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RESUMEN

Este trabajo pretende contribuir al conocimiento de la proteina CEMP1, la relacidon que pueden
tener sus caracteristicas bioquimicas en el proceso de la biomineralizacion y mediante la
caracterizacion bioquimica generar las condiciones iniciales para su cristalizacion. Para lograr lo
anterior se requirié encontrar un sistema de expresidon que permitiera obtener rendimientos de
proteina aptos para los ensayos bioquimicos y estructurales, ademas de que se logré tener a la
proteina hrCEMP1 glicosilada, como esta la proteina nativa.

El interés de estudio de CEMP1 radica en que a la fecha se cuenta con informacién limitada sobre
el mecanismo de accién de esta proteina, ademds de que a nivel de secuencia de aminoacidos no
presenta homologia significativa con ninguna otra proteina en las bases de datos. Por lo tanto, su
caracterizacién bioquimica y estructural permitird generar nuevos planteamientos de cémo
conformaciones que no han sido descritas pueden contribuir a regular el proceso de la
biomineralizacion.

Para cumplir nuestros objetivos se disefio un sistema de expresion de proteinas recombinantes a
partir de la levadura Pichia pastoris y del plasmido pPICZA-CEMP1. El resultado de la
recombinacién del pldsmido con el genoma de la levadura y la posterior traduccién produce una
proteina de fusién formada por CEMP1 y dos banderas (myc-tag y 6x-His) unidas al carboxilo
terminal. La purificacién de la proteina se hizo mediante una cromatografia de afinidad a
carbohidratos (concanavalina A) y la identidad de la proteina recombinante se confirmé mediante
Western blot utilizando anticuerpos especificos contra la bandera 6xHis y contra CEMP1. La masa
molecular de hrCEMP1 determinada mediante espectrometria de masas (MALDI-tof) fue de
28,770 Da.

Mediante una tincién especifica para proteinas glicosiladas se determind la presencia de
carbohidratos en hrCEMP1, lo que se confirmé por la diferencia en el peso molecular tedrico con
el resultado de la espectrometria de masas, indicando que hrCEMP1 incrementa un 2.45% en su
peso molecular por adiccion de carbohidratos.

Las pruebas de actividad bioldgica utilizando el sistema de contradifusion en gel de silicato
demostraron que hrCEMP1 tiene la capacidad de nucleacidn y regular el crecimiento y direccion
de cristales de fosfato octacalcio. Ademas se demostrd por primera vez que la proteina presenta
actividad de lectina y que reconoce de manera especifica y con alta afinidad al carbohidrato

manopiranosido.



El contenido de estructura secundaria se determind mediante dicroismo circular, este analisis
demostré que hrCEMP1 presenta 28.6% de estructura hélice alfa, 9.9% de laminas beta y 62.5% de
estructura aleatoria. La generacion de un modelo tridimensional tedrico y la prediccién in silico de
la posibilidad de cristalizacién de hrCEMP1 indican que la proteina estda mayormente
desorganizada y que el contenido de estructura secundaria predicho corresponde con los
resultados del andlisis por dicroismo circular.

Los ensayos de dispersidon dindmica de luz revelaron que la forma monodispersa de hrCEMP1
(17.3nm) se presenta cuando la proteina esta unida al carbohidrato manopiranosido, cuando
dicho carbohidrato es separado de la proteina mediante exclusion molecular, hrCEMP1 se agrega
en dos especies de mayor peso molecular (136.1 nmy 748.7nm).

Estudios de estabilidad y solubilidad de proteinas realizados con la técnica de Thermo fluor nos
indican que hrCEMP1 aumenta su estabilidad cuando estd en presencia de aminodcidos y péptidos
principalmente de carga negativa y en pH acidos favorecidos por fosfato y acetato de sodio.
Tomando en cuenta todos éstos resultados se han realizado pruebas de formacion de cristales de
proteina empleando diversos sistemas de cristalizacion.

Por estos resultados, podemos concluir que la informacién generada con estd caracterizacion
bioguimica — estructural sienta un precedente que puede contribuir a la cristalizacion,

caracterizacidn tridimensional y entendimiento las funciones biolégicas de CEMP1.



ABSTRACT

This work aims to contribute to the knowledge of cementum protein 1 (CEMP1) and the
relationship between its three-dimensional conformation and structure during the
biomineralization process. Nowadays there is limited information about the mechanism of action
of CEMP1 and the amino acid sequence has no significant homology with any other proteins in the
databases. Thus, the structural characterization of CEMP1 could generate new knowledge about
how this novel protein can help to regulate the biomineralization process.

In this work we performed a biochemical characterization with the purpose to optimize the
crystallization conditions of the protein. To meet our objectives, an eukaryotic expression system
was design from the yeast Pichia pastoris and pPICZA-CEMP1 plasmid. Protein purification was
performed by carbohydrate affinity chromatography (concanavalin A) and the identity of the
recombinant protein was performed by Western blot analysis using specific antibodies against
CEMP1 and 6xHis flag. CEMP1 molecular mass was determined by mass spectrometry (MALDI-
TOF). By specific staining for glycosylated proteins the presence of carbohydrates hrCEMP1 was
determined, which was confirmed by the difference in the theoretical molecular weight to the
result of the mass spectrometry and affinity to concanavalin A. Biological activity tests of CEMP1
were performed using the counter-diffusion silicate gel system. The results revealed that CEMP1
nucleates and regulates the growth of octacalcium phosphate crystals. Additionally, it was
demonstrated for the first time that CEMP1 has a lectin-like activity and specifically recognizes
mannopyranoside carbohydrate. The content of secondary structure was determined by circular
dichroism. This analysis showed that CEMP1 presents a structure of alpha-helix 28.6%, beta-sheet
9.9% and random coil 62.5%. Generating a three-dimensional theoretical model and in silico
prediction of protein crystallization propensity of CEMP1, the results indicate that CEMP1 is
predominantly disorganized and the content of the predicted secondary structure, corresponds
well with the results of circular dichroism analyzes. Dynamic light scattering analysis showed that
monodisperse form of hrCEMP1 occurs when the protein is bound to mannopyranoside, however,
when the carbohydrate is removed from the protein, this is aggregate in two higher molecular
weight species. Stability and solubility studies of the protein using the technique of Thermo fluor
indicate that CEMP1 increases its stability when amino acids and peptides mainly negatively
charged are present. From our results we can conclude that the information generated by this

biochemical and structural characterization rise a precedent that could contribute to the protein



crystallization, three-dimensional characterization and understanding the biological functions of

CEMP1.



INTRODUCCION

El periodonto forma la estructura de soporte del diente, estad constituido por dos tejidos blandos
(encia y ligamento periodontal) y dos tejidos mineralizados (cemento radicular y hueso alveolar).
Cada uno de los componentes del periodonto tiene una composicién bioquimica y arquitectura
distinta, sin embargo, funcionan como una unidad integral. La principal funcién del periodonto es
anclar al diente y protegerlo de las fuerzas masticatorias debido a que sufre presion mecdnica, asi
como también estrés bacteriano constante.™?

La integridad estructural, el equilibrio en la flora microbiana bucal y el contacto fisiolégico de los
tejidos blandos y tejidos mineralizados controlan la homeostasis del periodonto.>* Cuando se
presenta una pérdida del equilibrio en estas condiciones se desarrolla la enfermedad
periodontal.™™

La enfermedad periodontal es una infeccién inflamatoria crénica que afecta a las estructuras de
soporte del diente, dicha enfermedad es diagnosticada de forma cotidiana por la valoracién de
diversos parametros entre los que se incluyen la perdida de insercidn de las fibras del ligamento
periodontal al cemento radicular, la inflamacién y sangrado gingival y la acumulacién de pelicula
dentobacteriana. En la practica clinica es evidente que estas variables contribuyen a una
disminucién en la insercion de las fibras del ligamento periodontal, la destrucciéon del hueso
alveolar y cemento radicular, lo que conlleva a la movilidad y pérdida del 6rgano dentario. >~

La terapia periodontal tiene como principal objetivo la regeneracion del aparato de sostén del

’ La formacién de los

diente (cemento radicular, ligamento periodontal, encia y hueso alveolar).”
tejidos perdidos y la regeneracion de la unién dentogingival requieren la accién concertada de
distintos tipos celulares en el sitio de la lesion. Estos tipos celulares incluyen cementoblastos,
fibroblastos, osteoblastos y células del epitelio sulcular y de unién.”

A la fecha, el mecanismo molecular de la regeneracién periodontal no es claro, sin embargo, se
tienen reportes que indican que el ligamento periodontal es esencial en la osteogénesis y
cementogénesis y que células mesenquimales indiferenciadas son inducidas a diferenciarse en
osteoblastos o cementoblastos por estimulacién, debido al dafio periodontal.® Otro tejido de suma
importancia en la regeneracion periodontal es el cemento radicular, este tejido tiene una funcidn
fundamental en la insercion de las fibras coldgenas del ligamento periodontal que permiten la

unién de la raiz del diente al hueso y ha demostrado tener proteinas que participan en procesos

de proliferacién celular.’



El cemento radicular, es un tejido mineralizado especializado y que es formado por
cementoblastos y se localiza en la superficie radicular de los dientes.” ° Este tejido mineralizado
tiene caracteristicas similares al hueso en cuanto a su composicidn orgdnica e inorgdnica sin
embargo, el cemento radicular posee caracteristicas Unicas, ya que no presenta aporte sanguineo
directo, inervacion, ni drenaje linfatico y recientemente se han identificado dos proteinas

% 4348 y |a proteina del

especificas de este tejido, la proteina de adhesion del cemento (CAP)
cemento 1 (CEMP1).>**

CEMP1 es una proteina de 247 aminodacidos con un peso molecular tedrico de su secuencia de
aminoacidos de 25.9 kDa, la cual inicialmente fue aislada a partir de una biblioteca derivada de
cementoblastos putativos (células derivadas del cultivo de un cementoblastoma humano)
cultivados in vitro. Su expresiéon tanto a nivel de ARNm, como de proteina, se limita a
cementoblastos, cementocitos, a subpoblaciones de células derivadas del ligamento periodontal
con una localizacidn paravascular y en los espacios endosteales del hueso alveolar cercanos al
ligamento periodontal.” A la fecha, los anilisis in silico no han demostrado que esta proteina
tenga homologia significativa en su secuencia de aminoacidos con ninguna otra proteina en las
bases de datos.

La proteina CEMP1 expresada de forma recombinante en fibroblastos gingivales humanos ha sido
caracterizada parcialmente a la fecha.>® Dicha caracterizacién indica que la proteina presenta
fosforilaciones y glicosilaciones que contribuyen en 48% al peso total de la proteina nativa (11 kDa
por contribucion de N-glicosilaciones y 13 kDa por contribucion de fosforilaciones), la cual muestra
una movilidad relativa (Mr) de aproximadamente 50,000 Da.*>**

No se ha detectado la expresién del ARNm ni de la proteina en otros tejidos humanos como
cerebro, corazén, pulmén, higado y aorta, por lo que constituye a la fecha como el Unico
marcador biolégico para el cemento radicular, cementoblastos y los progenitores putativos en el

%1 3% 3% También se demostré que la transfeccion con el gen de CEMP1 y la

ligamento periodonta
sobreexpresion de ésta proteina en células con un fenotipo no mineralizante (fibroblastos
gingivales humanos adultos) dio como resultado la diferenciacion de dichas células hacia un
fenotipo mineralizante.>

Mediante experimentos realizados con células en cultivo, se demostré que CEMP1 participa en el
depdsito y composicion de cristales de hidroxiapatita asi como en la regulacién de la expresion de
proteinas relacionadas con el proceso de biomineralizacién como fosfatasa alcalina (ALP),

22,49

osteopontina (OPN) y sialoproteina ésea (BSP) en cementoblastos putativos in vitro, por lo que



es probable que juegue un papel fundamental en la regulacion local de la diferenciacién de los
cementoblastos y en la mineralizacidn de la matriz extracelular del cemento.

Otro estudio demostrd que células derivadas del foliculo dental tratadas con extracto derivado de
proteinas de matriz de esmalte se diferenciaron a un fenotipo cementobldstico expresando
CEMP1 y CAP, activandose la fosforilacion de Smad-1 y activando la via de MAPK para la
proliferacion y diferenciacion celular.”® Aunque a la fecha no se conocen las vias de sefializacion
intracelular involucradas en la diferenciacién de los cementoblastos y la mineralizacién, mediante
evidencia experimental se ha dilucidado que CEMP1 induce la fosforilacién y translocaciéon al
nucleo de dos proteinas cinasas (JNK y p38) encargadas de vias de sefializacidn intracelular
relacionadas con la proliferacién y diferenciacién.”

Por otra parte, CEMP1 estimula la proliferacién de células del ligamento periodontal en cultivos
tridimensionales e induce la formacidn de estructuras semejantes a tejidos mineralizados como
hueso y/o cemento radicular y material similar a cartilago®. La adicién de la proteina a cultivos
tridimensionales de células de ligamento periodontal incrementa la actividad especifica de la
fosfatasa alcalina (marcador temprano del proceso de biomineralizacidn) e induce la expresion a
nivel de ARNm y proteina de marcadores osteogénicos (sialoproteina dsea), cementogénicos
(CEMP1 y CAP) y condrogénicos (colagena ll, agrecano, colagena X y del factor de transcripcion
Sox9).*

Finalmente el uso terapéutico de CEMP1 ha sido probado en la regeneracién de defectos de
tamanfio critico en ratas wistar. Al incluir a CEMP1 en una matriz de gelatina y ser colocada en
defectos de 9mm en calvarias de ratas, mediante cortes histoldgicos e imagenes de
microtomografia se observé que después de 16 semanas CEMP1 es capaz de regenerar 97% del

defecto éseo.”

Estos resultados abren la posibilidad de que CEMP1 tenga el potencial de ser utilizada en la
ingenieria de tejidos para lograr la reconstruccidn de los estructuras periodontales y/o cartilago. Es
por este motivo, que la informacidon generada a partir de la caracterizacidn bioquimica y
estructural adquiere relevancia, pues proporcionara nuevos elementos que ayudaran a

comprender como CEMP1 lleva a cabo sus funciones bioldgicas.



MARCO TEORICO

Periodonto

El periodonto es el conjunto de tejidos dinamicos que cuyas principales funciones son el
proporcionar soporte a los drganos dentales dentro de su alveolo, distribuir las fuerzas de la
masticacion, ayudar a la fonacidn, proveer un reservorio de células para la homeostasis y la
regeneracion o reparacion del tejido, asi como proteger a la raiz dental®. Esta constituido por 4
tejidos; dos tejidos blandos: encia y ligamento periodontal y dos tejidos mineralizados: hueso
alveolar y cemento radicular. En un individuo sano, éstos tejidos se desarrollan y funcionan como
una unidad. Sin embargo, si alguno de estos cuatro tejidos presenta una alteracion patolégica sin
tratamiento, la repercusion en los demas genera inestabilidad pudiendo llegar hasta la pérdida de

los 6rganos dentales. *3

Esmalte

Dentina
Encia

Pulpa

Cemento
Radicular

Ligamento
Periodontal

Hueso
Alveolar

Foramen

Apical

Figura 1. Representacidn de los tejidos periodontales.



Encia

En este tejido los elementos celulares mas abundantes son los fibroblastos y esta constituida por
epitelio gingival y tejido conectivo. Forma parte de la mucosa oral recubriendo los procesos
alveolares de la mandibula, la maxila y rodea los cuellos de los dientes. El tejido conectivo de la
encia es muy similar al de la piel, compuesto principalmente de fibras colagenas, proteoglucanos,
fibronectina, osteonectina, tenascina y elastina en proporciones variables, dependiendo de su
localizacién. Su funcién principal es de proteccidn para las estructuras profundas. La encia se

encuentra firmemente adherida al hueso alveolar. *°

Ligamento periodontal

Es un tejido conectivo especializado con un recambio metabdlico muy alto, que se localiza en el
espacio entre el cemento radicular y el hueso alveolar. Sus principales funciones son: dar soporte
al 6rgano dental manteniéndolo en su alveolo, soportar las fuerzas masticatorias y actia como
receptor sensorial, necesario para el posicionamiento oclusal.?> Estructuralmente, los elementos
mas abundantes son las fibras periodontales las cuales estdan formadas de coldgena tipo | y lll, que
son producidas por los fibroblastos. Las fibras de colagena que se insertan en uno de sus extremos
al cemento radicular y por el otro extremo al hueso alveolar, son llamadas fibras de Sharpey. Los
elementos celulares de este tejido son los fibroblastos, cementoblastos, osteoblastos vy
osteoclastos.” > Dentro de la poblacién celular, la fibroblastica es la predominante y son éstos los
gue se encargan de sintetizar y remodelar la matriz extracelular del ligamento periodontal. Se ha
demostrado que existen diferentes subpoblaciones o subtipos de fibroblastos, dentro de éstos, los
que presentan el fenotipo mineralizante y enriquecidos en fosfatasa alcalina. Estos ultimos tienen
la capacidad de diferenciarse a osteoblastos o cementoblastos y son responsables de la
produccién de cemento radicular acelular con fibras extrinsecas; también se encargan del

mantenimiento del espacio del ligamento periodontal.>®”’

Hueso alveolar

Los procesos maxilares de los humanos se pueden subdividir en dos: a) el proceso alveolar que
aloja las raices de los érganos dentarios erupcionados y b) el cuerpo basal no involucrado en esta
funcién. El proceso alveolar consiste del alvéolo que forma la pared de las criptas, la cortical
interna, externa y el hueso esponjoso entre ambas corticales. Como los procesos alveolares se

desarrollan y sufren remodelacidon de acuerdo a la formacidn y erupcién dental, son estructuras
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Oseas dependientes de los drganos dentarios y la forma, localizacidon y funcion de los dientes
determina la morfologia de los procesos alveolares.? Como en el resto de los tejidos periodontales,
dentro del componente organico predominan las coldgenas tipo |, lll y contiene ademas proteinas
no coldgenas asociadas al proceso de biomineralizacion como son: osteocalcina, sialoproteina
dsea, osteopontina, osteonectina y proteinas morfogenéticas de hueso (BMP’s).2

El hueso alveolar presenta una fase mineral que representa el 50% de la composicién total del
tejido, ésta se encuentra constituida principalmente por calcio y fosfato en forma de cristales de

hidroxiapatita (Ca;o(PO4)s(OH),).”

Cemento radicular

Es un tejido conectivo especializado, mineralizado, que cubre la superficie radicular de los érganos
dentarios desde la unién cemento-esmalte, que regularmente se encuentra en el cuello del diente
en la unién de la corona y la raiz dental hasta el dpice, que es la parte mas distal de la raiz dental.
El cemento radicular es un componente de suma importancia en el aparato de insercidon del
diente, debido a que es el sitio donde las fibras del ligamento periodontal provenientes del hueso
alveolar se insertan. Histolégicamente este tejido es muy parecido al hueso y la dentina, sin
embargo, cuenta con caracteristicas Unicas que lo hacen diferente como son: la ausencia de
vascularizacion directa, carece de inervacidon y drenaje linfatico, tiene un bajo recambio
metabdlico y no sufre procesos de remodelacién, sino que tiene un proceso de aposicion

constante durante toda la vida.>**°

Cementogénesis

Durante la formacién de la raiz, el mesénquima apical continda proliferando para formar el
periodonto, mientras el epitelio interno y externo se fusionan a nivel cervical formando una vaina
epitelial llamada vaina epitelial de Hertwig (HERS)'. Las células de la vaina proliferan y migran
hacia la zona apical, donde se dividen en la papila y el foliculo dental. Las células de HERS migran
de la raiz a la regidn del futuro ligamento periodontal donde se re-asocian para formar los restos
epiteliales de Malassez que persisten en los adultos en una posicién cercana a la superficie
radicular. Una vez que se ha perdido la continuidad de las células de HERS, las células foliculares
ecto-mesenquimatosas comienzan a depositar el cemento radicular sobre la dentina recién
depositada y/o sobre la matriz secretada por las células de HERS. La region apical de la raiz en

desarrollo contiene células ectomesenquimatosas progenitoras de fibroblastos, pre-odontoblastos

11
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y pre-cementoblastos. En los dltimos afios se ha postulado que la funcién de las células de

HERS es producir una membrana basal con proteinas quimiotacticas que dirigen la migracion de

1315 Dentro de las

células pre-cementobldsticas e inducen su diferenciacién a cementoblastos.
moléculas presentes hay proteinas de matriz extracelular, factores de crecimiento, proteinas de
esmalte y moléculas de adhesién como la proteina de adhesién del cemento (CAP). Una vez que el
drgano dental ocluye con su antagonista, la proliferacién de células de HERS disminuye y algunas
células quedan atrapadas en la matriz mineralizada. También se piensa que, las células de HERS
sufren una transformacién ecto-mesenquimatosa para convertirse en cementoblastos funcionales.
Se ha propuesto que existen diferentes tipos de cementoblastos: los originados de la vaina
epitelial de Hertwig via transformacion epitelio-mesénquima y los derivados del foliculo dental

13-17

que forman el cemento celular. También se ha reportado que las células progenitoras del

ligamento periodontal adoptan una localizacidon paravascular en el ligamento periodontal, estds

células exhiben algunas caracteristicas de células troncales y pueden regenerar tejido funcional®**

21

Composicion orgdanica e inorgdnica del cemento radicular.

El cemento radicular estd constituido aproximadamente por un 50% de contenido inorganico,
formado principalmente por cristales de hidroxiapatita y un 50 % de contenido orgdnico, de éste,
el componente predominante es la colagena tipo | (90%), la colagena tipo Ill (5%) y en menor
proporcién colagena tipo Xll, trazas de colagena V y VI en localizacidn peri-celular y tipo XIV
asociada a las fibras de Sharpey.” * 2

Se han localizado e identificado proteoglicanos (versicano, decorina, biglicano, fiboromodulina y
lumicano) que se asocian principalmente a la membrana celular de cementoblastos y
cementocitos. Las proteinas no coldgenas del cemento radicular en su mayoria también estan
presentes en el hueso incluyendo a la sialoproteina ésea (BSP), proteina de matriz dentinaria-1
(DMP-1), fibronectina, osteocalcina, osteonectina y osteopontina,4 ademas de diversos factores
de crecimiento como el factor de crecimiento tipo insulinico.’ A la fecha, solo se han reportado
dos proteinas especificas del cemento radicular, la proteina del cemento 1 (CEMP1) y la proteina

de adhesién del cemento radicular (CAP).?*%
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Participacion de proteinas colagenas y no colagenas en el proceso de biomineralizacion del
cemento radicular.

Como se menciond anteriormente la colagena tipo |, es la proteina mas abundante de la matriz
organica del cemento radicular, representa el 90% del total de las proteinas en el cemento. La
formacidn de cristales mineralizados se presenta inicialmente en los espacios de las fibras de
coldgena.” Las fibras de coldgena proporcionan una estructura que funciona como andamio sobre
el que se relacionan otras proteinas, las cuales cumplen diversas funciones. Algunas de ellas
actian como proteinas que favorecen la nucleacién de cristales de fosfatos de calcio; que
constituye el proceso por medio del cual, un nimero de moléculas se van agregando o
depositando hasta formar nicleos de crecimiento mineral, a éstos nucleos se siguen agregando
mas moléculas hasta formar una nueva fase mineralizada. La nucleacion puede ser homogénea si
ocurre sin la participaciéon de elementos externos, sélo con la saturacién local de minerales que
formaran la fase cristalina, o heterogénea si existe la participacién de elementos externos como
son las macromoléculas.”® La nucleacion en el proceso de biomineralizacion del cemento radicular

es una nucleacidn heterogénea.

Fosfatasa alcalina (ALP)

Estd es una proteina glicosilada con actividad enzimdatica localizada en la porcidon externa de la
membrana citoplasmatica® y también se encuentra en las vesiculas de matriz, que son organelos
producidos por las células mineralizantes y estan localizadas en la matriz extracelular. Dichas
vesiculas contribuyen a la mineralizacion de la matriz extracelular formando fosfatos de calcio
amorfos y cristales de hidroxiapatita.®® La fosfatasa alcalina es responsable de regular las
concentraciones extracelulares de fosfatos, desfosforilando diversas moléculas. La actividad de
ésta molécula se incrementa cuando inicia el proceso de mineralizacién de la matriz extracelular,
por lo que es un marcador temprano de la biomineralizacién.® Su actividad se ha localizado en
placas de crecimiento de cartilago, en células endosteales, células de medula dsea, osteoblastos y
cementoblastos. En hueso se ha identificado en el frente de mineralizacion®, y su participacién en
la biomineralizacidon aunque no es completamente comprendida es muy significativa. En casos de
hipofosfatasia, enfermedad metabdlica caracterizada por una disminucién en la actividad de ALP
no-tejido-especifica, la formacion de cemento es deficiente o nula con la subsecuente exfoliacidn
dental, por lo que se le atribuye un papel importante en la regulacion de los niveles de

1, 33-35

pirofosfato. Su actividad también ha sido detectada en el ligamento periodontal, con una
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distribucion heterogénea en sitios adyacentes al hueso y cemento radicular (zonas de

cementogénesis).*®

Sialoproteina 6sea (BSP)

Constituye hasta el 15% del total de proteinas no colagenas del hueso y cemento radicular. Tiene
un peso molecular tedrico de 33.6 kDa, aunque al separarla por medio de electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE), la proteina puede ser identificada como una
proteina con una movilidad relativa de aproximadamente 80 kDa, esto por el alto contenido de
modificaciones postraduccionales, las cuales son principalmente glicosilaciones y estar altamente
fosforilada.’” Se piensa que el contenido de &cido glutdmico presente en ésta proteina tiene
relacidn con su capacidad de unidn a la hidroxiapatita asi como en la nucleacidn de los cristales de
dicho mineral. También posee una secuencia RGD (Arg-Gly-Asp) involucrada en la adhesién celular
por medio de integrinas. Se le ha inmunolocalizado en hueso, dentina y cemento radicular
asociandose a zonas con nueva formacién de hueso, asi como en algunos carcinomas que hacen
metastasis hacia hueso (mama, prostata, pulmdn vy tiroides). El papel mas destacado que se le
atribuye es como nucleador de los cristales de hidroxiapatita, por lo que desempeiia un papel
importante en las etapas iniciales de la mineralizacién y se le considera como un marcador de

diferenciacion de osteoblastos y cementoblastos.' **

Su participacion en la cementogénesis se ha
sugerido como el de una molécula promotora de la formaciéon de mineral sobre la superficie

radicular asi como en la adhesion celular por su motivo RGD y su interaccién con las integrinas.'

Osteocalcina (OCN)

También se le conoce como proteina Gla de hueso. Esta es una proteina de sélo 100 aminoacidos y
tiene un peso molecular aproximado de 10.9 kDa. Fue la primera proteina derivada de hueso que
fue caracterizada. Contiene tres residuos de acido glutdmico que estan y -carboxilados, los que se
asocian con sus propiedades de unién a calcio y cristales de hidroxiapatita. La producen los
osteoblastos y los osteoclastos completamente diferenciados y es secretada a la matriz en el
frente de mineralizacion.”® Se ha inmunolocalizado en hueso alveolar, cemento radicular y
dentina. La funcidon que desempefia es la de modular el crecimiento, tamafio y forma de los
cristales de hidroxiapatita, también participa en el reclutamiento de osteoclastos y en la

. s 1
remodelacion 6sea. 3%
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Osteopontina (OPN)

También llamada sialoproteina dsea | (BSPI) o fosfoproteina secretada 1 (SPP1), es una
fosfoproteina glicosilada con un peso molecular tedrico de 35.4 kDa con un alto contenido de
acido aspartico, puede estar altamente fosforilada en los residuos de serina y treonina. Contiene
sitios putativos de union a calcio, lo que explica su afinidad a los cristales de hidroxiapatita.
También presenta un dominio de adhesion celular RGD para interactuar con las integrinas avp 3,
avB 1y avp 5. La osteopontina se une ademas a coldgena, fibronectina y osteocalcina. En el hueso
se localiza en el frente de mineralizacion. Aunque se considera un componente fundamental del
hueso, también se localiza en sitios no mineralizados como rifdn, células de musculo liso arterial y
en la superficie luminal de células epiteliales en tejidos ductales. También se encuentra en la
mayoria de las secreciones corporales como orina, leche, saliva y bilis. En los tejidos mineralizados
se han determinado al menos tres funciones para ésta proteina: 1) regulacién de la adhesién
celular, 2) regulacién de la actividad osteoclastica y 3) regulacidn de la mineralizacion de la matriz

1047 Datos

extracelular. Se considera que juega un papel importante en la resorciéon dsea.
recientes sugieren que su papel en el proceso de biomineralizaciéon estd asociado a la inhibicion
(regulacion) del crecimiento de los cristales de hidroxiapatita, integrinas y factores de
crecimiento.! Durante el proceso de biomineralizacién es necesario que las células interaccionen
con su sustrato por medio de integrinas, que son proteinas que actlan como receptores de
membrana formando heterodimeros consistentes en una cadena a y una B ; al ser proteinas
transmembranales poseen una porcion citoplasmatica unida al citoesqueleto. Estds proteinas
favorecen la organizacion del citoesqueleto ademds de activar diversos procesos celulares, como
la proliferacion y diferenciacidon. Estd interaccién célula-sustrato propicia la expresion de
numerosas moléculas por parte de las mismas células como el factor de crecimiento fibroblastico
(FGF), factor de crecimiento transformante B (TGFB), factor de crecimiento tipo insulinico (IGF-ly |
1), proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)
y factor de crecimiento y diferenciacion 5 (GDF-5), entre otros, que estimulan la proliferacion y

. . .y 2
diferenciacion celular.*

Proteina de adhesion del cemento (CAP)
El gen de la proteina CAP se localiza en el cromosoma 10 p13-14, se considera un splicing
alternativo (isoforma 2) del gen PTPLA (Protein-tyrosine phosphatase-like member A). Dicha

proteina se expresa mayoritariamente en el desarrollo y etapas posnatales de musculo cardiaco y
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en menor medida en musculo esquelético. La proteina CAP esta formada por 140 aminodcidos y
un tiene un peso molecular tedrico de 14.9 kDa, su punto isoeléctrico es de 7.78 y carece de
péptido sefial. Es una proteina con una movilidad relativa de 54 - 57 kDa que se ha aislado,
caracterizado y purificado a partir de extractos de cemento maduro bovino y humano, mediante el
empleo de un anticuerpo monoclonal anti-CAP bovina (3G9). Se ha inmunolocalizado en la matriz
del cemento radicular, en espacios endosteales del hueso alveolar y en zonas paravasculares del
ligamento periodontal.” *°

Se demostrd que promueve la migracién celular con mayor afinidad para las células del ligamento
periodontal y del hueso alveolar que para fibroblastos gingivales hacia la superficie radicular,
promueve la adhesidén celular mediada por las integrinas avBl,” incrementa la actividad
especifica de la fosfatasa alcalina y promueve la condrogénesis y mineralizacion en células
mesenquimatosas; es decir, induce la diferenciacién celular.® También se ha demostrado que
fibroblastos tratados con BMP-2 expresan CAP y ALP, por lo que BMP-2 puede reclutar
progenitores e inducir la diferenciacion celular por medio de la expresién de moléculas especificas

de cemento radicular.®® *

Las vias de sefalizacién intracelular involucradas que se han
identificado y se propone que participan en la proliferacion y diferenciacién celular son la via de

Smad-1 (via candnica de sefializacién de BMP) y MAPK.*

Proteina del cemento 1 (CEMP1)

Es una proteina de 247 aminoacidos con un peso molecular tedrico de 25.9 kDa, la cual
inicialmente fue aislada a partir de una biblioteca derivada de cementoblastos putativos (células
derivadas del cultivo de un cementoblastoma humano) cultivados in vitro. Su expresién tanto a
nivel de ARNm, como de proteina, se limita a cementoblastos, cementocitos, a subpoblaciones de
células derivadas del ligamento periodontal con una localizacién paravascular y en los espacios
endosteales del hueso alveolar cercanos al ligamento periodontal. El gen de CEMP1 se localiza en
el cromosoma 16 region p13.3. El gen estd formado por 1374 nucleétidos que contiene un marco
de lectura abierto de 741 nucleétidos. A la fecha, los analisis in silico no han demostrado que esta
proteina tenga homologia significativa en su secuencia de aminodcidos con ninguna otra proteina

1
en las bases de datos.”
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MGTSSTDSQQ AGHRRCSTSN TSAENLTCLS LPGSPGKTAP LPGPAQAGAG QPLPKGCAAV
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KVKTITPDVG LHQSLTSDPT VAVLRAKRAP EAHPPRSCSG SLTARVCHMG VCQGQGDTED

247
GRMTLMG

Secuencia de aminoacidos de CEMP1 (http://www.uniprot.org/uniprot/Q6PRD7)

La proteina CEMP1 expresada de forma recombinante en fibroblastos gingivales humanos ha sido
caracterizada parcialmente a la fecha. El analisis por dicroismo circular realizado a dicha proteina
recombinante mostré que la estructura secundaria es principalmente de hojas B (32.4% B-anti
paralela, 16.7% giros-B y 5.8% B-paralela), 10% de a-hélice y 35% de conformacién aleatoria.>

La presencia de fosforilaciones y glicosilaciones se han detectado en CEMP1 utilizando anticuerpos
anti-fosfoserina y anti-fosfotreonina, ademas la identificacion de la N-glicosilaciéon de la proteina
se llevd a cabo mediante corte enzimatico (PNGasa) y cambio en la movilidad relativa en geles de
electroforesis SDS-PAGE, y aunque analisis in silico predicen sitios para O-glicosilaciones, ensayos
experimentales demuestran que CEMP1 no presenta estds modificaciones.®>  Mediante
comparaciones con el peso molecular teérico de CEMP1 basado en la secuencia de aminodcidos,
se ha logrado deducir que las modificaciones pos-traduccionales contribuyen en 48% al peso total
de la proteina nativa (11 kDa por contribucion de N-glicosilaciones y 13 kDa por contribucion de
fosforilaciones), la cual muestra una movilidad relativa (Mr) de aproximadamente 50,000 Da.>***
No se ha detectado la expresién del ARNm ni de la proteina en otros tejidos humanos como
cerebro, corazén, pulmén, higado y aorta, por lo que constituye a la fecha como el uUnico
marcador biolédgico para el cemento radicular, cementoblastos y los progenitores putativos en el
ligamento periodontal.> **>* También se demostré que la transfeccién con el gen de CEMP1 vy la
sobreexpresion de ésta proteina en células con un fenotipo no mineralizante (fibroblastos
gingivales humanos adultos) dio como resultado la diferenciacion de dichas células hacia un
fenotipo mineralizante.>

Mediante experimentos realizados con células en cultivo, se demostré que CEMP1 participa en el

depdsito y composicion de cristales de hidroxiapatita asi como en la regulacién de la expresidon de
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las proteinas ALP, OPN y BSP en cementoblastos putativos in vitro,”> *

por lo que es probable que
juegue un papel fundamental en la regulacion local de la diferenciacién de los cementoblastos y
en la mineralizacion de la matriz extracelular del cemento. Recientemente se utilizé como
marcador de cementoblastos derivados de las superficies radiculares de humano y ademas se
confirmd su expresibn en cemento, cementoblastos y células derivadas del ligamento
periodontal.*®

Otro estudio demostré que células derivadas del foliculo dental tratadas con extracto derivado de
proteinas de matriz de esmalte se diferenciaron a un fenotipo cementobldstico expresando
CEMP1 y CAP, activandose la fosforilacion de Smad-1 y activando la via de MAPK para la
proliferacién y diferenciacién celular.” Aunque a la fecha no se conocen las vias de sefializacién
intracelular involucradas en la diferenciacién de los cementoblastos y la mineralizaciéon, mediante
evidencia experimental se ha dilucidado que CEMP1 induce la fosforilacién y translocacion al
nucleo de dos proteinas cinasas (JNK y p38) encargadas de vias de sefializacidn intracelular
relacionadas con la proliferacién y diferenciacién.”

Por otra parte, CEMP1 estimula la proliferacién de células del ligamento periodontal en cultivos
tridimensionales e induce la formacién de estructuras semejantes a tejidos mineralizados como
hueso y/o cemento radicular y material similar a cartilago.”® La adicion de la proteina a cultivos
tridimensionales de células de ligamento periodontal incrementa la actividad especifica de la
fosfatasa alcalina (marcador temprano del proceso de biomineralizacién) e induce la expresion a
nivel de ARNm y proteina de marcadores osteogénicos (sialoproteina dsea), cementogénicos
(CEMP1 y CAP) y condrogénicos (colagena Il, agrecano, colagena X y del factor de transcripcion
Sox9).*®

Finalmente el uso terapéutico de CEMP1 ha sido probado en la regeneracién de defectos de
tamanfio critico en ratas wistar. Al incluir a CEMP1 en una matriz de gelatina y ser colocada en
defectos de 9mm en calvarias de ratas, mediante cortes histoldgicos e imagenes de
microtomografia se observé que después de 16 semanas CEMP1 es capaz de regenerar 97% del
defecto 6seo.”® Estos resultados abren la posibilidad de que CEMP1 tenga el potencial de ser

utilizada en la ingenieria de tejidos y para la reconstruccion de los tejidos periodontales y/o

cartilago.
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Estudio de proteinas asociadas al proceso de biomineralizacién

La funcién de biomoléculas de matriz de los tejidos mineralizados en vertebrados y no
vertebrados, generalmente han sido demostradas como se describe:

1) Las moléculas que se cree pueden influenciar el proceso de biomineralizaciéon son,
primeramente aisladas del tejido mineralizado, purificadas, clonadas y expresadas en formas
recombinantes para su estudio. Por otra parte, se analiza su distribucion espacial y temporal en el
tejido mineralizado, asi como su ausencia o presencia en ciertas patologias relacionadas con los
tejidos mineralizados y su ausencia en tejidos no mineralizados, ademds su inmunolocalizacién e
hibridacidn in situ pueden sugerir su papel en la formacién mineral.

2) La biomolécula bajo estudio puede ser asociada al proceso de biomineralizaciéon in vivo,
mediante estudios en tejidos genéticamente modificados o en organismos enfermos donde la
expresion o ausencia de la biomolécula de interés estd alterada, inhibida o amplificada

3) Estudios de mineralizacién in vitro pueden ser usados para generar informaciéon sobre el
mecanismo de accidn de la biomolécula en cuestidn y asi dilucidar la funcién que tiene in vivo.

4) Ya que se cuente con evidencia del papel de la proteina en el proceso de biomineralizacidn, la
caracterizacion bioquimica y estructural permitird generar conocimiento de cémo Ia
macromolécula lleva a cabo las funciones que han sido descritas y poder generar en un futuro
alternativas terapéuticas predecibles y controladas que estén encaminadas a la regeneracién de
los tejidos éseos.

La elucidacidn de las caracteristicas estructurales a nivel tridimensional de las macromoléculas
bioldgicas ha dado una importante contribucién a nuestro actual entendimiento de muchos
mecanismos basicos involucrados en los procesos bioldgicos. Este enorme impacto resulta de la
capacidad de la cristalografia de rayos X de proporcionar detalles estructurales precisos a una
resolucidon atémica, que son un prerrequisito para tener una percepcion mas profunda de la
forma en la cual las proteinas interactian con otras, con otros complejos o moléculas y la forma
tridimensional que adoptan para formar nano-maquinarias capaces de realizar funciones
bioldgicas especializadas.®® ®*

La determinacion de la estructura 3D de una proteina por medio de cristalografia involucra
esencialmente seis pasos: 1) Purificacion a partir de la fuente nativa. Si no es abundante, entonces
se sobreexpresa en sistemas recombinates. 2) Caracterizacion bioquimica de la macromolécula.

3) Busqueda de las condiciones iniciales de cristalizacidon y optimizacién de la calidad del cristal.
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4) Colectar los datos de difraccion. 5) Resolver el problema de la fase y afinamiento del modelo
3D. 6) Andlisis del modelo obtenido. ®

La formacién del cristal de proteina requiere de interacciones especificas, una alta organizacién de
las moléculas de proteina y direccionalidad en una manera que es apropiada para la formacion
tridimensional de la red cristalina. Las tres etapas de cristalizacién comunes a todas las moléculas
son la nucleacién, el crecimiento del cristal y el cese del crecimiento. Durante la nucleacién una
cantidad adecuada de moléculas se asocian de igual manera y en forma repetitiva en tres
dimensiones para formar un agregado termodindmicamente estable, esto proporciona una
superficie apropiada para el crecimiento del cristal. La etapa de crecimiento, que sigue a la de
nucleacidn, es dirigida por la difusion de moléculas a la superficie del nucleo y su ensamble
ordenado dentro del crecimiento del cristal. El crecimiento del cristal termina cuando las
moléculas de la proteina en la solucidn se han agotado.®*®

A pesar de que la cristalizacion de las proteinas se descubrié hace 150 afos y que fue desarrollada
en el siglo XIX como una herramienta que indicaba la purificacién de una proteina, a la fecha, es
una técnica que involucra para su ejecucion de cantidades relativamente grandes de proteina con
un alto grado de pureza, conformaciones estables de la proteina en solucién, el uso de aditivos
especificos para lograr la estabilidad y solubilidad, del uso de agentes precipitantes y de periodos
en algunos casos de meses o inclusive aiflos para que se propicien las condiciones iniciales de
cristalizacion.®

Es por este motivo que la aplicacion de técnicas complementarias que generen informacidn
bioquimica y estructural ha sido usada ampliamente y se consideran de gran valor para ayudar a
establecer las condiciones iniciales de cristalizacion cuando no se tienen modelos de referencia y

complementar la caracterizacién tridimensional cuando esta se consiga.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El cemento radicular fue descrito por primera vez en 1835 y hasta la fecha permanece como un
tejido pobremente caracterizado a nivel celular y molecular. La investigacidn a través de los afios
ha demostrado histolédgicamente que el cemento es un tejido Unico, mientras que los estudios de
las proteinas expresadas por las células que secretan el cemento radicular (cementoblastos) han
identificado dos proteinas cemento-especificas: CAP y CEMP1. Las investigaciones realizadas sobre
CEMP1 muestran que estd proteina es de suma importancia en el proceso de cementogénesis. Es
por esto que la caracterizacion bioquimica - estructural de CEMP1 contribuira al esclarecimiento
del mecanismo de accion bioldgica, ademds de generar conocimientos asociados a la biologia
estructural del cemento radicular. El conocimiento generado a partir de la caracterizacién de
CEMP1 proporcionard nuevos elementos que ayudardn a comprender el proceso de
cementogénesis y a aplicar dichos conocimientos en el disefio de terapias encaminadas a lograr la

regeneracion de las estructuras periodontales y tejidos mineralizados.

HIPOTESIS
Las caracteristicas bioquimicas y estructurales de la proteina del cemento 1 (CEMP1) estdn

altamente asociadas en el proceso de mineralizacién de cristales de fosfato octacalcico e influyen

en su la actividad biolégica.
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OBIJETIVOS

Objetivo General: Caracterizar bioquimica - estructuralmente a la proteina del cemento 1

utilizando técnicas analiticas.

Objetivos especificos

e Generar un sistema de expresién recombinante que permita obtener rendimientos
adecuados para los posteriores estudios bioquimicos — estructurales.

e Establecer un protocolo de purificacién de la proteina del cemento 1 recombinante
humana (hrCEMP1).

e Realizar la caracterizacion bioquimica de la proteina del cemento 1.

e Obtener las condiciones iniciales de cristalizacién de la proteina.

e Determinar la estructura tridimensional utilizando técnicas de SAD (single anomalous
dispersion) o SULFUR SAD para resolver el problema de las fases debido a que a la fecha
no existe alguna estructura homadloga a esta proteina.

e En el caso de no obtener cristales de proteina, generar un modelo tridimensional tedrico

utilizando servidores informaticos.
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MATERIAL Y METODOS

Clonacidn y expresion de la proteina CEMP1 en el sistema Pichia pastoris.

Cepay plasmido.

La cepa de expresidon Pichia pastoris GH115 genotipo his 4, fenotipo his 5, Mut+ y el vector pPICZA
(Invitrogen Carlsbad, CA, USA), fueron usados para la expresion del gen CEMP1. Escherichia coli
Top 10 (Invitrogen Carlsbad CA, USA), fue usada como receptor para la manipulacién del ADN. La
secuencia codificante de CEMP1 se obtuvo a partir del pldsmido pDEST-CEMP1 que previamente
se habia construido y almacenado en el laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos

Mineralizados.

Construccion del vector de expresion pPICZA-CEMP1.

La secuencia de 741 pares de bases que codifica para los 247 aminoacidos que forman a CEMP1
fue amplificada a partir de la construccion pDEST42-CEMP1. Los cebadores usados para la
amplificacion del gen contenian los sitios de restriccién para EcoR1 y Ncol fueron nombrados

como CEMP1F y CEMP1R.

Al producto de PCR se le realizd una doble digestion, usando las enzimas de restriccion EcoR1 y
Ncol, entonces fue ligado al vector pPICZA, el cual habia sido digerido con las mismas enzimas,
formando el pldasmido de expresién pPICZA-CEMP1. El plasmido pPICZA-CEMP1 codifica para una
proteina de fusién formada por CEMP1 unida a dos banderas (myc-tag y 6x-His) unidas al carboxilo
terminal de la proteina. El peso molecular predicho para esta proteina de fusidon es de 28kDa. El
plasmido ligado pPICZA-CEMP1 fue transformado en células competentes de E. coli DH5a y
seleccionadas a partir de placas de agar Luria Bertani (10g/L triptona, 5g/L extracto de levadura,
10g/L NaCl pH 7.0) conteniendo 100 pg/ml de ampicilina. Las células que se transformaron
positivamente y que contenian el plasmido de expresion pPICZA-CEMP1 fueron seleccionadas. La

secuencia y direccionalidad del plasmido fue verificada mediante doble digestion y secuenciacién.

Transformacidn y seleccion de P. pastoris con alta capacidad de expresion.
El pldasmido pPICZA-CEMP1 fue digerido con la enzima de restriccion EcoR1 y Ncol. El plasmido en
forma lineal fue transfectado en células de P. pastoris GS115 mediante pulsos de electroporacion

bajo las siguientes condiciones: 1500 volts, 5 ms. Las células electroporadas fueron cultivadas en
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placas de agar MD (1M sorbitol, 13,4 g/L YNB, 0.04g/L histidina, 4 x 10 g/L biotina, pH 7.0).
Después de un periodo de incubacién de 28°C durante 48 — 72 hrs, se seleccionaron colonias al
azary el gen de CEMP1 fue detectado mediante ensayos de PCR. Las colonias seleccionadas fueron
resuspendidas en 100ml de medio BMGY (10 g/L extracto de levadura, 20 g/L peptona, 100 mM
fosfato de potasio, pH 6.0, 13.4 g/L YNB, 4 x 10™ gr/L biotina y 2% glicerol v/v) e incubadas a 28 °C
hasta que la densidad dptica del cultivo alcanzo una ODgy = 6 — 8 (fase logaritmica de crecimiento).
Posteriormente estds células fueron colectadas mediante centrifugacion a 1800 g durante 6
minutos a temperatura ambiente. Para inducir la expresidon de la proteina CEMP1, los botones
celulares fueron resuspendidos en 500 ml medio BMMY (medio BMGY con 2.0% metanol en lugar
de glicerol), y se crecieron a 28°C durante 48 hrs en una incubadora orbital a 230 rpm. Una
concentracion final de 2% de metanol fue agregada en intervalos de 24hrs hasta el tiempo final de

induccion.

Inmunodeteccion

La deteccion e identificacidén de la proteina hrCEMP1 en todos los pasos de purificacidn se realizd
por medio de electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), e inmunodeteccion por medio de Western blot. Una vez realizada la electroforesis en
condiciones desnaturalizantes, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Nitrocellulose-1, Gibco BRL) durante 1 hora. La membrana se bloqued para evitar
sitios inespecificos de union de los anticuerpos (50 ml de TBST, 2.5 gr de leche descremada).
Posteriormente se incubd durante 24 horas con un anticuerpo policlonal anti-CEMP1 y con un
anticuerpo anti-6xHis (His-probe H-15 Santa Cruz Biotechnology) a una dilucién de 1:5000 cada
uno. Transcurrido el periodo de incubacién del primer anticuerpo se realizaron 3 lavados de 10
minutos a las membranas con TBST y se incubd el anticuerpo secundario anti conejo durante 2
horas a una dilucién de 1:3000. Pasado el periodo de incubacién del anticuerpo secundario se
realizaron dos lavados de 10 minutos con TBST y la inmunodeteccion se llevé a cabo mediante

precipitacién de diaminobenzidina.

Extraccidn y Purificacion de hrCEMP1.
Una vez completado el periodo de induccidn, las células se colectaron por medio de centrifugacion
en ciclos de 10 min a 2000 rpm en temperatura ambiente. El botdn celular fue resuspendido en

amortiguador de lisis (Tris HCl 0.1 M, NaCl 0.1 M, inhibidores de proteasas (Complete Roche, una
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tableta por cada 50 ml de amortiguador), 4ml de amortiguador por cada gramo de biomasa). Una
vez resuspendidas las células, éstas fueron sometidas a vibracién ultrasdnica para extraer las
proteinas al medio extracelular. Los restos insolubles fueron separados por un ciclo de
centrifugacién de 15 minutos a 30,000 rpm, 4°C. La fase soluble se filtré usando una membrana de
nitrocelulosa con un punto de corte de 0.22 um y se cuantificé la concentracidn de proteina
usando la técnica de Bradford (Bio-Rad Protein Assay).

La purificacidon de la proteina CEMP1 se realizé por medio de una cromatografia de afinidad a
carbohidratos (Con A Sepharose 4B, GE Healthcare Sweden). El extracto crudo de proteinas se
cargd en la columna y se circuld en ésta durante dos horas a 4°C para permitir la interaccidn de
CEMP1 con la concanavalina. Transcurrido este periodo de tiempo se hizo un lavado con una
solucion de metil a-D-manopiranosido 10mM, NaCl 100mM, CaCl, 1ImM, pH 7.2 usando cinco
volumenes de columna. Se realizaron eluciones escalonadas usando las siguientes
concentraciones de metil a-D-manopiranosido: 20mM, 50mM, 100mM, 200mM y 500mM (todas
las eluciones adicionadas de NaCl 100mM, CaCl, 1mM, pH 7.2). La visualizacién de la purificacion
se llevé a cabo mediante lecturas de espectrofotometria a 280 nm y electroforesis en gel de

acrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA PROTEINA CEMP1

Determinacién de la masa molecular

La determinacion de la masa molecular de CEMP1 fue obtenida mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF (Matriz Assisted Laser Desortion / lonization-time of flight). Esta técnica estd
basada en la formacion de una red de cristales producidos por matrices sélidas que favorecen la
desabsorcion e ionizacidén del analito a través de pulsos de laser rapidos. En los instrumentos de
tiempo de vuelo (TOF), los iones positivos se producen periédicamente por bombardeo de la
muestra con impulsos de electrones, de iones secundarios o de fotones generados por laser. Los
instrumentos de MALDI-TOF tienen un “espejo de iones”, el cual desvia los iones con un campo
eléctrico, modificando la trayectoria de vuelo del ion y aumentando la resolucién. La muestra de
CEMP1 pura se prepard a una concentracion de 1mg/ml, utilizando como matriz acido 2’ 5’ -

Dihidroxibenzoico. Los controles que se utilizaron para calibrar el equipo son proteinas estandar

25



como: aldosa reductasa (36,020 Da) y Mioglobina (16,950 Da). La relacién masa/carga (m/z) para

el ion molecular se obtuvo utilizando un espectrémetro MALDI -TOF Microflex Bruker Daltonics.

Determinacién del contenido de estructura secundaria

El contenido de estructura secundaria se determind por Dicroismo Circular (D.C.) en el UV lejano
(190-260nm). La muestra se preparé dializando la proteina pura contra amortiguador de fosfato
de sodio 20 mM pH 7.2 y ajustando su concentracion a 0.2 mg/ml. El espectro se obtuvo en un
espectropolarimetro Jasco J -710, a temperatura constante de 25°C, utilizando una cubeta de
cuarzo de 0.1 cm de paso 6ptico. El espectro final representa el promedio de tres acumulaciones
individuales realizadas cada 1 nm a una velocidad de barrido de 20 nm/min. El resultado se
expresa en valores de elipticidad (©) molar, (grado*cm?/dmol) considerando una masa molecular

promedio por residuo de 110 g/mol utilizando la siguiente ecuacion:

0 _ Bobs * MW
Molar —Prrd

Donde © molar es la elipticidad molar, © obs es el valor de la elipticidad en mdeg (miligrados),
MW es el peso molecular promedio de los aminodcidos, [P] es la concentracién de proteina en mg
/em® y d es el paso éptico en cm. El procesamiento de los datos se realizd con el software
Dicroprot que utiliza un método de deconvolucion de datos basado en el algoritmo de Henessey y

Johnson.

Prueba de Actividad Bioldgica.

Formacion de cristales de fosfato de calcio.

Los estudios de mineralizacidn in vitro pueden ser usados para generar informacién sobre el
mecanismo de accion de la biomolécula en cuestidn y asi dilucidar la funcién que tiene in vivo.
Recientemente se han introducido técnicas libres de células que utilizan precipitacién en geles
para ayudar a dilucidar como las proteinas no coldgenas y otras biomoléculas actian en el proceso

de biomineralizacion.

26



Se utilizé el sistema de contradifusion en gel de silicato para determinar si hrCEMP1 tiene la
capacidad de actuar como un nucleador y/o regulador de cristales de fosfato de calcio. Este
sistema permite incorporar a la proteina en el gel a temperatura y pH fisioldgicos (37°C y 7.4
respectivamente) y que ésta permanezca estable durante el tiempo que dura el experimento. El
gel no interacciona con el proceso; lo que permite conocer el efecto de la biomolécula por si sola,
ademas de permitir el estudio de la nucleacidon de cristales de novo, la nucleacién heterogéneay la
regulaciéon del crecimiento de los cristales.

El sistema para la formacidon de cristales de fosfato de calcio consistié en un aditamento formado
por dos vidrios de 7 cm x 9 cm x 3 mm, separados por un marco de neopreno de 3 mm de grosor.
El marco se ajustd a los vidrios, se selld con silicon de vacio y sujetadores metalicos para evitar
fugas. Se prepard la solucidon que formaria el gel (2 ml de metasilicato de sodio 1.06 gr/ml, 1.8 ml
de HEPES 10 mM pH 7.4, 0.2 ml de HEPES buffer 10mM pH 7.4 adicionado con azida de sodio 1% y
1.08 ml de H;PO4 1 M), en estado liquido se agregd 5 ml al interior del sistema. Posterior a la
gelificacion de éste, se llend el aditamento con la solucidn de cloruro de calcio 100mM pH 7.4 (5
ml) y se sell6 el sistema incubandolo durante 14 dias a 37°C. Las pruebas del grupo experimental
se realizaron agregando 20 pg de la proteina purificada hrCEMP1 por cada mililitro de solucién de
gel de silicato, un grupo control negativo utilizando 20 ug albumina de suero bovino (BSA Sigma St
Louis MO) por cada mililitro de solucion de gel de silicato y un grupo control sin agregar proteina.
Transcurrido el periodo de tiempo para el crecimiento de los cristales, éstos se recuperaron del gel
de silicato manualmente con MicroMounts de 150 um (MiTeGen Ithaca, NY) y almacenados en
tubos eppendorf de 1.5 ml para su posterior procesamiento y analisis con microscopia electrdnica

de barrido y andlisis EDS.

Microscopia electronica de barrido y microanalisis de energia dispersiva de Rayos X

La composicion elemental de los cristales que se formaron en el sistema de contradifusiéon en gel
de silicato, asi como la determinacién de su morfologia fue realizada con el uso de un microscopio
electrénico de barrido (SEM) Leica-Cambridge Modelo StereoScan 440, el cual estd equipado con
una microsonda Pentafet para microanalisis de energia dispersiva de rayos X (EDS). Todos los
analisis se hicieron a 20 kV durante 300 segundos. La relacidon Ca/P se calculo mediante el anélisis

de porcentajes atdmicos de los elementos identificados en el espectro.
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Tincién de glicoproteinas SDS-PAGE.

Los proteoglicanos son tradicionalmente tefiidos con pigmentos catidnicos como son el azul de
Alciano vy el azul de Toluidina, que se unen a las cadenas laterales cargadas negativamente de los
glicosaminoglucanos, mientras las glicoproteinas mas neutrales pueden ser visualizadas mediante
variaciones de la reaccidon de Schiff — base que involucran una oxidacién inicial de los
carbohidratos por el dcido periddico y una tincién subsecuente con el reactivo de Schiff, azul de
Alciano o derivados de hidracina. Teniendo en cuenta éstos antecedentes se decidié hacer una
tincidn a partir de un gel de electroforesis SDS-PAGE para identificar si hrCEMP1 presenta azUcares

unidos covalentemente.

Después de realizar la electroforesis SDS-PAGE, se coloco el gel en la solucién de fijado (acido
tricloroacético al 20%) durante 10 minutos a 30 °C. Transcurrido el tiempo de fijado el gel se lavd
dos veces en intervalos de dos minutos con acido acético al 5% y se incubd el gel en una solucién
oxidante (acido periddico 1%) durante 20 minutos a 30°C. El gel se lavé durante dos minutos con
acido acético al 5% y se incubd con una solucion reductora (metabisulfito de potasio 0.5%) por 12
minutos a 30°C. Después el gel se lavd con una solucién de etanol 25% y acido acético 10% dos
veces con intervalos de dos minutos entre cada lavado a 50°C. Posterior a éstos lavados el gel se
incubd en la soluciéon de tefiido (azul de alciano 0.125% diluido en una solucién de etanol 25% y
acido acético 10%) durante 15 minutos a 50°C. El gel se lavé nuevamente con etanol 25% y acido
acético 10% en intervalos consecutivos de 1, 4 y 5 minutos y después se incub6 con una solucién
de etanol 10% y acido acético 5% en intervalos de 2 y 4 minutos a 50°C. El gel se incubé en
glutaraldehido 5% durante 6 minutos a 50°C y se lava con etanol 10% y acido acético 5% en
periodos de 3 y 5 minutos seguidos de dos lavados con agua destilada en intervalos de dos
minutos a 50°C. Una vez realizados los lavados se colocé el gel en una solucién de plata (nitrato de
plata 0.4%) durante 7 minutos a 40°C seguidos de dos lavados de treinta segundos con agua
destilada a 30°C. Se colocé al gel en la solucidon de revelado (carbonato de sodio 2.5% y
formaldehido 0.013%). Una vez obtenida la intensidad de sefial la reacciéon se detiene agregando 5
ml de solucidn de paro (acido acético 10% y glicerol 10%). La tincidon es positiva cuando en el gel
se observan bandas de color café que indican que los pigmentos han interactuado con los

carbohidratos y la plata se ha precipitado sobre éstos.
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Ensayos de desplazamiento térmico de hrCEMP1. (Aditivos, amortiguadores y pH).

La busqueda de aditivos y amortiguadores que permitiera una solubilidad y estabilidad mayor de
la proteina hrCEMP1 se llevaron a cabo usando el fluoréforo SYPRO Orange (Life Technologies). La
relacién de volumen proteina/fluoréforo fue de 1:50. La busqueda del amortiguador y aditivos se
realizd con el sistema Wizard pH Buffer Screen y el Solubility and Stability Screen (Hamptom

Research), respectivamente.

Para realizar los ensayos de desplazamiento térmico, se utilizé una microplaca de 96 pozos de RT-
PCR donde se cargaron 10 ul a cada pozo con una de las 96 soluciones del sistema Solubility and
Stability Screen, y otra caja donde se cargaron 14 pozos con 10ul de cada una de las 14
condiciones utilizadas del sistema Wizard pH buffer. A estos pozos, se les agregd a cada uno 10ul
de una solucidon de hrCEMP1 (0.5mg/ml en amortiguador de citrato de sodio 10mM, pH 6.5),
adicionada con el fluoréforo SYPRO Orange dye a un volumen final de 1:1000. Una vez realizadas
las mezclas se selldé la microplaca con una pelicula plastica y se centrifugd a 500xg durante un
minuto a 25°C. La medicion de la Tm se llevo a cabo en un termocliclador donde se utilizé un ciclo
de calentamiento para cada condicion de 25°C a 96°C. El sistema cuanta con un control de dilucidon
donde solo se utiliza agua ultra pura como diluyente y acido tricloroacético como control de
agregacion. El aumento en la estabilidad serd comparado con los valores del control de dilucion y

de precipitacion.

En ambos estudios, la fluorescencia del compuesto SYPRO Orange incrementa significativamente
cuando el fluoréforo se une a las areas hidrofdbicas internas de la proteina que empiezan a ser
expuestas tras la desnaturalizacién ocasionada por el incremento en la temperatura. La estabilidad
de la proteina o temperatura media de desnaturalizacién (Tm), puede ser medida dependiendo la
intensidad de fluorescencia. La incorporacién de aditivos que se unen e interaccionan con la
proteina, las variaciones de pH y amortiguadores que favorecen la estabilidad y solubilidad de

hrCEMP1 fueron identificados en funcién de un aumento en la Tm.

Prediccion de cristalizacion de hrCEMP1.

El andlisis de la prediccion de la posibilidad de cristalizacién de hrCEMP1 se realizé mediante el

servidor informatico XtalPred-RF server (http://ffas.burnham.org/XtalPred-cgi/xtal.pl). Este

servidor web compara caracteristicas bioquimicas y biofisicas de la proteina (regién desordenada
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mas extensa, indice de inestabilidad, longitud de proteina, porcentaje de estructuras aleatorias,
punto isoeléctrico, indice de insercidon) con la correspondiente distribucion de probabilidad
obtenida a partir un objetivo en la base de datos. Se genera una grafica para cada caracteristica de
la proteina y muestra la distribucidn de fallos y éxitos extraidos de la base de datos y se muestra la

posicidn de la proteina blanco en estas distribuciones.

La prediccién de la cristalizacion esta hecha combinando las probabilidades de cristalizacion
individual dentro de una grafica Unica donde se le otorga una calificacién. Con base a esta
calificacidn, a la proteina se le asigna una de las cinco clases de cristalizacion: optima, sub-6ptima,
promedio, dificil y muy dificil. Cada clase representa diferentes radios de logros observados en la

base de datos.

Construccion del modelo tridimensional teérico hrCEMP1.

La construccion del modelo tridimensional tedrico de hrCEMP1 se realizdé mediante el servidor

informatico I-TASSER (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). Este es una plataforma

en linea para realizar predicciones de estructura y funcién de proteinas. Los modelos 3D son
construidos con métodos Ad Inition y con base en multiples alineamientos de la secuencia de
aminodcidos de la proteina a estudiar con estructuras de proteinas depositadas en el PDB (Protein

Data Bank).

Dispersiéon Dinamica de Luz.

Se utilizé el equipo de Dispersién Dindmica de Luz “Zetasizer Nano” (Malvern Co) y el programa
informatico Zetasizer Family Vol 7 para la visualizacién y el andlisis de los datos. Para el estudio se
emplearon 400 pL de CEMP1 pura a una concentracién 0.5 mg/ml resuspendida en diferentes
amortiguadores (fosfato de sodio 10mM pH 7.4, citrato de sodio 50mM pH 6.5 y fosfato de sodio
10mM + 1mM de cloruro de calcio pH 7.4), previo a realizar las mediciones tanto los
amortiguadores como las muestras de proteina se filtraron utilizando membranas con un tamafio

de poro de 0.22um (Millipore).
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Las moléculas en solucion se desplazan debido al movimiento browniano. Este movimiento se
relaciona con el coeficiente de difusién y éste con el radio de la molécula, ya que se sabe que las
moléculas pequeiias se mueven mas rdpido que las de mayor tamafio. Se hace incidir sobre la
molécula un rayo laser, la intensidad de la luz dispersada a un dngulo dado puede ser seguida en
intervalos de tiempo. Como la particula se mueve, la sefal medida fluctia y midiendo dichas
fluctuaciones y el cambio en éstas en intervalos de tiempo, se puede calcular el coeficiente de

difusion traslacional de las moléculas (D+); con la ecuacion de Stokes-Einstein.

DT: kBT/GTEn RH

Donde kB es la constante de Boltzmann, n es la viscosidad de la solucién, T es la temperatura
absoluta y RH el radio hidrodinamico

Ademas, es posible determinar el peso molecular por medio de la ecuacién de Mark Houwink
D; = AoM". Esta ecuacién considera la relaciéon directamente proporcional del coeficiente de
difusién traslacional (D) con el peso molecular (M), elevado a una potencia especifica. Asi, la
constante de proporcionalidad que surge de esta ecuacién toma en cuenta las propiedades del
disolvente (AO). Esta ecuacidn requiere de una estimacién adecuada del factor de estructura (°),
que para el caso particular de proteinas esféricas tiene un valor de 0.33 y se aplica también a
modelos cuasi-esféricos.

De esta manera mediante la dispersién dindmica de luz es posible determinar: el coeficiente de

difusién, el radio hidrodinamico, el peso molecular y la polidispersidad de la proteina en solucion.

Pruebas de actividad aglutinante

En esta técnica se observo la aglutinacidn de eritrocitos de conejo formalizados por la proteina
hrCEMP1. En una placa de microtitulacion de 96 pozos de fondo cdncavo, se llend una fila de
pozos con 50 pL de amortiguador de Tris HCI a una concentracién de 0.5M, pH 7.4 vy otra fila con
50 pL del mismo amortiguador adicionado con cloruro de calcio 5mM, pH 7.4. Se agregd en el
primer pozo de cada fila 50 ul de la proteina CEMP1 a una concentracion de 0.1 mg/mLy se hizo
una dilucién seriada de la proteina en cada pozo de la fila. A cada pozo que ya contenia el
amortiguador y la proteina se le agregaron 50 pl de una suspensién al 2% de eritrocitos

formalinizados de conejo. La placa de microtitulacién se incubé a 37°C durante una hora y la
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actividad aglutinante se evalué por medio de visualizacion directa, teniendo como control de
aglutinacidn positivo a una lectina de alta actividad y como control negativo solo agua. La actividad
aglutinante positiva se observa como una fina capa de color rojo —pardo en la superficie del pozo,
gue estd formada por el entrecruzamiento de los eritrocitos y la proteina. La ausencia de actividad
se observa por la formacién de un botén o un halo de color rojo en el fondo del pozo, formado por

los eritrocitos precipitados.

Ensayos de cristalizacion de proteina

Los ensayos para establecer la condicidn inicial de cristalizacidon se utilizaron las condiciones
establecidas en los sistemas de cristalizacién Crystal screen |, Il y PEG-lon de Hamptom research.
La proteina purificada hrCEMP1 fue utilizada a una concentraciéon de 5 mg/ml, dializada contra
amortiguador de HEPES 50mM pH 7.2, citrato de sodio 50mM pH 6.5 y citrato de sodio 50mM
adicionado de sulfato de cadmio 2mM pH 6.5 y filtrada por una membrana de un tamafo de poro
de 0.22pum. La metodologia que se empleo fue la de difusidn en fase vapor, en la modalidad de
gota colgante, usando placas de 24 pozos e incubando las pruebas a 18°C. Las pruebas de
cristalizacidon se observaron a partir de las dos semanas y en periodos regulares de dos semanas

mediante un microscopio de luz polarizada.
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RESULTADOS
EXPRESION Y PURIFICACION DE CEMP1

La induccidn de la expresion de hrCEMP1 se realizé aiadiendo al cultivo de Pichia pastoris metanol
a una concentracidn final del 2% cada 24hrs hasta completar 48 horas de incubacién a 28°C en
agitacion. La expresion diferencial de hrCEMP1 en Pichia pastoris se comprobd mediante
electroforesis SDS-PAGE. A partir de muestras de cultivo, tomadas a los tiempos 0, 24, 48, 72 y 96
horas de induccién, se realizd la extraccién de las proteinas citoplasmaticas y se realizé una
electroforesis SDS-PAGE 12%. La expresidn diferencial se observd a partir de las 24 horas con
respecto al tiempo cero de dos bandas predominantes con una movilidad relativa de 30 kDa y 60
kDa (Figura 2-A). Al realizar analisis de Western blot a estas muestras, utilizando anticuerpos
dirigidos contra la proteina y contra la bandera de histidinas de la proteina recombinante, se logro
identificar como CEMP1 a las especies de 30 y 60 kDa, representando éstas posiblemente a la

proteina en forma mono y dimérica (Figura 2-B).

A B
Ohrs 24 hrs 48hrs 72hrs 96hrs 24hrs 24 hrs
110 kDa[;, 110 kDa
80 kDa ; 80 kDa
60 kDa PR <+ 60 kDa . €
50 kDa kb
40 kDa . 40 kDa
30 kDa : o en Yt
= 30 kDa <«
20 kDa
20 kDa
Tl 15 kDa
Metanol 2% anti-6xHIS  anti-CEMP1

Figura 1 A. Gel de electroforesis SDS-PAGE donde se observa la cinética de expresién de hrCEMP1
en diferentes periodos de tiempo inducida con metanol 2%. B. Western blot del periodo de 24
horas de la cinética de expresion hrCEMP1, los anticuerpos dirigidos contra la bandera de
histidinas que tiene la proteina recombinante y el anticuerpo contra CEMP1 identifican a dos

especies de 30 y 60 kDa como positivas a CEMP1.
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Una vez establecido que el tiempo dptimo de induccion es el periodo comprendido entre las 24 y
48 horas de induccidn, el cultivo se centrifugd para colectar las células (ciclos de 10 minutos a
2,000 rpm, 4°C, 554 g). Las células colectadas se resuspendieron en amortiguador de lisis (4 ml por
cada gramo de biomasa) y se realizé la lisis de estds mediante vibracion ultrasénica. Los restos
insolubles fueron separados por centrifugacién y el extracto soluble se filtré6 usando membranas
con un poro de 0.22 um.

La purificacién de CEMP1 se realizé mediante una columna de afinidad a lectina (Concanavalina
Con A sheparose, GE). El extracto de proteinas solubles se circuld por la columna de cromatografia
durante dos horas, posteriormente se realizaron cuatro lavados utilizando metil o-D
manopiranosido 20mM, y eluciones escalonadas con las siguientes concentraciones de metil o-D
manopiranosido: 30mM, 50mM, 100mM, 200mM, 300mM y 500mM. El proceso de purificacion de
hrCEMP1 fue visualizado mediante electroforesis SDS-PAGE al 12% y tincién con azul de coomassie
(Figura 3-A)

La identidad de la proteina purificada se confirmé mediante andlisis de Western blot, los
anticuerpos contra la bandera de histidinas y contra CEMP1 reconocieron a la especie purificada

de 30 kDa (Figura 3-B).

mM Manopiranosido

A 20.2 203 204 30 50 100 200 300 500 B anti 6xHis anti-CEMP1
110 kDa 110 kDa 110 kDa
80 kDa 80 kDa 80 kDa
G
60 kDa 60 kDa 60 kDa
50 kDa 50 kDa 50 kDa
40 kDa 40 kDa 40 kDa
30kDa 4 30kDa 30 kDa
20 kDa 20 kDa 20 kDa
15 kDa 15 kDa 15kDa

Concanavalina A

Figura 3. A. Purificacién de la proteina hrCEMP1 utilizando cromatografia de afinidad a
carbohidratos (Con A sepharose), se visualiza una purificacién homogénea en las fracciones de
30mM a 100mM de metil a-D manopiranosido. B. Western blot anti 6xHis y anti-CEMP1 de la
proteina purificada, ambos anticuerpos confirman la identidad de la proteina purificada como

CEMP1.
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IDENTIFICACION DE GLICOSILACIONES SDS-PAGE

Mediante analisis in silico de la secuencia de aminoacidos de CEMP1 en el servidor informatico
NetN Glyc 1.0 Server, se predicen dos sitios para N-glicosilacion en las asparaginas de las
posiciones 20y 25 (Figura 4).

HetHGlyc 1.8: predicted H-glycosylation sites in CEMPL

Potential
Threshold

B.73

B.25 o

H-glycosylation potential

a T T T T
5] 1] ieg i@ 268
Sequence position

Figura 4. Prediccion de los posibles sitios de N — glicosilacion en la proteina CEMP1. El servidor
informatico identifica a las asparaginas de las posiciones 20 y 25 como posibles sitios de N —

glicosilacion. (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

Con la finalidad de confirmar si hrCEMP1 expresada en Pichia pastoris presenta glicosilaciones se
hizo una tincidn especifica para este fin a partir de un gel SDS-PAGE con 20 ug de hrCEMP1 de
Pichia pastoris. Se utilizd como control positivo 20 ug de CEMP1 nativa purificada, que se ha

reportado como una proteina altamente glicosilada y como control negativo 20 pg de albumina de

suero bovino (Figura 5). ST
P. pastoris CEMP1
Humano pgga
160kDa s
110 kDa p
80 kDa
60 kDa s
50 kDa <
40 kDa p
30kDa 1 <+

20 kDa

15 kDa

Figura 5. La tincién fue positiva a hrCEMP1 de Pichia pastoris y a CEMP1 nativa, la tincion fue
negativa a la albumina. Estd tincion demuestra que hrCEMP1 expresada en Pichia pastoris es una

glicoproteina.
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DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR

Para determinar el peso molecular de hrCEMP1 expresada en Pichia pastoris se decidié realizar

espectrometria de masas a la proteina hrCEMP1 purificada. El peso molecular tedrico de los 247

aminoacidos de CEMP1 mas las banderas myc-tag y 6xHis-tag que presenta la proteina

recombinante es de 28,081 Da. En la Figura 6 se muestra el resultado de la espectrometria de

masas donde se observa que hrCEMP1 tiene una masa de 28,770 Da (100%), que representa a

hrCEMP1 en estado de mondmero. Esto indica una diferencia de 689 Da (2.4%), con el peso

molecular tedrico de la secuencia de aminoacidos de hrCEMP1.

causada por las glicosilaciones que estan presentes en la proteina expresada en Pichia pastoris.
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Figura 6. Espectrometria de masas MALDI-TOF de la proteina purificada hrCEMP1. La sefal que se

observa corresponde con una molécula con un peso de 28,770 Da. La diferencia del peso tedrico

esperado con el peso experimental se debe a la presencia de glicosilaciones que tiene hrCEMP1.
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ENSAYOS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA

Con la finalidad de determinar si la proteina hrCEMP1 expresada en Pichia pastoris tiene actividad
bioldgica se llevaron a cabo los ensayos de formacidn de cristales de fosfato de calcio en el sistema
de contradifusion en gel de silicato, este ensayo se emplea para determinar la funcién de
proteinas asociadas a la biomineralizacién. Los cristales que se formaron después de 14 dias de
incubacién fueron colectados y se les realizaron observaciones mediante microscopia electrénica
de barrido a diferentes aumentos. Estd herramienta permitid determinar la morfologia
tridimensional de los cristales formados en presencia de hrCEMP1 y de los grupos controles con

BSA y sin proteina.

Figura 7. Microfotografias de los cristales obtenidos en el sistema de contradifusién en gel de

silicato inducidos con hrCEMP, imagenes obtenidas con microscopia electronica de barrido.
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En las microfotografias Ay C de la Figura 7 se observa la morfologia de esférulas de 130 a 150um
de didmetro que adquieren los cristales formados en presencia de hrCEMP1 a los 14 dias de
incubacién. En las microfotografias B y D se distingue la superficie de las esférulas (A y C
respectivamente), la cual estd formada por mdltiples placas alargadas de 0.5 a 1 um de grosor,

gue tienen un origen en comun en el centro de la esférula.

i

%
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Figura 8. E. Microfotografia de las estructuras obtenidas en el sistema de contradifusién en gel
de silicato sin el uso de proteinay F, estructuras formadas en presencia de una proteina que no
participa en el proceso de biomineralizacién (BSA). G, Cristales de fosfato octacdlcico formados en
presencia de hrCEMP1 expresada en fibroblastos gingivales humanos.

Las microfotografias E y F de la figura 8 muestran la morfologia de las estructuras formadas
después de 14 dias de incubacion (sin proteina y con BSA, respectivamente). En ambos casos se
observan placas de un grosor promedio de 10 um y una longitud variable con bordes irregulares.
La microfotografia G muestra los cristales de fosfato octacalcico formados después de 7 dias
incubacién en el sistema de contradifusion en tubo capilar en presencia de hrCEMP1 expresada en

fibroblastos gingivales humanos.>
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MICROANALISIS DE ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS X (EDS)

Con la finalidad de conocer la composicion elemental de las estructuras formadas por Ia
interaccion de hrCEMP1 en el sistema de contradifusién en gel de silicato y de las condiciones sin
el uso de proteina y con BSA, y posteriormente relacionar dicha composicion a una fase
mineralizada, estas estructuras fueron analizados mediante microandlisis de energia dispersiva
electrénica de rayos X (EDS).

Dicho analisis mostré que los cristales formados en presencia de hrCEMP1 estan constituidos
principalmente por calcio y fosforo. Al analizar el porcentaje atémico de cada elemento presente
en la muestra, se observo que el calcio es el elemento presente en mayor porcentaje, seguido del
fosforo (Figura 9-A). Este tipo de relacion es un indicador de una fase con un grado mayor de
mineralizacién.

En los controles sin proteina (Figura 9-B) y en presencia de BSA (Figura 9-C), las estructuras que se
formaron estan constituidas de calcio y fosforo, pero en ambos casos el porcentaje de calcio
disminuyd a un porcentaje muy similar al del fésforo. Esto indica una fase con un menor grado de

mineralizacion comparada con el experimental de hrCEMP1.
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Figura 9. Espectros de energia disperiva de rayos X realizada a la superficie de las estructuras
formadas en el sistema de contradifusion en gel de silicato. A. Relacion de elementos presentes
en el grupo experimental hrCEMP1 donde se observa que el elemento mas abundante es el calcio
seguido en proporcién por el fosfato. B. Relacién de elementos presentes en el grupo control sin
proteina. C. Relacién de elementos presentes en el grupo control BSA. En ambos grupos control

el elemento mas abundante es el fésforo seguido de calcio.
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RELACION CALCIO/FOSFORO

La relacién Ca/P es un indicador del estado de mineralizacién, dicha relacion fue calculada a partir
de los conteos de intensidad presentes en el espectro de EDS. Se tomé al calcio y al fésforo como
el 100% de los elementos presentes en la muestra para poder obtener la relaciéon Ca/P. El
porcentaje atdmico de los dos elementos se utilizé para determinar la fase de mineralizacion de
las estructuras formadas en la prueba de actividad bioldgica (Tabla 2) y se comparé con la relacion

Ca/P de referencia para los fosfatos de calcio de relevancia biolégica en mamiferos (Tabla 1).

Relacién Ca/P de referencia
Relacién Ca/P Formula Fase Mineralizada
1 CaHPO, Monetita (Fosfato dicalcico).
1 CaHPO, H,0 Brushita (Fosfato dicalcico dihidratado).
1.33 Ca8 (HPQ,); (PO4), 5H,0 Fosfato octacalcico.
1.43 Cal0 HPO, (PO,)s Whitlockita
1.67 Cal0 (PO,)s (OH), Hidroxiapatita

Tabla 1. Relacién Ca/P de referencia de los fosfatos de calcio de relevancia biologica en

mamiferos.

La relacion Ca/P del grupo de hrCEMP1 es de 1.58 vy corresponde a una fase mineralizada
termodinamicamente estable y poco soluble comprendida entre fosfato octacélcico (precursor de
la hidroxiapatita en los sistemas bioldgicos) e hidroxiapatita (componente inorgdnico mayoritario
en huesos y dientes). Esto indica que hrCEMP1 ademas de tener un papel en la regulacién de la
morfologia también es un regulador de la composicién de cristales de fosfato de calcio. La
relacién Ca/P para ambos grupos es de 0.9, esto corresponde a una fase de fosfato dicélcico, que

es poco estable termodindmicamente y altamente soluble.

Porcentajes atdmicos de Calcio y Fésforo obtenidos por EDS

Condicion Ca % Atomico | P % Atémico | Relacion Ca/P | Fase Mineralizada
hrCEMP1 61.38 38.62 1.58 Hidroxiapatita
BSA 52.27 47.73 0.91 Fosfato dicélcico
Sin Proteina 51.13 48.87 0.95 Fosfato dicélcico

Tabla 2. Porcentajes atémicos de Calcio y Fosforo presentes en las muestras de los tres grupos del

sistema de contradifusién en gel de silicato.
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DETERMINACION DE ESTRUCTURA SECUNDARIA

Dicroismo Circular

Una vez establecido que hrCEMP1 es biolégicamente activa, se decidié establecer el contenido de
estructura secundaria mediante dicroismo circular. En la Figura 10 se muestra el espectro de
dicroismo circular en el UV lejano de hrCEMP1 en un amortiguador de fosfato de sodio 20mM, pH
7.4. El espectro muestra un perfil con dos valores negativos mdximos a 220 y 208 nm
aproximadamente, que es similar a los que se han observado en proteinas con un contenido
mayoritario de hélices alfa. La deconvolucidon de los datos y el analisis con el algoritmo de
Hennessey-Johnson, que estima el contenido de estructura secundaria indica que hrCEMP1 tiene
un contenido de estructura secundaria formado por 28.6% de hélices alfa, 9.9 % de hoja beta y

62.5% de estructura aleatoria (Tabla 3).
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Figura 10. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de hrCEMP1, amortiguador de fosfato de
sodio 20mM, pH 7.4.

Una vez que se determind el contenido de estructura secundaria de hrCEMP1, se decidié hacer
nuevos analisis de dicroismo circular utilizando amortiguadores que han favorecido Ia
cristalizacion de proteinas glicosiladas como son el citrato de sodio pH 6.5y HEPES pH 7.4 (Figura
11). Ademas de agregar dos diferentes aditivos en la solucién de la proteina, en primer lugar se
utilizé sulfato de cadmio a una concentraciéon de 10mM (Figura 12); el cadmio se ha usado como

aditivo en pruebas de cristalizacion de proteinas como coordinador de partes méviles como son
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las banderas de histidinas en las proteinas recombinantes y en segundo lugar se utilizé cloruro de
calcio, tomando en consideracién que el calcio es uno de los elementos mds abundantes en su
fuente nativa. Todos estos analisis de dicroismo circular y la deconvolucién de los datos fueron
comparados con los resultados iniciales (Figura 10) para determinar si se presentaban cambios en

el contenido de estructura secundaria (Tabla 3).

El espectro de dicroismo circular de hrCEMP1 utilizando amortiguador de citrato de sodio 10mM
pH 6.5 y HEPES 10mM pH 7.4 no mostré diferencias en relacién al espectro inicial de hrCEMP1
(Figura 11). Asi mismo en la deconvolucion de los datos, estos no mostraron diferencias marcadas

en el contenido de estructura secundaria (Tabla 3).
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Figura 11. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de hrCEMP1 utilizando diferentes
amortiguadores. Linea rosa: hrCEMP1 en amortiguador HEPES 10mM pH 7.4. Linea negra:
hrCEMP1 en amortiguador de Citrato de sodio 10mM pH 6.5. Linea roja: hrCEMP1 en

amortiguador de fosfato de sodio 20mM pH 7.4.

El espectro de dicroismo circular de hrCEMP1 usando de sulfato de cadmio 10mM adicionado en
amortiguador de fosfato de sodio 20mM pH 7.4 se muestra en la Figura 12. No se observan
diferencias significativas en el espectro de dicroismo circular ni en el contenido de estructura

secundaria (Tabla 3) al utilizar cadmio.
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Figura 12. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de hrCEMP1 adicionada con 10mM de
sulfato de cadmio. Linea roja: hrCEMP1 en amortiguador de fosfato de sodio 20mM. Linea

amarilla: hrCEMP1 adicionando 10mM de sulfato de cadmio.
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Figura 13. Espectro de dicroismo circular en el UV lejano de hrCEMP1 adicionada con cloruro de
calcio. Linea roja: hrCEMP1 en 10mM de fosfato de sodio. Linea verde: hrCEMP1 adicionando
0.5mM de cloruro de calcio. Linea azul: hrCEMP1 adicionando 1mM de cloruro de calcio. Linea

café: hrCEMP1 adicionando 2mM de cloruro de calcio.
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Al utilizar cloruro de calcio partir de la concentracion de 1mM el espectro de dicroismo cambio, se
redujo la intensidad de la sefial en relacién al incremento de la concentracidn de cloruro de calcio
(este fendmeno indica agregacion de la proteina), haciéndose muy marcado en la concentracion

de 2mM (Figura 13 linea café).

El contenido de estructura secundaria no cambid al utilizar el amortiguador de citrato de sodio
10mM pH 6.5, HEPES 10mM pH 7.4, fosfato de sodio 20mM pH 7.4 adicionado con 10mM de
sulfato de cadmio y cloruro de calcio 0.5mM (Tabla 3). Por lo que estos amortiguadores y aditivos

pueden ser utilizados en un futuro sin alterar la estructura secundaria de hrCEMP1.

Porcentajes de estructura secundaria de hrCEMP1
Amortiguador Hélice alfa (%) | Hoja beta (%) | Estructura aleatoria (%)
Fosfato de sodio 20mM, pH 7.4 28.6 9.9 62.5
Citrato de sodio 10mM, pH 6.5 28.1 9.9 60.9
HEPES 10mM, pH 7.4 28.4 9.8 59.9
Fosfato de sodio 20mM, pH 7.4 + 28.8 9.8 61.2
sulfato de cadmio 10mM

Cloruro de calcio 0.5mM pH 7.4 27.9 10.9 59.5
Cloruro de calcio ImM pH 7.4 24.3 10.7 62.2
Cloruro de calcio 2mM pH 7.4 21.2 11.1 65.1

Tabla 3: Contenido de estructura secundaria de hrCEMP1 obtenido mediante dicroismo circular y

utilizando diferentes amortiguadores y aditivos.
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PREDICCION DE CRISTALIZACION

Sabiendo que hrCEMP1 esta plegada, ya que el andlisis por dicroismo circular indicé que tiene
elementos de estructura secundaria. Se decidid llevar a cabo el analisis de prediccién de la
posibilidad de formacién de cristales de proteina de hrCEMP1 mediante el servidor informatico

XtalPred-RF server (http://ffas.burnham.org/XtalPred-cgi/xtal.pl). El programa informatico dio

como resultado una clase de cristalizacion tipo 5 (expectativa de cristalizacion muy dificil). Esto se
debe a que se identificaron varias regiones desordenadas en la posible estructura de CEMP1,
teniendo como principal regidon desorganizada una zona de 43 aminoacidos en el centro de la
secuencia de la proteina. La comparacién de los resultados experimentales del contenido de
estructura secundaria de hrCEMP1 obtenidos mediante dicroismo circular y la prediccién de

estructura secundaria obtenida in silico son similares (tabla 4).

Predicciones Xtal Pred-RF Estructura secundaria de hrCEMP1
obtenida mediante Dicroismo circular
indice de inestabilidad 58.1%
Mayor area desorganizada. 43 aa
Residuos desorganizados 45%
Hélice alfa 23% 28.6%
Laminas beta 13% 9.9%
Estructura aleatoria 63% 62.5%

MGTSSTDSQQAGHRRCSTSNTSAENLTCLSLPGSPGKTAPLPGPAQAGAGQPLPKGCAAVKAEVGIPAPHTSQEVRIHIR
RLLSWAAPGACGLRSTPCALPQALPQARPCPGRWFFPGCSLPTGGAQTILSLWTWRHFLNWALQQREENSGRARRVPP
VPRTAPVSKGEGSHPPQNSNGEKVKTITPDVGLHQSLTSDPTVAVLRAKRAPEAHPPRSCSGSLTARVCHMGVCQGQG
DTEDGRMTLMG EQKLISEEDLNHHHHHH

Estructura aleatoria. Hélice alfa. Laminas beta.

Tabla 4. Resultado de la prediccidn de la posibilidad de obtener un cristal de hrCEMP1. El alto
indice de inestabilidad y las regiones desorganizadas a lo largo de la proteina indican una pobre
expectativa de cristalizacion. La secuencia de aminodcidos que se muestra debajo de la tabla 4
corresponde a hrCEMP1 y muestra la prediccion de las regiones desorganizadas (areas
subrayadas), en color rojo las zonas con posibilidad de estructura secundaria hélice alfa y las zonas

en azul las posibilidades de laminas beta.
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ENSAYOS DE DESPLAZAMIENTO TERMICO.

PRUEBAS DE ESTABILIDAD Y SOLUBILIDAD DE hrCEMP1.

Con la finalidad de encontrar una condicidn que favoreciera la solubilidad y estabilidad de
hrCEMP1 se realizé el ensayo de desplazamiento térmico utilizando 96 diferentes aditivos
guimicos, los cuales estan divididos en diferentes grupos quimicos. El sistema cuenta con dos
controles: agua, en donde se observa el efecto de diluir la proteina y acido tricloroacético al 75%,
gue muestra el efecto de una precipitacion total de la proteina (pérdida de solubilidad) y perdida
de la estabilidad conformacional de la misma.

Los resultados indican que la temperatura media de desnaturalizacién en el control de diluciéon
(agua) es de 73°C, esto demuestra que hrCEMP1 es una proteina termoestable, mientras
hrCEMP1 en el control de agregacion (acido tricloroacético 75%) tiene una Tm de 37°C.

Es de destacar, que cuando hrCEMP1 esta en presencia del aminoacido con carga positiva arginina,
la Tm de la proteina disminuye a 36°C (valor similar al control de agregacion), indicando que la
proteina pierde su estabilidad y capacidad de ser termoestable y sufre una desnaturalizacién. Sin
embargo este fendmeno es inhibido cuando se agrega el aminoacido acido glutdmico en la misma
concentracidén que la arginina. En ésta condicidn, la Tm de hrCEMP1 incrementa a 75°C (valor
superior al control de dilucién).

Los aditivos que incrementan la Tm de hrCEMP1 sobre el valor del control de agua son
principalmente aminoacidos acidos (acido glutamico), polares sin carga (glicina y serina), péptidos
formados por glicina (GGG) y péptidos derivados de la caseina (triptona). Ademas de compuestos
acidos como el acido aminovalerico, acido malico, la taurina y sales como el cloruro de amonio,
acetato de amonio, sulfato de sodio y el fosfato de sodio y potasio.

La tabla 5 muestra los aditivos que incrementaron la Tm de hrCEMP1 sobre el valor del control de
dilucion y los que disminuyeron la Tm con valores cercanos al control de agregacién, la tabla

completa se muestra en el apéndice.
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD Y ESTABILIDAD

Concentracion Aditivo Tm Grupo quimico
100 % v/v Agua 73 Control
75 % w/v Acido tricloroacético 37 Control
250 mM L-Arginina 36 Aminoacido
250 mM L-Arginina + L-acido glutdmico 250mM 75 Aminoacido <—
500 mM Glicina 75 Aminoacido <—
500 mM L-Serina 76 Aminoacido <«
200 mM Gly-gly-gly 75 Péptido <
5% w/v Triptona 78 Péptido <4—
500 mM 5-acido Aminovalerico 78 Linker
150 mM TCEP hidroclorhidrico 44 Reductor
500 mM Taurina 76 Acido orgénico
25 % w/v Bromuro tetraetilamonio 43 Liquido idnico
25 % w/v 1-butil-3-metil cloruro de imidazol 40 Liquido idnico
500 mM Cloruro de amonio 75 Sal
500 mM DL-acido malico pH 7.0 75 Sal
250 mM Acetato de amonio 75 Sal
700 mM Fosfato de sodio monobadsico + Fosfato de potasio 79 Sal
1.3M T
1,000 mM Sulfato de sodio decahidratado 76 Sal
5% w/v Polietilenglicol monometil éter 750 76 Poliol
25 % v/v Etoxilato pentaeritriol (15/4 EO/OH) 31 Poliol
100 mM 6-0-a-D-Maltosil-B-ciclodextrina 28 Ciclodextrina
10 mM (2-Hidroxipropil)-B-ciclodextrina 46 Ciclodextrina
80 mM a-Ciclodextrina 42 Ciclodextrina
10 mM B-Ciclodextrina 44 Ciclodextrina
50 mM Metil-B-ciclodextrina 28 Ciclodextrina

Tabla 5. Aditivos que mostraron incrementar la Tm de hrCEMP1 y aditivos donde se observé los

valores de Tm mas bajos. La lista completa con los 96 aditivos se muestra en el apéndice 1.
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ESTABILIDAD DE hrCEMP1 EN FUNCION DEL pH Y DE LA COMPOSICION DEL AMORTIGUADOR.

Evaluamos la estabilidad y solubilidad de hrCEMP1 en funcién de la variacion del pH y de la
composicion del amortiguador. Se utilizaron variaciones de pH desde 3.4 hasta 6.6 y 8 diferentes
amortiguadores. El amortiguador de acetato de sodio pH 3.4 es en donde se observd el valor de
Tm mas alto de toda la prueba. Mientras que el amortiguador de imidazol con un pH de 6.6 dio el

valor mas bajo de Tm.

Wizard pH Buffer Screen
Concentracion Amortiguador pH Tm
0.5M Acetato de sodio / 4cido acético 34 71 S
0.5M MES /NaOH 4.6 55
0.5M Acetato de sodio / 4cido acético 4.6 59
0.5M Lactato de sodio / HCI 4.4 59
0.5M Imidazol / HCI 5.4 51
0.5M BisTris / HCI 5.6 55
0.5M MES /NaOH 5.4 62
0.5M Acetato de sodio / 4cido acético 5.4 60
0.5M Tris / HCI 6.6 59
0.5M HEPES / NaOH 6.4 64 <+
0.5M K2HPO4 / NaH2PO4 6.6 59
0.5M BisTris / HCI 6.4 50
0.5M Imidazol / HCI 6.6 44
0.5M MES /NaOH 6.6 64 o

Tabla 6. Prueba de estabilidad y solubilidad de hrCEMP1 en funcién del pH y composicion del

amortiguador.
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MODELO TRIDIMENSIONAL TEORICO

Mediante el uso del programa informatico i-tasser (zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), y
utilizando la secuencia de aminodcidos de hrCEMP1 se elaboré un modelo tridimensional teérico
de la proteina. Dicho modelo se generé mediante métodos Ad Inition y homologia de secuencia de
aminodacidos con proteinas ya caracterizadas tridimensionalmente.

El modelo tedrico esta constituido por un 35% de estructura hélice alfa, un 2% de hojas beta y un

62% de estructura aleatoria (Figura 14).

Figura 14. Modelo de la proteina hrCEMP1 obtenido a través del servido |-Tasser. Representacion
de la estructura secundaria. Las zonas en azul representan la estructura hélice alfa, la zona en rojo

representa la estructura de hojas betay en verde las zonas aleatorias.
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HEMAGLUTINACION DE ERITROCITOS

Dado que algunas proteinas involucradas en el proceso de mineralizacidn unen azlcares,
decidimos usar el ensayo de aglutinacién de eritrocitos de conejo para saber CEMP1 comparte
esta caracteristica. Se determind que en presencia de amortiguador de TRIS-HCI 0.05M, pH 7.4 1a
proteina hrCEMP1 no muestra una actividad aglutinante, ya que los eritrocitos en todas las
diluciones de proteina (pozo A-1 0.05 pg/ul — pozo A-12 0.012ng/pl) se precipitaron al fondo del
pozo (Figura 15-A).

Cuando la proteina se encuentra incubada con calcio (amortiguador de TRIS-HCI 0.05M pH 7.4
adicionado con 5mM de CaCl,), esta muestra actividad aglutinante desde la segunda dilucion de
proteina (pozo A-2, 0.025ug/ul), hasta la dltima dilucién realizada (pozo B-24 0.003 pg/ul). Este
resultado demuestra que hrCEMP1 es una lectina calcio dependiente y con una actividad muy
elevada, ya que aun a muy bajas concentraciones ésta sigue teniendo actividad hemaglutinante
(Figura 15-B).

A

A1 A2 A3 A4 AS AB AT A3 AS A10 A1 A2

TRIS-HCI 0.05M = = - - e =~
pH 7.4 C N 6 e re ferwr 90w 9 O

-

A1 A2 A3 A4 AS AS AT A3 A9 A10 A1 A2 B
7,

-
TRIS-HCI 0.05M o
pH 7.4+CaC|2 5mM AN - .- pr—p—

B-1 B2 B3 B4 BS BS B7 B2 BS B-10 B-11 B-12

C
7 N % RN U, S
v - 9 W v
Control Positivo Control negativo

Figura 15. Prueba de aglutinacién de eritrocitos de conejo en presencia de hrCEMP1. Se muestra
en la parte superior de la Figura, la precipitacidn de los eritrocitos al fondo del pozo cuando son
incubados con hrCEMP1 y TRIS-HCI 0.05M, pH 7.4 (A). En la parte central de la Figura (B) se

observa la aglutinacién de los eritrocitos cuando son incubados con hrCEMP1 y TRIS-HCI 0.05M
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pH 7.4 + CaCl, 5mM. Parte inferior de la imagen (C) se muestra la actividad aglutinante de una

lectina como control positivo y un control negativo de aglutinacion sin proteina.

INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION DE ERITROCITOS

En la Figura 16 se muestra la prueba de inhibicidn de aglutinacién, dicha prueba nos permitié
conocer que hrCEMP1 reconoce al carbohidrato manopiranosido y que tiene una alta afinidad a
éste, ya que bloquea la actividad aglutinante en todas las diluciones realizadas de este

carbohidrato (pozo A-1 66.6mM — pozo A-10 3.3uM de manopiranosido).

Inhibicion | g e @ @ =

Figura 16. Inhibicidn de la actividad aglutinante de hrCEMP1 mediante la adicién del carbohidrato

manopiranosido.
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ANALISIS DEL COMPORTAMIENTO EN SOLUCION DE hrCEMP1
Dispersion dinamica de luz (DLS).

Para conocer el comportamiento de la proteina en solucidon y su conducta de agregacién
(interaccién proteina-proteina), lo cual se veria reflejado en un incremento en su radio
hidrodinamico por la formacién de mondmeros, dimeros o grandes oligdmeros se realizd un
analisis de dispersion dinamica de luz. Se utilizé una solucion de proteina hrCEMP1 0.5mg/ml en
amortiguador de citrato de sodio 50mM, pH 6.5. A la proteina en la misma concentracién,
amortiguador y dializada mediante una columna de filtracion molecular Sephadex G-25 para
eliminar moléculas de manopiranosido y a la proteina dializada en el mismo amortiguador de

citrato de sodio 50mM pH 6.5 adicionado con una concentracidn de 2mM de cloruro de calcio.

En la Figura 17 se muestra el analisis del comportamiento en solucion de hrCEMP1 en
amortiguador de citrato de sodio 50mM sin dializar mediante dispersion dindmica de luz. Se
observa una sefial en relacion a la distribucién de tamafio en volumen, con un didmetro de 17.3nm
gue representa el 98.6% de las moléculas en relacién al volumen, hay otras dos sefiales que

representan el 1.2% (149.1nm) y 0.2% (623.8nm),

Size (d.nm): % Volume:
Peak 1: 17.30 98.6
Peak 2: 149.1 1.2
Peak 3: 623.8 02

Size Distribution by Volume

aodo S SO O S S :
aodo L SO Ll L L :

P L ORI | IO L L :

“olume (Percent)

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm})

Record 70: CEMP-buff2 4|

Figura 17. Andlisis de dispersidon dinamica de luz de la proteina hrCEMP1 en amortiguador de

citrato de sodio 50mM, pH 6.5.
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En el andlisis de hrCEMP1 dializada (sin la presencia del manopiranosido) se observd que la
distribucidon del tamano de las moléculas se modificé en relaciéon a la proteina sin dializar. Se
presentan dos moléculas con diametros de 136.1nm (68.3 %) y 748.7nm (31.7%), este resultado

indica que la proteina sin el carbohidrato se oligomeriza (Figura 18).

Size (d.nm}: % Volume:
Peak 1: 136.1 68.3
Peak 2: 7487 317
Peak 3: 0.000 0.0

Size Distribution by Volume
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5 !
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0 :
0.01 0.1 1 10 1000 10000

Size (d.nm}

Record 80: CEMPD-buff2 4|

Figura 18. Anadlisis de dispersion dinamica de luz de la proteina hrCEMP1 dializada en

amortiguador de citrato de sodio 50mM, pH 6.5.

En el analisis de la proteina dializada contra el amortiguador de citrato de sodio 50mM, pH 6.5
adicionado con cloruro de calcio 2mM (Figura 19), la distribucién es de una sola molécula de un

didmetro de 241.1 nm que representa el 100% de las moléculas en el volumen.

Size {d.nm): % Intensity:
Peak 1: 2441 100.0
Peak 2: 0.000 0.0
Peak 3 0.000 0.0

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
=

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm})

Figura 19. Anadlisis de dispersion dindmica de luz de la proteina hrCEMP1 dializada en

Record 80: CEMPD-Ca+2-buff2 4|

amortiguador de citrato de sodio 50mM, pH 6.5 adicionada con 2mM de cloruro de calcio.
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La polidispersidad nos indica cuantas especies estan presentes en la solucién de proteina, siendo
una solucién monodispersa cuando sdlo una especie se encuentra presente (un solo peso
molecular). Observamos que esta proteina tiene fuertes tendencias a interaccionar con ella misma
formando diferentes estados de oligomerizacién. En la Figura 20 se muestra el analisis de
dispersion dinamica de luz en las tres condiciones que se valoraron para hrCEMP1.

La linea roja representa una especie de un radio hidrodinamico de 17.3 nm (hrCEMP1 en
amortiguador de citratos). Las lineas verdes representan a hrCEMP1 cuando se le retira el
manopiranosido por medio de dialisis y la proteina sufre un proceso de oligomerizacién en dos
especies con radios hidrodindmicos de 136 y 748nm. La linea azul representa a hrCEMP1 sin el
manopiranosido pero en presencia de cloruro de calcio. El radio hidrodindmico para esta ultima
condicidn es de 244nm.

Al realizar la medicién del modelo teérico de hrCEMP1, se observd que esta molécula tiene un
didmetro aproximado de 6nm (especie monomérica). Cuando se hace la comparacién de este
diametro con los radios hidrodindmicos obtenidos a partir de los analisis de DLS, podemos inferir
gue hrCEMP1 en amortiguador de citratos tiene tres veces el diametro del modelo tedrico. La
proteina dializada tiene un didametro 22 y 124 veces mayor al del modelo tedrico y la proteina
dializada y en presencia de cloruro de calcio tiene un didmetro 40 veces mayor que la especie

monomérica.

Size Distribution by Volume

anlo L SOTRT e L :
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Figura 20. Analisis de dispersion dinamica de luz de hrCEMP1. Linea roja: hrCEMP1 en
amortiguador de citrato de sodio. Linea verde: hrCEMP1 dializada. Linea azul: hrCEMP1 dializada y

con la adicién de 2mM de cloruro de calcio.
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PRUEBAS DE CRISTALOGENESIS.

A la fecha se han realizado multiples pruebas de cristalogénesis con la finalidad de encontrar las
condiciones iniciales de cristalizacion para hrCEMP1. Se han utilizados los sistemas de
cristalizacidn Crystal screen | y Il (Hampton Research) empleando como amortiguadores HEPES pH
7.2 y Citrato de sodio pH 5.6 y la adicion de Sulfato de Cadmio (10mM, 2mM y 1ImM).

Ademas se ha utilizado ademas el sistema de cristalizacion PEG-lon screen (Hampton Research)
empleando amortiguador de citrato de sodio pH 6.5 y el uso de aditivos: 1mM sulfato de cadmio,
trehalosa, acetato de amonio y fosfato de sodio.

Auln cuando el programa informatico X-Tal Pred indica poca probabilidad para lograr obtener
cristales de hrCEMP1, confiamos que la presencia del ligando especifico dado por las pruebas de
actividad de lectina y los aditivos que incrementan la estabilidad de la proteina obtenidos
mediante experimentos de desplazamiento térmico, se logre estabilizar una conformacién de la

proteina que dé lugar a la formacidn de cristales adecuados para estudios estructurales.

Las condiciones de cristalizacidn utilizadas, las adaptaciones que se han realizado de las mismas
con el uso de aditivos, los periodos de incubacién y las condiciones que se han difractado se

muestran en el apéndice 2.
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DISCUSION

Existen pocos estudios sobre la caracterizacidon bioquimica de proteinas presentes en los tejidos
mineralizados, y en lo que respecta a proteinas especificas del cemento radicular, la informacion
es muy limitada ya que a la fecha no se cuenta con la caracterizacién de ninguna de estas
proteinas. Tampoco se sabe cual es su funcién, ni como la llevan a cabo. Los analisis realizados a
este tipo de proteinas se han enfocado principalmente a dilucidar el papel que desempefian en Ila
formacién y mantenimiento de los tejidos a los cuales pertenecen. Con relacién a esto, la funcidn

de biomoléculas presentes en tejidos mineralizados de vertebrados e invertebrados como son la

63, 64, 65-67 66, 70 69, 70 64, 65, 68, 71

osteopontina, osteonectina, amelogenina, sialoproteina ésea, y una
variedad de proteinas de conchas,’*” han sido demostradas experimentalmente. De este modo,
las biomoléculas que se cree pueden tener influencia en el proceso de mineralizacién han tenido
que ser identificadas, aisladas, purificadas, clonadas, expresadas en formas recombinantes,
efectuado pruebas de actividad biolégica y finalmente caracterizadas para determinar como es
gue cumplen con su funcidn. Esta informacién ha sido empleada para entender el papel de dichas
proteinas en sus tejidos y asi poder disefiar terapias de medicina regenerativa. En todos estos
casos, es importante determinar la distribucién espacial y temporal de estas proteinas en tejidos
mineralizados, asi como su presencia o ausencia en tejidos no mineralizados y patoldgicos
asociados a la formacion de tejido mineral, ademas de realizar su inmunolocalizaciéon y/o
hibridacién in situ. Esto puede sugerir su papel en la formaciéon de biominerales. Asimismo, la
molécula en estudio puede ser asociada con el proceso de mineralizacidon in vivo, mediante
estudios en tejidos y en organismos genéticamente modificados, donde la expresidon de la
molécula de interés esté alterada, disminuida o incrementada. Finalmente, los estudios de
mineralizacién pueden ser empleados con sistemas libres de células, esto tiene como finalidad
esclarecer el mecanismo de accién (regulador, inhibidor o nucleador) de las moléculas de matriz
de los tejidos mineralizados y asi dilucidar su funcién en los sistemas biolégicos.

En el caso de CEMP1 los estudios previos no han permitido establecer las caracteristicas que posee
estd molécula y como estds pueden regular las funciones bioldgicas que se han reportado, por
esto y con la intencidn de aportar conocimiento sobre las proteinas del cemento radicular, en este

trabajo se ha realizado la caracterizacidon bioquimica — estructural de la proteina hrCEMP1 y

aportar informacion que ayude a dilucidar el papel de esta proteina en el cemento radicular.
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La proteina del cemento 1 utilizada en este trabajo se obtuvo mediante la clonacion del gen y la
recombinacién del mismo en el sistema de expresion eucarionte Pichia pastoris. Se decidié el uso
de la proteina recombinante como estrategia experimental, pues, la cantidad de CEMP1 que es
expresada en su fuente nativa es insuficiente para realizar las pruebas de caracterizacion
bioquimica — estructural. El uso del sistema de expresidn Pichia pastoris favorece un correcto
plegamiento de las proteinas heterdlogas eucariontes al proporcionar un microambiente,
procesamiento de proteina y modificaciones pos-traduccionales similares a los presentes en los
eucariontes superiores, el crecimiento del cultivo es rdpido (comparable con la velocidad de
crecimiento de E. coli), el cultivo se puede escalar a grandes volimenes y es menos costoso que
otros sistemas de expresion eucarionte (células de mamifero), ademas de que este sistema de
expresion permitio la glicosilacion de hrCEMP1, tal como se presenta en su forma nativa.”* ™’

La cinética de expresidon demostré la presencia de hrCEMP1 en el cultivo a partir de las 24 horas
de induccién con metanol, manteniéndose constante en cantidad a las 48 horas y disminuyendo su
cantidad a las 72 y 96 horas, esto puede deberse a que el cultivo alcanza una saturacién de células
a las entre las 24 y 48 horas e inicia a decaer después de este tiempo, siendo menor el nUmero de
células activas conforme transcurre el tiempo (Figura 1 A).

La purificacién de hrCEMP1 se realizé mediante la cromatografia de afinidad a carbohidratos’” "
Con A sheparose, ya que se tenia el antecedente de que CEMP1 nativa es una proteina N —
glicosilada® y que la expresidn en Pichia pastoris proporciona modificaciones pos-traduccionales.”
La unién de hrCEMP1 a la lectina concanavalina y la posterior identificacién de glicosilaciones
confirmaron la glicosilaciéon pos—traduccional de hrCEMP1. El rendimiento de proteina purificada
fue de aproximadamente 940ug por cada litro de cultivo, este rendimiento es similar a lo
reportado al usar fibroblastos gingivales humanos para expresar CEMP1.>> Sin embargo, el costo
que representa el mantenimiento de los cultivos de células de mamifero y sus velocidades de
crecimiento hacen que la expresién de hrCEMP1 en Pichia pastoris el mejor modelo a la fecha para
obtener cantidades elevadas de CEMP1 con actividad bioldgica.

En este trabajo demostramos la presencia de glicosilaciones en hrCEMP1 mediante la técnica de
tinciéon con azul de alcidn/acido peryddico de Shiff y visualizacion en geles SDS-PAGE.®” 8 La
presencia de dichas glicosilaciones explica la afinidad de hrCEMP1 a la lectina concanavalina. La
unién de glicanos a residuos de asparagina es una modificacién pos—traduccional abundante,

esencial y altamente conservada en eucariontes. El proceso de N-glicosilacion incluye dos fases

principales: el ensamble de un oligosacarido unido a un lipido (dolicol) y la transferencia de este
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oligosacarido al residuo de asparagina seleccionado en la cadena polipeptidica. La biosintesis del
oligosacdrido unido al lipido tiene lugar en ambos lados de la membrana del reticulo
endoplasmatico e involucra a una serie de glicosiltransferasas especificas que catalizan el
ensamble de la ramificacion del oligosacarido en una manera altamente definida.
Oligosacariltransferasas seleccionan la secuencia Asn-X-Ser/Thr en la cadena polipeptidica y
generan la uniéon N-glicosidica entre la amida de la cadena lateral de la asparagina y el
oligosacarido, el procesamiento final de la glicosilacién tiene lugar en el aparato de Golgi de la
célula que cataliza modificaciones a las N-glicosilaciones, generando un N-glicoproteoma muy

diverso en células eucariontes.® * ®

La presencia de glicanos en las proteinas tiene una
influencia en la estabilidad, solubilidad y pueden contribuir al proceso de plegamiento.®

La masa molecular de hrCEMP1 determinada mediante espectrometria de masas fue de 28,770 Da
(Figura 6), mientras que el peso tedrico calculado in silico para la proteina recombinante es de
28,081 Da, esto indica una diferencia de 689 Da. Esta diferencia en el peso molecular puede
explicarse por la presencia de N-glicosilaciones (dos N — acetilglucosaminas y dos residuos de
manosa 800 Da) unidas posiblemente a la asparagina de la posicién 20 o 25 en CEMP1. La
diferencia en el grado de glicosilacién entre la especie nativa y la recombinante en Pichia pastoris
puede deberse a un procesamiento diferente en el aparato de Golgi de la levadura o que la
longitud del dolicol en las levaduras es menor tamafio que el que se presenta en humanos.®

En los ultimos afios se han disefiado técnicas libres de células que utilizan precipitacidon de calcio
en geles para dilucidar como las proteinas no coldgenas y otras biomoléculas actuan en el proceso
de biomineralizaciéon.®® En éstos sistemas experimentales, la proteina en estudio es incorporada al
gel a temperatura ambiente, por lo que permanece estable y sin desnaturalizarse durante el
tiempo que dura el experimento, el sistema permite el estudio de la nucleacién y regulacién de
cristales de fosfato de calcio de novo, el gel es translucido y el proceso puede visualizado con un
microscopio Optico. Los compuestos formados son facilmente recolectados del gel, sin
contaminacion, al ser experimentos libres de células y que la matriz no interacciona con el
proceso, se puede conocer el efecto de la biomolécula por si sola en el proceso de
biomineralizacion.

En este trabajo se utilizé el sistema de contradifusion en gel de silicato para determinar si
hrCEMP1 posee actividad bioldgica relacionada con la nucleacién y regulacién de cristales de

fosfato de calcio. Nuestros resultados demuestran que en el experimental con hrCEMP1, la

formacién de estructuras esféricas de 150 a 200um de didmetro compuestas por multiples placas
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alargadas con una orientacidn definida y que tienen su origen en el centro de la esfera. Este tipo
de estructuras es caracteristico de proteinas que participan en el proceso de biomineralizacion
como la proteina de matriz de dentina 1 (hrDMP1), amelogenina (AMEL), sialoproteina 6sea (BSP),
la proteina de adhesidn del cemento (CAP) y la proteina del cemento 1 (hrCEMP1) expresada en
fibroblastos gingivales humanos. Al realizar el andlisis elemental mediante energia dispersiva de
rayos x (EDS) se determind que las estructuras formadas en presencia de hrCEMP1 estan
compuestas principalmente por calcio y en menor proporcion por fésforo (Tabla 2).

La relacién Ca/P, la cual estima la fase mineralizada de los fosfatos de calcio, fue calculada
tomando en cuenta al calcio y fésforo como el 100% de los elementos presentes en la muestra y se
compard con la relacién Ca/P de referencia para los fosfatos de calcio de relevancia bioldgica
(Tabla 1). La relacion Ca/P para los cristales inducidos con hrCEMP1 fue de 1.58, esta relacion es
cercana a la de la hidroxiapatita (1.67). La relacion Ca/P obtenida en ensayos de contadifusién en
gel donde se utilizo hrCEMP1 expresada fibroblastos gingivales humanos indica que la fase mineral
que se formé fue hidroxiapatita.” Estos resultados contrastan con los observados en los controles
sin proteina y con una proteina que no participa en el proceso de mineralizacion (BSA). En ambos
casos la morfologia observada fue de placas con bordes irregulares y con una relacion Ca/P menor
a 1 en ambos casos. Los resultados de los ensayos de contradifusidn revelan que CEMP1 participa
en la nucleacién de los cristales de hidroxiapatita y regula el crecimiento ordenado de estos.

La caracterizacidn de las proteinas no colagenas asociadas a la formacién de cristales de fosfato de
calcio ha mostrado que comparten caracteristicas en comun, tales como: a) Son proteinas acidas
(contienen regiones ricas en acido aspartico, acido glutdmico y serina), estds regiones reconocen y
dirigen el crecimiento del cristal en un plano especifico.””®® b) Estds proteinas estan fosforiladas
y/o glicosiladas, c) Presentan tirosina-sulfatos y d) Tienen alta afinidad por la hidroxiapatita.>” >
La caracterizacion bioquimica de hrCEMP1 reveld que estd proteina comparte algunas de las
caracteristicas antes mencionadas: es una proteina que esta glicosilada y tiene una alta afinidad
por la hidroxiapatita®’; sin embargo, no es una proteina &cida, ya que posee un punto isoeléctrico
de 9.1. Al analizar la secuencia de aminoacidos de CEMP1, identificamos regiones con
aminoacidos acidos y ricas en serina: SSTDS (residuos 4-8), STSNTSAE (residuos 17-24), EENS
(residuos 147-150) y SCSGS (residuos 217-221). CEMP1 es una proteina de 247 aminoacidos, de
éstos, 5 residuos son acido aspartico (2%), 9 residuos de acido glutamico (3.6%) y 22 residuos de
serina (8.9%). Estas regiones pueden estar asociadas a la unidn de calcio y junto con la serina,

regular la morfologia de esférulas formadas por placas alargadas que crecen de un centro en
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comun. Los residuos de acido glutamico y acido aspartico pueden interactuar fuertemente con la
superficie de la hidroxiapatita. En contraste, es posible que la serina interactué con la superficie de
la hidroxiapatita de dos cristales y entonces se formen campos de esférulas densas.”’ Eiden-
Abmann y colaboradores, demostraron que la presencia de acido glutamico, dcido aspartico y
serina en el sistema de contradifusion en gelatina induce la formacidon de cristales de
hidroxiapatita en forma de esférulas®’. La serina induce el crecimiento de esférulas densas,
formadas por multiples agujas que se originan de un centro en comun. El acido glutdmico favorece
el crecimiento de esférulas conectadas hechas de agujas que se originan de un centro en comun,
mientras que el acido aspartico crea esférulas conectadas por algunas placas con un origen
comun. En otra investigacién Gen He y colaboradores,®” realizaron ensayos de nucleacién de
cristales de fosfato de calcio inducidos con la proteina DMP1 (proteina de matriz de dentina 1). Al
analizar la secuencia de aminoacidos de esta proteina localizaron cuatro regiones acidas: ESNES
(residuos 376-380), ESQES (residuos 386-390), DSQDS (residuos 431-435) y QESQSEQDS (residuos
414-422). Durante las primeras horas después de iniciada la nucleacién solo se observaron
fosfatos de calcio amorfos. A partir del primer dia y hasta el tercer dia se observaron una serie de
fases cristalinas intermedias o de transicidon. Después de una semana de incubacién se formaron
estructuras semejantes a esférulas hechas de placas cuya composicién fue hidroxiapatita.

Muchas proteinas asociadas a los tejidos mineralizados (dientes y hueso) o involucradas en la
estabilizacion de los fosfatos de calcio en los fluidos corporales (leche y saliva), han sido
identificadas a nivel de genes en el cromosoma 4. Estés incluyen a las proteinas de dentina/hueso
sialofosfoproteina de dentina (DSPP), proteina de matriz de dentina 1 (DMP1), sialoproteina dsea
(BSP), fosfoglicoproteina de matriz extracelular, osteopontina (OPN), enamelina, ameloblastina,
caseinas de leche, estaterina salival y proteinas ricas en prolina. Se han propuesto diversas
funciones para cada una estds proteinas multifosforiladas y glicosiladas, estas funciones incluyen
la estabilizacién de los fosfatos de calcio en solucion (caseina, estaterina), prevencion de la
precipitacién espontanea de iones y tener actividad de nucleadoras y reguladoras del crecimiento
de cristales de fosfato de calcio (BSP), promocion de la biomineralizacién (DSPP), asi como la
activacion de vias de sefalizacidon intracelular para el control de la expresidon genética. La
flexibilidad para desempefiar multiples funciones depende de la plasticidad para adoptar diversas
conformaciones que tienen estds proteinas las cuales han sido caracterizadas como

intrinsecamente desorganizadas.
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En este sentido y con la finalidad aportar informacién estructural de la proteina CEMP1 y conocer
el contenido de estructura secundaria se realizé el analisis dicroismo circular. El procesamiento de
los datos de dicroismo circular indican que hrCEMP1 tiene un 28.6% de estructura alfa hélice, 9.9%
de laminas beta y un 62.5 estructura aleatoria (Tabla 4), lo que demuestra que hrCEMP1 es una
proteina intrinsecamente desorganizada. El uso de diferentes aditivos, amortiguadores y
variaciones de pH (10mM de sulfato de cadmio, HEPES pH 7.4 y citrato de sodio pH 6.5
respectivamente), no tuvieron influencia en el contenido de estructura secundaria de hrCEMP1.
Sin embargo, la adicion de 1y 2mM de cloruro de calcio disminuyd la intensidad de seiial del
espectro de dicroismo, incrementando el contenido de estructura aleatoria (Tabla 4). Esto puede
deberse al efecto de CEMP1 en la precipitacion de fosfatos de sodio y de calcio y la subsecuente
formacién de agregados que lleva a la disminucién de proteina en estado soluble.

La prediccion de la factibilidad de cristalizar hrCEMP1 se llevé a cabo con el programa in silico
X-talPrep, este andlisis se basa en la comparacién de nueve caracteristicas bioquimicas y biofisicas
de la proteina con la correspondiente distribucion de probabilidad obtenida a partir un objetivo en
la base de datos. La prediccién indica que hrCEMP1 tiene la expectativa de cristalizacion mas baja
que el anadlisis otorga. Esto se debe a que se identifican multiples regiones desorganizadas (1-24,
34-56, 205-220, 252-264)y principalmente una region de 43 aminoacidos en la parte central de la
proteina (141-184). El contenido de estructura secundaria predicho es de 23% de alfa hélice, 13%
laminas beta y 63% de contenido aleatorio. Los resultados del contenido de estructura secundaria
obtenidos experimentalmente por dicroismo circular son similares a los obtenidos in silico.

El modelo tridimensional teérico de hrCEMP1 reveld que estd proteina es globular, formada
principalmente por un 35% de alfa hélice con siete regiones, 62% de estructura aleatoria y 2% de
ldminas beta. Estos resultados son consistentes con los observados en la prediccién de
cristalizacidn, que indica que hrCEMP1 es una proteina intrinsecamente desorganizada. Se sabe
gue multiples proteinas que participan en el proceso de biomineralizacién estan intrinsecamente
desorganizadas (tienen multiples regiones desorganizadas en su conformacion tridimensional).

Las pruebas de desplazamiento térmico realizadas a hrCEMP1 mediante el empleo de diferentes
aditivos, variaciones del pH y composicion del amortiguador se realizaron con la intencidn de
poder establecer las condiciones que favorecieran la estabilidad y solubilidad de hrCEMP1. La
solubilidad y estabilidad de las proteinas es un requisito universal en un amplio intervalo de
aplicaciones como son los estudios bioquimicos, preparaciéon de farmacos, biologia estructuras y

pruebas de cristalografia.?® La solubilidad y estabilidad es afectada por diversos factores como son
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el pH, el tipo de aditivos o co-solutos y el amortiguador. El ensayo de ThermoFluor (fluorescencia
basada por cambio térmico), utiliza un fluoré6foro que monitorea la desnaturalizacion de una
proteina con respecto al incremento de la temperatura y de la presencia de aditivos. El punto
medio de la transicién a la desnaturalizacién, es determinada por el analisis de la curva de
calentamiento. Cualquier cambio en la Tm bajo diferentes condiciones es indicativo de un cambio
en la estabilidad de la proteina. Un desplazamiento positivo en la Tm, indica un aumento en Ia
estabilidad de la proteina por un incremento en el orden estructural y una reduccién en la
flexibilidad conformacional, mientras un cambio negativo en la Tm indica una desestabilizacién. La
comparacién de la Tm en la presencia de ligandos particulares puede dar un estimado de la
afinidad y posible interaccidn en sus fuentes nativas.?  El analisis de ThermoFluor realizado a
hrCEMP1 demuestra que esta proteina es termoestable a altas temperaturas (Tm en agua 73°C).
Uno de los valores mas bajos en la Tm se presentd cuando la proteina estd en presencia del
aminodcido con carga positiva arginina, la Tm para esta condicién fue de 36°C (valor comparable
con el control de desnaturalizacién, acido tricloroacético 37°C), esto indica que la proteina esta
totalmente desnaturalizada. Cuando a dicha condicién se la adiciona el aminoacido acido
glutdmico, el valor de la Tm incrementa a 75°C. La glicina, serina y triptona también incrementan
la Tm (75°C, 76°C y 78°C respectivamente). El valor mas alto de Tm corresponde a la incubacion
con el aditivo fosfato de sodio monobasico 700mM + fosfato de potasio 1.3 M. La prueba de
estabilidad en funcién del pH y composicion del amortiguador mostro que el valor de Tm mas
elevado corresponde a el acetato de sodio pH 3.4 (Tm 71°C), mientras que el valor mas bajo
corresponde para el Imidazol pH 6.6 (Tm 44°C). Esto puede indicar que CEMP1 depende de la
interaccidon con otras proteinas principalmente con regiones de aminodcidos acidos, glicina y la
interaccion con altas concentraciones de fosfatos (ligandos) para lograr una estabilidad
conformacional, posiblemente protegiendo regiones inestables o adoptando un cambio de
estructura mas favorable que evite que la proteina pierda el plegamiento.

Las proteinas generalmente contienen numerosos grupos ionizables, los cuales tienen una
variedad de pKas. Como consecuencia, la solubilidad puede cambiar dramaticamente cuando se
altera el pH y en algunos casos estd variacidn se da por cambios muy pequefios de pH (0.1
unidades). El pH afecta la naturaleza especifica de las interacciones proteina — proteina
modificando la posibilidad de formar puentes salinos y enlaces de hidrogeno que son cruciales
para la formacion de contactos especificos. Las interacciones electroestdticas, que dependen del

estado de protonacion de las cadenas laterales de los aminoacidos, juegan un papel fundamental
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en la afinidad de la unidn de la proteina por su sustrato, la hidratacion de la proteina y las
interacciones con moléculas pequefias y iones.®

En este trabajo demostramos por primera vez que CEMP1 es una lectina. Las lectinas, son
proteinas que se unen a carbohidratos y no despliegan actividad enzimatica hacia los azlcares que
reconocen, ni alteran en modo alguno su estructura covalente.® Se encuentran en todos los
seres vivos, desde las bacterias y plantas, hasta animales e incluso virus. El reconocimiento a
carbohidratos se da en un gran nimero de contextos bioldgicos diferentes. Por lo tanto, las
lectinas son un grupo altamente diverso de proteinas, que estd formado de varias familias no
relacionadas.

Las interacciones lectina-ligando pueden ser divididas en dos grupos generales: aquellas que
involucran N- y O-glicanos,”® y aquellas que involucran cadenas de glicosaminoglicanos (GAG). Los
principios basicos de las primeras interacciones son que los sitos de unién son de relativa baja
afinidad y se localizan en cavidades poco profundas de la superficie de las proteinas, la
selectividad se da mayoritariamente por medio de una combinacidn de puentes de hidrégeno (que
involucran a los grupos hidroxilo de los azucares) y por empaquetamiento originado por fuerzas
tipo Van der Waals de la cara hidrofdbica de los anillos de monosacdaridos contra las cadenas
laterales de los aminodcidos aromaticos y que la selectividad también puede ser otorgada por los
puentes de hidrégeno entre moléculas de agua o de iones divalentes. Finalmente, la regién de
contacto real entre el sacarido y el polipéptido involucra tipicamente a sélo un residuo de
monosacarido. Como consecuencia de ello, estos sitios de unién de las lectinas tienden a tener
una afinidad relativamente baja, pero son de gran especificidad.

La identificacion de la actividad de lectina de una proteina generalmente se lleva a cabo mediante
una cromatografia de afinidad con glicoconjugados o con el uso de células rojas sanguineas fijadas
guimicamente. El aislamiento y fijacién de eritrocitos tiene las siguientes ventajas, (1) los
eritrocitos de diferentes especies de vertebrados tienen varios glicoconjugados en su superficie y
representan un amplio intervalo de matrices naturales para la absorcion de lectinas. (2) Las
lectinas con una especificidad de unidn a carbohidratos desconocida pueden ser aisladas e
identificadas con esta técnica. (3) Los eritrocitos son econdmicos y viables para su uso.”” En este
trabajo se identificd que hrCEMP1 es una lectina mediante la aglutinacién de eritrocitos de conejo
formalinizados. Se determind que hrCEMP1 es una lectina dependiente de iones divalentes (calcio)
para llevar a cabo su actividad, siendo ésta muy elevada, pues alin en concentraciones muy bajas

de proteina (0.003pg/ul), esta sigue teniendo actividad aglutinante. La actividad de aglutinacidn de
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hrCEMP1 fue inhibida al incubar a la proteina en presencia de un carbohidrato (manopiranosido),
esto indica que los sitios de reconocimiento de carbohidratos de hrCEMP1 son ocupados por el
manopiranosido impidiendo la aglutinacion de los eritrocitos. A pesar de contar con
concentraciones bajas del carbohidrato (3.3uM), hrCEMP1 tiene una afinidad muy alta a éste.
Todas las lectinas conocidas tienen dos o mas sitios de unién para azucares, lo cual explica su
capacidad de aglutinar, es decir, establecer enlaces cruzados con los azlcares presentes en la
superficie de eritrocitos y otras células. Las lectinas multivalentes (lectinas que pueden unir dos o
mas moléculas de carbohidratos) pueden formar complejos entrecruzados con epitopos de
carbohidrato multivalentes que se clasifican en dos tipos distintos (Brewer, 1996): Los
entrecruzados lineales, llamados de tipo I, que son la mayoria solubles y ocurren entre una lectina
divalente y un carbohidrato divalente y los entrecruzados no lineales, de dos o tres dimensiones,
llamados de tipo Il, que son la mayoria insolubles y que ocurren cuando las lectinas y/o los
carbohidratos involucrados tienen una valencia mayor a dos. La formacién de complejos
entrecruzados de tipo Il confiere especificidad adicional a las lectinas, ya que los complejos
homogéneos entrecruzados se forman incluso en presencia de mezclas de lectinas y carbohidratos
o glicoproteinas (Gupta et al. 1994). hrCEMP1 presenta un entrecruzamiento complejo tipo II,
confirmado por la aglutinacién de eritrocitos. Se piensa que esta especificidad adicional llega a ser
importante cuando una lectina entrecruza glicoconjugados en la superficie celular, lo que
comuUnmente lleva a efectos de transduccidn de sefiales.”® Este efecto podria estar relacionado
con el reporte que indica que CEMP1 induce la fosforilacidon y translocaciéon a nucleo de dos
proteinas cinasas (JNK y p38) encargadas de vias de sefializacion intracelular relacionadas con la
proliferacion y diferenciaciéon de cementoblastos in vitro® posiblemente por la interaccion de esta
proteina con un receptor en la membrana celular por interaccién lectina.

Otro punto a considerar dentro de la caracterizacion son los andlisis de los estados de
monodispersidad y agregacion de hrCEMP1 mediante dispersion dinamica de luz (DLS). Se
emplearon tres condiciones para este estudio, la proteina hrCEMP1 unida al carbohidrato
manopiranosido en amortiguador de citrato de sodio, la proteina sin el carbohidrato en
amortiguador de citrato de sodio y la proteina sin el carbohidrato en amortiguador de citrato de
sodio mas una concentracion de 2mM de cloruro de calcio.

El resultado de la dispersion dindmica de luz demostré que la proteina unida al manopiranosido
presenta una especie mayoritaria de un didmetro de 17.3nm (98.6% de las moléculas en la

solucién) y dos agregados de mayor tamafio de didametro, 149nm (1.2%) y 623nm (0.2%). Al
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realizar la didlisis de la proteina y eliminar la asociacién con el manopiranosido, se presenta una
agregacion de hrCEMP1 en dos especies, una de 136nm (68.3% de las moléculas en la solucién) y
otra de 748nm (31.7%). Cuando a la proteina se le retira el carbohidrato, pero se adiciona una
concentracién de calcio en solucién (2mM CacCl,), se presenta solo una especie de un diametro de
241nm (100% de las moléculas en la solucidn). Estos datos indican que la especie con el menor
grado de agregacion es cuando la proteina esta estabilizada con el manopiranosido (17.3nm). La
proteina pierde estabilidad y aumenta el estado de agregacidn cuando pierde la interaccién con el
carbohidrato, esto es visible por la formacion de dos especies de mayor didmetro, una de 136nm
y otra de 748nm, (7.8 y 44 veces de mayor didametro comparadas con la especie de 17.3nm). La
adicion de calcio a la proteina dializada favorece la monodispersidad, posiblemente por una
coordinacién en los sitios de unidn a carbohidratos. Se observa una especie de 241nm (14 veces el
didmetro de la especie de 17.3nm).

A la fecha se han realizado multiples pruebas con la finalidad de encontrar las condiciones iniciales
de cristalizacién de hrCEMP1 y aunque se han formado cristales, estos han difractado como sal o
no han difractado. Sin embargo, ya que se cuenta con la caracterizacién bioquimica de esta
proteina, se pueden optimizar las condiciones con el uso de aditivos como son la glicina, el acido
glutdmico, el manopiranosido y pH acidos que favorezcan la estabilidad estructural y generar las

condiciones optimas para la cristalizacion de esta proteina de alto interés biolégico.
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CONCLUSIONES

La proteina hrCEMP1 expresada en Pichia pastoris esta glicosilada y plegada con un porcentaje de

estructura hélice alfa de 28.6%, hojas beta 9.9% vy estructura aleatoria 62.5%.

Mediante este sistema de expresidon se ha logrado purificar a hrCEMP1 con un rendimiento de

cerca de 1mg de proteina por litro de medio de cultivo.

El andlisis de contenido de estructura secundaria indica que hrCEMP1 es una proteina con un alto
contenido de estructura desordenada (62.5% de estructura aleatoria, regiones: 1-6, 16-20, 28-30,
33-56, 66-73, 87-124, 155-176, 184-197, 209-214 y 216-247), compartiendo estd caracteristica con

muchas otras proteinas asociadas al proceso de biomineralizacién.

hrCEMP1 expresada en Pichia pastoris, participa en la nucleacién y regulacién del crecimiento y

composicion de cristales de fosfato de calcio en una fase mineralizada préxima a la hidroxiapatita.

Se generd un modelo tridimensional teérico de hrCEMP1 que es consistente con el contenido de
estructura secundaria obtenido a nivel experimental mediante dicroismo circular y de prediccién

in silico mediante el servidor XtalPred.

Se demostré que hrCEMP1 tiene actividad de lectina con una alta afinidad por el carbohidrato

manopiranosido, siendo este el Unico ligando especifico reportado a la fecha para esta proteina.

La estabilidad de hrCEMP1 se ve favorecida por la presencia de aminoacidos acidos, glicina,
péptidos derivados de fosfoproteinas como la tripona y una alta concentracion de fosfatos y pH

acidos.

La informacidn generada con estd caracterizacidon bioquimica — estructural sienta un precedente

que puede contribuir a la cristalizaciéon, caracterizacidn tridimensional y entendimiento las

funciones bioldgicas de CEMP1.
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APENDICE

Prueba de estabilidad y solubilidad de hrCEMP1.

Solubility and stability screen Hamptom Research.

Concentracion Aditivo Tm Grupo quimico
100 % v/v Agua 73 Control
75 % w/v Acido tricloroacético 37 Control
250 mM L-Arginina 36 Aminoacido
250 mM L-Arginina + L-acido glutdmico 250mM 74.9 Aminoacido
500 mM Glicina 75 Aminodcido
500 mM L-Prolina 71 Aminoacido
120 mM L-Histidina 72 Aminoacido
500 mM B-Alanina 73 Aminoacido
500 mM L-Serina 76 Aminodcido
500 mM L-Arginina etil éter dihidroclorhidrico 64 Aminoacido
500 mM L-Arginina dihidroclorhidrico 66 Aminoacido
500 mM Acido 6-aminohexanoico 71 Aminodcido
500 mM Gly-gly 68 Péptido
200 mM Gly-gly-gly 75 Péptido

5% w/v Triptona 78 Péptido
2,500 mM Betaina monohidratado 70 Osmolito
750 mM D-(+)-Trehalosa dihidratado 70 Osmolito
2,000 mM Xilitol 71 Osmolito
2,000 mM D-Sorbitol 72 Osmolito
2,000 mM Sacarosa 73 Osmolito
500 mM Hidroxiectoina 71 Osmolito
2,500 mM Trimetilamina N-oxido di hidratado 69 Osmolito
2,000 mM Metil-a-D-glucopiranosido 72 Osmolito
10 % v/v Trietilen glicol 70 Osmolito
500 mM Espermina tetrahidroclorhidrico 68 Poliamina
500 mM Espermidina 54 Poliamina
500 mM Acido 5-aminovalerico 78 Linker
500 mM Acido glutarico 50 Linker
80 mM Acido Adipico 67 Linker
500 mM Etilenediamina dihidroclorhidrico 68 Linker
500 mM Hidrocloruro de guanidina 70 Caotrépico
500 mM Urea 68 Caotrépico
500 mM N-Metillurea 69 Caotrépico
200 mM N-Etilurea 69 Caotrépico
30 % w/v N-Metill formamida 57 Caotrépico
3% w/v Hipotaurina 68 Caotrépico




150 mM TCEP hidroclorhidrico 44 Reductor

20mM GSH (L-Glutationa reducida) + GSSG 20mM 68 Reductor
5% w/v Benzamidina hidroclorhidrico 67 Inhibidor

50 mM EDTA sal de sodio dihidratada 69 Quelante
100 mM Cloruro de magnesio hexahidratado + Cloruro de 69 Metal

calcio 100mM
100 mM Cloruro de Cadmio hidratado + Cloruro de Cobalto 64 Metal
100mM

1,000 mM No Detergente sulfobetaina 195 (NDSB-195) 72 No detergente
1,000 mM No Detergente sulfobetaina 201 (NDSB-201) 66 No detergente
1,000 mM No Detergente sulfobetaina 211 (NDSB-211) 73 No detergente
1,000 mM No Detergente sulfobetaina 221 (NDSB-221) 69 No detergente
800 mM No Detergente sulfobetaina 256 (NDSB-256) 44 No detergente
500 mM Taurina 76 Acido orgénico
500 mM Acetamina 71 Acido orgénico
500 mM Acido oxalico dihidratado 52 | Acido orgénico
500 mM Manolato de sodio pH 7.0 73 Acido orgénico
500 mM Acido succinico pH 7.0 74 | Acido orgénico

5%v/v Tacsimato pH 7.0 73 Acido orgénico
25 % w/v Bromuro tetraetil amonio 43 Liquido idnico
25 % w/v Cholin acetato 70 Liquido iénico
25 % w/v 1-Etil-3-metilimidazol acetato 64 Liquido idnico
25 % w/v 1-Butil-3-metilimidazol cloruro 40 Liquido idnico
25 % w/v Nitrato de etilamonio 64 Liquido idnico
500 mM Sulfato de amonio 72 Sal

500 mM Cloruro de amonio 75 Sal

500 mM Sulfato de magnesio hidratado 71 Sal

500 mM Tiocinato de potasio 71 Sal

250 mM Gadolinio(lll) cloruro hexahidratado 48 Sal

250 mM Cloruro de cesio 71 Sal

250 mM Acido gamma-aminobutirico (GABA) 71 Sal

500 mM Nitrato de Litio 72 Sal

500 mM DL-Acido malico pH 7.0 75 Sal

500 mM Citrato de litio tribasico tetrahidratado 73 Sal

250 mM Acetato de amonio 75 Sal

250 mM Bencenosulfonato de sodio 71 Sal

250 mM Toluenosulfonato de sodio 69 Sal
1,000 mM Cloruro de sodio 75 Sal
1,400 mM Cloruro de potasio 74 Sal

700 mM Fosfato de sodio monobdsico + Fosfato de potasio 79 Sal

1.3M

1,000 mM Sulfato de sodio decahidratado 76 Sal
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1,400 mM Cloruro de litio 72 Sal

1,000 mM Bromuro de sodio 74 Sal

40 % v/v Glicerol + Cloruro de litio 400mM 69 Poliol — sal
50 % v/v Glicerol 50 Poliol

10 % v/v Etilen glicol 68 Poliol

10 % v/v Polietilen glicol 200 69 Poliol
5% v/v Polietilenglicol monometil éter 550 71 Poliol
5% w/v Polietilenglicol monometil éter 750 76 Poliol

50 % v/v Formamida 53 Poliol

50 % v/v Polipropilenglicol P 400 48 Poliol

25 % v/v Pentaeritritol etoxilato (15/4 EO/OH) 31 Poliol

10 % w/v 1,2-Propanediol 67 Poliol
3% w/v Polietilenglicol monometil éter 1,900 70 Polimero
3% w/v Polietilenglicol 3,350 71 Polimero
3% w/v Polietilenglicol 8,000 71 Polimero
2% w/v Polivinilpirrolidona K15 72 Polimero
100 mM 6-0-a-D-Maltosil-B-ciclodextrina 28 Ciclodextrina
10 mM (2-Hidroxipropil)-B-ciclodextrina 46 Ciclodextrina
80 mM a-Ciclodextrina 42 Ciclodextrina
10 mM B-Ciclodextrina 44 Ciclodextrina
50 mM Metil-B-ciclodextrina 28 Ciclodextrina
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