cromasoma de bacteriofago lambda.

El ADN extrafio que va a ser clonado se inserta en el plasmido para formar
la molécula de ADN recombinante. Este plasmido modificado se agrega entonces
al cultivo bacteriano como DNA desnudo, ¥ un pequefio porcentaje de bacterias,
introducira estas moléculas del medio. Una vez que se incorpora el plasmido, se
replica de manera autdonoma dentro de la bacteria y pasa por su progenie durante
la division celular. Numerosos plasmidos contienen los genes que contienen la
resistencia a la tetraciclina y/o a la ampicilina. Estos son de particular importancia,
debido a que permiten seleccionar las bacterias que contienen uno de estos
plasmidos. Solo las bacterias que tomaron el plasmido (junto con el fragmento de
ADN) son capaces de sobrevivir en un ambiente que contenga alguno de los dos
antibioticos antes mencionados ¥ por lo cual aislarse de manera individua! para
poder obtener el DNA de interés.®
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Objetivos

General
Llevar a cabo el aislamiento y clonacidn a nivel molecular de proteinas
como la osteopontina (OPN), sialoproteina dsea (BSP) y fosfatasa alcalina (ALP),

para entender y conocer la regulacion del complejo mecanismo de la
cementogénesis.

Especificos

Cultivar células cementoblasticas

-

*» Aislar el RNA total de un cultivo de células cementoblasticas:

e Complementar el RNA aislado por medio de la técnica RT—PCR para
formar un DNA complementario (cDNA).

e Amplificar e identificar DNA de proteinas por medio de la técnica PCR. -

» Clonary aislar DNA de las proteinas AP, BSP y OPN. :

e Secuenciar el DNA de las proteinas no colagenas.

e Comparar con el banco genético en la Red Mundial de Genes
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Hipdtesis

Al utilizar técnicas de clonacion genética o tecnologia de DNA recombinante
en ceélulas cementoblasticas para obtener las secuencias de 'proteinas importantes
en el papel de mineralizacion (AP, OPN, BSP), podremos comparar.la secuencia
de las proteinas obtenidas con las ya registradas pertenecientes a hueso y aportar
conocimientos sobre el origen, formacién y mineralizacion del cemento.
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Metodologia

Tipo de Estudio
Experimental, Prolectivo, Longitudinal y Comparativo.

El tipo de estudio y el disefio, se ha seleccionado con base a los objetivos
propuestos y a la disponibilidad de los recursos.

Universo de Estudio

Nuestro universo de estudio es e! linaje celular del tejido mineral de cemento
humano y esta dado por millones de celulas de cuiltivo.

Variables

Dependientes

« Células Cementoblasticas:” .

ERT = “RNA.
. -» ° DNA.
s Células Bacterianas.

independientes

e Factores:

e Fisicos:: T

o -Temperatura
- ro iTiempo::;

» " Quimicos:: :: S
wiido - Soluciones’

o
= . Bioldgicos: Gt O
S rso “Humedad .-

o Contaminacion
o Degradacion
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Operacionalizacion

DNA. (Acido Desoxirribonucléico) Biomolécula formada por cuatro nucledtidos
(A.G,C,T) que en su combinacion forma una secuencia especifica, para obtener el
DNA de la proteina en estudio (BSP, OPN, AP) se extrae el total de RNA
mensajero de la célula (cementoblasto), especificando y complementando cada
proteina por medio del RT-PCR (Reaccién de Transcriptasa Reversa),
adicionando oligo-dT libre, esta técnica complementa la cadena sencilla de RNAm,
esta se liga a la cola de poli-A libres en el RNAmM, sirviendo de iniciador para la
enzima de transcriptasa reversa para asi complementar el DNA. Una vez obtenida
se amplifica por medio de PCR (reaccidon en cadena de la polimerasa), para asi
obtener una gran cantidad de DNA y asi logra identificar el DNA especifico por
medio de su peso molecular, utilizando la electroforesis; obteniendo 10 ng de DNA
por cada 1mi de muestra. Variable Cuantitativa de Intervalo ya que su unidad de
medida es de 10 pug/ml. Los microgramos por militros de DNA se obtiene por
seguir la medicion por espectrofotometria de luz ultravioleta en liquido la cual
existe una constante de densidad optica con DO = 1 a longitud de onda de 260 = a
50 pg/ml con lo cual se obtiene la concentracion de nuestra muestra experimental.

RNA m. (Acido Ribonucléico Mensajero) Polimero lineal formado por cuatro
nucledtidos (A,G.C.U), utilizado para obtener la secuencia especifica de las
proteinas en estudio (BSP, OPN, AP), complementandolo a DNA. El RNAmM se
obtiene por medio del método de Chomczynski y Sacchi, desnaturalizando la
célula y obteniendo el total de RNAmM de la célula. Es una variable cuantitativa de
intervalo y la unidad de medida es de U1 pg/mi. La cual se obtiene similar a la
medida de DNA donde DO = 1 a longitud de onda de 260 = a 40 pg/ml

Cementoblastos. Células de! tejido dental humano, obtenidas de un
cementoblastoma y cultivadas in vitro, de estas se obtienen el RNA total para
obtener las proteinas del estudio. Variable Cuantitativa Intervalo y su unidad de
medida es de 2 x 10° células/pozo.

Bacterias. Escherichia Coli (E. Coli) Son las células competentes en la técnica
de recombinacion de! ADN o clonacién; éstas son las portadoras del material
genetico, y son cultivadas en un agar para su duplicacién, una vez comprobada la
clonacion del material genético estas son cultivadas en medio LB en grandes
cantidades,para obtener una gran cantidad del material genético y asi poder
secuenciar. Es variable cuantitativa intervalo y su unidad de medida es de 1x10°
cfu/pg
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Factores Fisicos:

Tiempo. Valor importante en la realizacion de los experimentos, ya que si se
realiza alguno alterando el protocolo (refiriendose a tiempo), el experimento se
alterara y por ende se degradarian las moléculas estudiadas. Esta es una variable
cuantitativa intervalo. Sera medido en horas (hrs.), minutos (min.) o segundos
(seg.) dependiendo la técnica que se lleve a cabo.

Temperatura. Es el calor o frio que se aplica sobre los cuerpos, en técnicas como '
RT-PCR o PCR es de suma importancia que se encuentre a la temperatura’
indicada e ideal para la amplificacion de las proteinas en estudio asi:como:la
temperatura de trabajo para células y bacterias. Es una variable cuanmatlva de
intervalo. Esta se medira en grados Centigrados (° C). X 3

Factores Quimicos:

Soluciones: Son las mezclas que resulta al reunir cualquier sustancia en.un
liquido. Estas son utilizadas durante el proyecto, y las mezclas:son:variables
segun la sustancia con la que se mezcle, estas son utilizadas: yaisea para
mantener un pH ideal, para lavado o bien para separar -ciertasestructuras:
moleculares de otras. Variable Cuantitativa de Razon. Su unidad de medlda sera
en Litros (L), Mililitros (ml), Microlitros (ul), varia segun la mezcla. B

pH: Es el indice que expresa el grado de acidez o alcalm:dad de una; dlsolucién.
De importacia para la solucién buffer utilizada durante el proyecto. Es una variable
cuantitativa de razén. Su unidad de medida varia ya que entre [o] I 7 :la_disolucion
es acida, y de 7 a 14, basica. -

Factores Biologicos:

Humedad. Es la cantidad de agua que contiene el aire ambiental, en este caso, el
laboratorio o campana de cultivo celular, de este depende la esterilidad del mismo,
si esta se altera puede 6 no haber esterildad o bien alteracién:en’ el crecimiento
celular. Es una variable cuantitativa de razén. Y su- unidad de? medlda ‘es en
porcentaje. 80% de humedad. i : L P

Contaminacion: Es todo aquello que altera 1a’ pureza de un medio por agentes‘
externos al experimento. Variable Cualitativa Nominal. .

Degradacion: Es el momento en el cual moléculas o proteinas pierden su funciéon’
ya sea por contaminacion o su estructura se torne en una mas sencilla. Variable
Cualitativa Nominal.
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TECNICA

Cultivo celular.

Las células derivadas del cementoblastoma humano (actualmente
expandidas y congeladas en nuestro laboratorio), se mantendran en medio de
cultive Dubleico minium escencial medium (DMEM) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (SFB), una solucion de antibidticos (penicilina (100 Ulml),
estreptomicina (100 pg/mi) y fungisona (0.3 pg/mi), 100mM de aminoacidos no
esenciales y 100mM de piruvato de sodio. Para el trabajo experimental se
utilizaran cultivos celulares en el 1°" pasaje. Los cultivos seran mantenidos a una
temperatura de 37°C y en una atmésfera de CQ; al 5%, con 100% de humedad.

Aislamiento de RNA

E! RNA fué aislado por utilizar el método de Chomczynski y Sacchi '° que
se basa en que las células (cementoblastos) son desnaturalizadas por la solucién
D que contienen: acido de tiocinato de guanidina (4M), citrato de sodio (25 mM)
pH 7, 0.5% de sarcosyl y 2-mercaptoetanol (0.1M). Inmediatamente después de
adicionar la solucién D a las células estas se homogenizan para garantizar la
completa desnaturalizacion celular, se agrega 0.1 m! de acetato de sodio 2 M a pH
4 y el material genético se extrae por medio de adicionar una solucion saturada de
fenol-cloroformo. La suspension final se centrifuga a 14,000 rpm durante 20
minutos a 4°C. Después de ia centrifugacion el RNA esta presente en la fase
acuosa superior mientras que el DNA, proteinas y restos celulares en la fase
correspondiente al fenol (inferior). La fase acuosa se precipita 1 hora a —74°C con
1 m! de siopropanol, se sedimenta el RNA por centrifugar a 14,000 rpm durante 20
minutos a 4°C, el pellet se lava con aicohol al 75% frio se seca a vacio y se
resuspende en 10 microlitros (uL) de agua esteril tratada con dietil pirocarbonato
que inhibe la accion de las enzimas que degradan al RNA (RNAsa). Para asegurar
que el material genético extraido de los cementoblastos no se ha degradado por el
procedimiento se observd en un gel de agarosa al 1.2%.

Reaccidn de Transcriptasa Reversa (RT-PCR)

Para formar la cadena complementaria del acido desoxirribonucléico
(cDNA) a partir del acido ribonuciéico (RNA) se utiliza la enzima transcriptasa
reversa del virus murino causante de la leucemia de Moloney (MMLV-RT). La
reaccion se lleva de la siguiente manera: 5 uL del material genético (RNA), 3 upL




de cloruro de magnesio 25 mM (MgClz), 2 uL del amortiguador de reaccion RT (50
mM KCI, 10 mM Tris-HCI pH 8.3), 2 ulL de los trifosfatos de desoxirribonucledsidos
(dNTPs), 1 uL del oligo poly dT, 1 uL de inhibidor de RNAsa, 0.5 uL de la enzima
MMLV-RT que corresponde a 20 unidades y 8 ul. de agua tratada con dietil
prirocarbonato. La anterior solucion de reaccion se somete a los siguientes ciclos
de temperatura 1) 25°C por 10 minutos, 2) 42°C por 30 minutos y 3) 95°C por 50
minutos, para garantizar la formacién del cDNA.

El DNA copiado a partir de mRNA es denominado DNA complementario
(cDNA). El cDNA tiene la ventaja de no presentar intrones. Es relativamente facil
diferenciar el MRNA de los RNA de transferencia (tRNA) y ribosomal (rRNA), va
qgue el extremo 3' de los mMRNA consiste de una secuencia de 50 a 250 residuos
de adenina (A), conocida como cola de poli-A. Con dicha caracteristica es posible
reconocer a los mRNAs con la adicion de un oligo-dT libre, que hibridiza la cola de
poli-A de cada m RNA, sirviendo de iniciador para la enzima Transcriptasa
Reversa (nativamente se encuentra en los retrovirus), dicha enzima sintetiza una
cadena de DNA complementaria para cada molécula de_mRNA presente.
Obteniendo una cadena de cDNA sencilla sobre una de mRNA.2° (Fig 1)

mRNA

TN

o skviv kv inrvivvionalid

R
PRI

cDNA

Fig. 1 Esquema representativo de la Tecnica RT-PCR, se muestra | RNAm obteniendo
como total el cONA

Reaccién de la Cadena de 1a Polimerasa (PCR)

La reaccion de la PCR es una técnica en la cual se amplifica el numero de
copias de una regidn en especifico del DNA o de una secuencia de cDNA
previamente obtenida por la reaccién de la RT, con el fin de que sea mas facil
detectar su presencia. (Fig. 2)
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Fig. 2. Esquema representado ja amplificacion de un
segmento de DNA

El cDNA sintetizado por la reaccion de RT-PCR se utilizd para amplificar y
detectar los correspondientes cONAs de las proteinas no colagenas (BSP, OPN y
ALP) al llevar a cabo la reaccion de PCR. Lo anterior se logra por usar
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oligonucledtidos especificos de las proteinas BSP, OPN y ALP de humano que
son los iniciadores de la reaccion. Para BSP el oligo superior 5'-
AAAGTAAGGAAAGCGACGAGG-3’ correspondiente al nucledtido en la posicion
64-85; el oligo inferior 5'-CCCCTTGTAGTAGCTGTATTCG-3' correspondiente a
los nucledtidos en la posicion 489-510. Para OPN el oligo superior 5'-
AGGAAGCCAGCCAAGGACCAACTA-3' nucledtidos 51-74 y el oligo inferior 5'-
CACGCTTGGTTCATCCAGCTGACT-3' nucledtidos 716-739. Para ALP el oligo
superior es 5-CCCCCACCTCTTCCCACCCATCTG-3' nucledtidos 96-119 y oligo
inferior 5-CCCACGGACTTCCCAGCATCCTTG-3’ nucledtidos 614-637.

La reaccion de amplificacion para cada uno de los cDNAs es la siguiente:
se adiciona a un tubo eppendorf 4 ul. del cDNA, § nlL de buffer de reaccion, 5 pL
de los dNTPs, 3 nL de MgClz, 0.5 nlL de los oligos especificos superior e inferior,
33 pL de agua esteril y 1uL de la enzima Taq polimerasa. La reaccion de
amplificacion se incuba a diferentes ciclos de temperatura: 95°C por 5 minutos (1
ciclo), 94°C 1 minuto para desnaturalizar garantizando la separacion de la doble
cadena de DNA, 55°C 1 minuto para alinear la cadena sencilla del DNA con los
oligos, 72°C 2 minutos para extension y todo lo anterior hasta completar 40 ciclos
can lo que se garantiza amplificar varios millones de veces el cDNA.,

Los productos de PCR se separan para correr las muestras en un gel de
electroforesis de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio para observar el
DNA amplificado de BSP que debe tener un peso molecular de 380 pares de
bases, OPN de 335-450 pares de bases y ALP alrededor de 500 pares de bases.’®

Purificaciéon de cDNA del Gel de Agarosa

Los productos de PCR se extraen del gel electroforético para su posterior
purificacidon por medio del uso de perlas activadas de silica. El fragmento de DNA
correspondiente a cada secuencia de proteina no colagena se corta del gel, se
pasa a un tubo eppendorf y se le adicionan 300 ul de solucidn 1 para solubilizar el
gel (acetato de sodio, perciorato de sodio y TBE), se incuba a 50 °C hasta
visualizar completamente disuelto el gel de agarosa. Posteriormente se adicionan
4uL de perlas de sllica y se incuba a 50°C por 15 minutos homogenizando cada 3
minutos para garantizar que el DNA se una a las perlas de silica, pasado el tiempo
se centrifuga a 14,000 rpm por 2 minutos se tira el liquido y se le adiciona la
solucion 2 para lavar las perlas resuspendiendo por agitacién, se centrifuga a
14,000 rpm y se repite el paso dos veces mas, para garantizar que el DNA quede
completamente limpio de agarosa. Se seca por incubar a 37°C y sé resuspende en
10 nL de aguao TEpH 7.
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Clonacion de los cDNAs

Para llevar a cabo la clonacion de los ¢cDNAs purificados se realizan los
siguientes pasos: 4ulL de cada cDNA se mezcla por separado en un vector pCRII-
TOPO linearizado, se incuban a temperatura ambiente por 10 minutos. Con esto
se garantiza que la enzima topoisomerasa ligue el cDNA al vector con lo cual el
vector se recirculariza. Posteriormente, la reaccidon se adiciona a bacterias E. coli
se mantienen las bacterias en hielo por 20 minutos y después se les somete a un
choque térmico de temperatura a 42°C para garantizar que el vector con nuestro
DNA unido se introduzca a la bacteria. Dicha bacteria se siembra en una caja de
petri con medio LB conteniendo ampicilina, x-galactosidasa e IPTG, se incuba toda
la noche a 37°C para detectar las colonias positivas. Las bacterias clonadas, es
decir, aquellas que tienen el inserto de cDNA con el vector se observan en la caja
de petri blancas (positivas) y aquellas que no presentan clonado nuestro vector
con una coloracién azul. (Fig. 3)

Fig. 3 Representacion de bacteria clonada (con vector) y no clonada

Analisis y Secuenciacién de DNA

Las bacterias clonadas se cultivan en medio LB liquido con ampicilina (50
ug/ml) toda ta noche a 37°C para aislar el DNA por medio del procedimiento de
preparacién alcalina grande (big-prep) que se prepara para obtener grandes
cantidades de la bacteria clonada, en donde posteriormente se extrae el DNA de
la gran cantidad de bacterias que se cultivaron en el medio. Brevemente, el cultivo
de bacterias de toda la noche se centrifuga, se tira el medio y al pellet bacteriano
se le adiconan las siguientes soluciones: solucién 1 (50 mM de glucosa, 10 mM de
EDTA, 25 mM de Tris pH 8). solucién 2 (0.2 M de NaOH, 1% de SDS) y solucién 3
(7.5 M de acetato de amonio) entre cada adicion de solucion se debe solubilizar y

TESIS CON =
FALLA DE CPIGEN




dejar incubando 10 minutos en hielo. Se centrifuga a 3500 rpm 15 minutos y pasar
el sobrenadante a un tubo nuevo, adicionar isopropanol e incubar 10 minutos en
hielo, centrifugar nuevamente y resuspender el pellet de DNA con 200 pl de TE,
adicionar RNAsa e incubar 30 minutos a 37°C, adicionar fenol-cloroformo y pasar
la fase acuosa a un tubo nuevo, adicionar dicha fase a una columna de sefarosa
CL4B para purificar completamente el DNA, se precipita el DNA con acetato de
sodio y etano! al 100% incubando a —74° C 30 minutos y se resuspende en 40 ul
de agua.

Para comprobar que el fragmento de DNA se clond en el vector se llevan a
cabo digestiones del mismo. La reaccion es la siguiente: 3ul de DNA, 2uL de
buffer de digestion, 1uL de enzima EcoRI, 14nl de agua esteril, incubar a 37°C
tres horas y observar en gel de agarosa al 1.2%. Una vez que se ha comprobado
que el fragmento de DNA si esta clonado en el vector se manda a secuenciar,
para estar seguros y compararlo en los bancos de datos genéticos.??

Recursos

Recursos Humanos
e Dr. Marco Alvarez Pérez
Director -

e Q.B.P. Maria Emelina del Carmen Amil Estrada
Asesor

e Sebastian Gallegos Magos
Participante ;

Recursos Fisicos

e Laboratorio de Biologia Crelulabr‘y Molecular
« Edificio de Posgrado e Investigacion, Facultad de Odontologia, UNAM.
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Recursos Materiales

Medios de Cultivo: ) .
: o LB Medium Capsulas
- o . LB Agar Medium Capsulas

Suero Fetal Bovino
Antibioticos:
= Ampicilina
Kanamicina
Tetraciclina
Estreptomicina
Fungisona

Centrifuga Eppendorf

Cajas de Petri

Guantes de Latex, Uniseal

Tubos Eppendorf 1.5 m!

Tubos Corning 50 miyde 5§ ml

Tubos Falcon 15 m!

Kit “Concert” Nucleic Acid Purification System, Life Technologies
Topo TA Cloning Kit, Invitrogen hitp://www.invitrogene.com
PCR Cloning Kit, Invitrogen http://www.invitrogene.com
Incubadora Universal Bio-Dynamics

Estufa Felisa

Shak-R-Bath, Lab Line

Caja de Electroforesis, Life Tecnoligies

Lampara de Rayos UV, Life Tecnologies

Vortex

Refrigerador :

« -70°C
e 4°C
e -20°C
Fotometro
Autoclave Famsa -

Horno de microondas, Samsung

Camara fotografica Digital Kodak

Kodak ID Image Analisis Software Molecular Biology

Computadora HP

Maquina de PCR, Programable Thermal Controller

Cementoblastoma Humano, donado por el laboratorio de Fisiopatologia
Enzima Eco RI

EnzimaTaq Polimerasa
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Oligos Especificos para:

Oligo poly dT
Soluciones Buffer

‘lsopropanol
Agua :
: = ' Bidestilada
C= o Milli-Q
= Esteril

Aga‘rosa
Piruvato de Sodio

BsP

- OPN

AP

Solucién D (acido de tiocinato de guanidina (4M), citrato de sodio (256 mM)

pH 7, 0.5% de sarcosyl y 2-mercaptoetano| (0.1M).

Acetato de Sodio
Fenol-cloroformo

{sopropanol
Alcohol :
= 100%
- 75%
* 10%
Liofilizador
RNAsa

Enzima MMLV-RT
Solucién TE ph 7.5
X-galactosidasa
IPTG

Solucion 1 (50 mM de glucosa, 10 mM de EDTA, 25 mM de Tris pH 8)
Solucién 2 (0.2 M de NaOH, 1% de SDS)

Solucion 3 (7.5 M de acetato de amonio)

Tubo de cromatografia

Micropipetas eppendorf :

1000 pl
200 pl
20 ul
2.5 ul
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Resultados

Cultivo Celular

El cultivo celular a partir de un cementoblastoma de humano manifesta una
morfologia extendida, plana, compacta y multipolar especificamente cuando se
encuentra en confluencia (Fig. 4). Estas células han sido caracterizadas en el
laboratorio manifestando e! poder de formar mineral in vitro y la produccion del
unico marcador especifico a la fecha la proteina de adhesién de cemento, lo cual
garantiza que las celulas utilizadas para este estudio expresen en su totalidad un
fenotipo cementoblastico.

Fig.4 Morfologia de cementaoblastos en cultivo

RNA

El aislamiento del acido ribunucléico mensajero (mMRNA) que lleva codificada toda
la informacion para producir las proteinas se observo en un gel de agarosa al
1.2% para detectar que no estuviera degrado debido a que en el ambiente existen
cantidades grandes de enzimas RNAsas que degradan a la molécula y con lo cual
no se podria proceder a formar la cadena de acido deoxiribunucléico
complementario (cDNA) de las proteinas no colagenas pertenecientes a las
células de cemtoblastos (Fig. 5). EI RNA fue aislado de las células
cementoblasticas derivadas del tumor de cemento, cuantificado por
espectrofotometria de luz ultravioleta y su integridad detectada por medio de geles
de electroforesis de agarosa.
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Fig.5 Gel de agarrosa en donde se
muestra el RNA degradado y un RNA intacto.

cDNA

El cDNA formado a partir del RNA se empled para amplificar las secuancias
correspondientes a cada proteina no colagena perteneciente a la informacion
genética de las células que forman el tejido mineral de cemento. Los productos de
la reaccidn de PCR se separan para correr las muestras en un gel de
electroforesis de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio para observar el
DNA amplificado de BSP que debe tener un peso molecular de 380 pares de
bases, OPN de 335 a 450 pares de bases y ALP alrededor de 500 pares de bases
(Fig. &).

Fig.6 Amplificacion de cDNAs a partir del RNA por medio de la reaccion PCR.
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Vector ,

Los cDNAs correspondientes a las: bandas ‘observ'adas en la:figura 6 fueron’:
purificados del gel, una vez que la secuencia de. ADN se tenia en forma. pura.se
insertd en el vector pCRII-TOPO que es resistente ‘a laampicilina v que depende

de p-galactosidasa para poder ser expresada'por la técnica de clonacuén en
bacterias E. coli (Figura 7). ; ;

. Plc;rnldos
T i
\\_‘ (—Oﬁ—-‘
Cvltivo de
T O bocteia
En medlo
' - con
Camplemaniado / tedrociclina
Pares ¢l banas por
ligocion, \. ; ¥t
3! Colonia
e
»\:' & Ressienis
Moleculo cla DMA tehacicling

Racombinacdio

Fig. 7 Esquema que muestra el metodo de la clonacidn del cDNA

TESIS CO!
FALLA D ORIGEN

oy

31




Las bacterias que presentan nuestro vector clonado se observan en la caja de
petri con una coloracion blanca dado que no se recupera la secuencia de la
enzima p-galactosidasa y aquellas bacterias que no presentan clonados nuestros
vectores se muestran en una coloracion azul (Fig.8)

Fig. 8 La placa A control de bacterias E. Coli que no presentan insercion de material genetico y la
placa B muestra la bacteria manipulada en donde se ven las colonias blancas y azules.

A partir de las colonias bacterianas positivas (blancas), que son tas bacterias que
presentan nuestro inserto de cDNA correspondiente a cada una de las secuencias
de proteinas, se procede a crecerlas en medio liquido para purificar grandes
cantidades del DNA para realizar digestiones utilizando {a endonucleasa Eco-RI
que ayudara a separar el fragmento de DNA del vector y comprobar la presencia
de la secuencia correspondiente a BSP, OPN y ALP en nuestra preparacion. En la
Figura 9 se puede observar al vector en la parte superior y en en la parte media
del gel nuestro fragmento liberado por la enzima EcoRIl que corresponden bien
con los pesos moleculares mencionadas anteriormente.




Secuencias

Para tener la seguridad de tener la secuencia de DNA de cada proteina se
llevaron a cabo reacciones de secuenciacion. Para asi acceder la secuencia a los
datos geneticos de la red mundial de genes y confirmar el nombre de la proteina.
Ademas de llevar una busqueda manual del oligo especifico superior e inferior
para garantizar que se obtuvo la secuencia especifica a partir de células derivadas
de un cementoblastoma de humano.
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Discusion

La tecnologia del DNA recombinante ha permitdo aislar secuencias de DNA
correspondientes a proteinas durante afos. Y en este estudio nos permitio aislar
proteinas que son expresadas por células derivadas por un cementoblastoma, y
que son reportadas como las responsables del proceso de mineralizacion del
cemento dental humano como BSP, OPN y ALP.

Los resultados de las secuencias de las proteinas obtenidas fueron ingresados al
banco genético de la red mundial de genes y al compararias con las existentes
resultaron ser similares a las proteinas expresadas por células de tejido 6seo que
intervienen en el proceso de mineralizacidn del mismo en un 99% de homologia,
los genes de BSP, OPN, ALP producen proteinas de semejante estructura y
funcion, incluyendo la regularizacién de mineralizacion y mediador de adhesion
celular, con lo cual esto nos garantiza que las secuencias de las proteinas no
colagenas aisladas se podran utilizar en posteriores estudios de investigacién en
cuanto se refiera a tratar de marcar la expresién de estas secuencias durante el
desarrollo del cemento radicular en un modelo in vitro.

Por otro lado, esto nos abre brechas a seguir estudiando mas a fondo y buscar
una proteina 6 marcador especifico de los cementoblastos, ya que hasta ahora la
proteina de adhesion de cemento carece de una secuencia de ADN reportada y a
nivel mundial se estan haciendo intentos por tratar de encontrar el gen que la
codifica. Pero la obtencion de las secuencias de OPN, BSP y ALP ha sido un gran
avance en la biologia celular y molecular del cemento a nivel nacional ya que se
ha logrado su aistamiento lo cual nos llevara a tratar de abarcar mas conocimiento
sobre como actuan estos genes en el origen de este tejido y en el proceso mas
importante como la cementogénesis. Asimismo, experimentar in vitro la expresion
de proteinas de las ce¢lulas cementoblasticas y poder llegar a manipular la
mineralizacion, para asi poder aportar en un futuro teorias que serian aplicadas
para nuevas tecnicas ¢ metodos revolucionarios para tratamientos relacionados
con este tejido y la regeneracion periodontal.
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Conclusion

En este trabajo logramos conocer y manejar las técnicas de biologia molecular y
aplicarlas en el campo de la Odontologia, lo cual nos permitio aislar y clonar por
primera vez las secuencias de ADN de las proteinas no colagenas expresadas en
un cultivo celular de cementoblastos derivados de un tumor de cemento humano.

La comparacion de las secuencias de ADN de estas proteinas en el banco
mundial de genes nos did la pauta para garantizar que las células aisladas a partir
del tumor son un modelo perfecto para estudiar la cementogénesis y la produccion
de proteinas especificas in vitro y que su caracteristica celular proveniente del
tumor no afecta la expresion general de la informacion genética, ya que la
homologia del mas del 90% con respecto a las reportadas en hueso, nos estimula
para llevar a cabo futuras investigaciones in vitro.
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