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Resumen 
 

El cemento radicular es un tejido mineralizado especializado el cuál cubre la 

superficie radicular de los dientes, con características similares al hueso en sus 

componentes orgánicos e inorgánicos, sin embargo, no presenta aporte 

sanguíneo directo, inervación ni drenaje linfático lo hace único y especial para su 

estudio. Recientemente se han identificado dos proteínas especificas de este 

tejido, la proteína del cemento 1 (CEMP1) y la proteína de adhesión del cemento 

(HACD1/CAP) involucradas en el proceso de mineralización y en la nucleación 

de cristales de fosfato de calcio in vitro.  

Actualemente el uso de péptidos sintéticos ha revolucionado la terapia médica 

hacia blancos específicos para emular las funciones biológicas de diversas 

moléculas, desarrollando una terapia sin compromiso inmunológico, respuesta 

específica, mayor velocidad en su síntesis y bajo costo resultando como una 

excelente alternativa a futuro. 

Utilizando péptidos sintéticos derivados de CEMP1 y HACD1/CAP realizamos 

estudios de nucleación de cristales de fosfato de calcio in vitro, mediante un 

sistema de contradifusión en gel de silicato libre de células, evaluando si al 

combinarlos presentaban acción sinérgica o antagonista durante la nucleación. 

El estudio se complementó mediante un análisis estructural y quimico de los 

cristales donde se emplearon técnicas microscópicas tales como SEM, HRTEM, 

EDS y espectroscopía µRAMAN. 

Los resultados mostraron que pCAP tiene la capacidad de nuclear cristales de 

hidroxiapatita (HAp), de modo individual y en combinación con los péptidos de 

CEMP1, por otra parte el péptido CEMP1-A participa en la nucleación de 

cristales de fosfato octacálcico y CEMP1-B mostró función antagonizante en el 

proceso de nucleación de cristales de fosfato de calcio desarrollando una fase 

mineral inmadura (rt Ca/P -1.2), esta información fue mediante el análisis 

químico por EDS y por medio de SEM se identificaron diferencias estructurales 

entre todos los grupos. Utilizando tablas cristalográficas internacionales 

(PDFfiles) se compararon los resultados obtenidos en HRTEM. 
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Esta información puede generar nuevas ideas y estrategias del uso de péptidos 

sintéticos derivados de proteínas del cemento como nucleadoras de cristales de 

fosfato de calcio en el área mineralización de tejidos y conocer las secuencias 

que mimeticen el comportamiento mineralizante de la proteína nativa. 

 

Abstract 
 
Cementum is a specialized mineralized tissue which covers the root surface of 

teeth, it has similar features to bone in its organic and inorganic components, 

however it doesn´t have direct blood supply, innervation and lymphatic drainage 

these features make it unique and special for study. Recently two specific 

proteins of this tissue have been identified, the Cementum protein 1 (CEMP1) 

and the Cementum Attachment Protein (HACD1 / CAP) involved in the process 

of mineralization and nucleation of calcium phosphate crystals in vitro. 

Currently the use of synthetic peptides has revolutionized therapy from specific 

targets to emulate biological functions of various molecules, developing therapies 

without immune commitment, specific response, higher speed of  synthesis and  

low cost it being as an excellent future alternative. 

	  

Using synthetic peptides derived from CEMP1 and HACD1 / CAP we carry out 

studies of crystal nucleation of calcium phosphate in vitro using a counter-

diffusion  system in silicate gel without cells and they were evaluated whether to 

combine them showed synergistic or antagonist action during nucleation. It was 

complemented by structural and chemical analysis of the crystals by the use of 

microscopy techniques as SEM, HRTEM, EDS and µRAMAN analysis. 

 

The outcomes showed that pCAP has the ability of hydroxyapatite (HAp) crystal  

nucleation individually and combine it with other peptides from CEMP-1, on the 

other hand the CEMP1-A peptide participate in the octacalcium phosphate (OCP) 

crystal nucleation and CEMP1-B showed antagonist function in nucleation 
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process of calcium phosphate crystals and developing an inmature mineral 

phase, these information were obteined by a chemical analysis by EDS, SEM 

wich recognized structural differences between all groups and by international 

crystallography tables and were compared the outcomes achieved by HR-TEM 

 

This information could open up new ideas and strategies in the use of synthetic 

peptides from cementum proteins as calcium phosphate crystal nucleator in 

mineralized tissue subject and know the sequences which mimic the mineralizing 

behavior of native protein. 

 

 

Antecedentes 
 

Periodonto 
 

El periodonto es un conjunto de tejidos que soportan y protegen a los órganos 

dentales permitiendo la unión del diente al hueso alveolar. Está constituido por 

cuatro componentes estructurales: hueso alveolar, ligamento periodontal, 

cemento radicular y encía (1). La mucosa oral esta compuesta por tres zonas: 

 

1. La encia y la mucosa que cubren el paladar duro, denominada mucosa 

masticatoria. 

2. El dorso de la lengua cubierta por mucosa especializada. 

3. La mucosa oral, una membrana que cubre el resto de la cavidad oral, 

formando parte la encia, la cuál cubre los procesos alveolares y envuelve 

el cuello de los dientes. 

 

Estos tejidos provienen del ectomesenquima y juntos participan en el desarrollo 

del periodonto. Sin embargo el periodonto esta sujeto a variaciones morfológicas 

y funcionales, así como a cambios asociados con la edad (2). 
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Encía 
 

En condiciones normales en un adulto la encía esta compuesta por epitelio 

gingival y tejido conectivo cubriendo el hueso alveolar y las raíces de los dientes 

a nivel coronal a través de la unión cemento-esmalte (1, 2). 

 

La encía esta dividida anatómicamente en marginal, adherida e interdental. 

Cada una de ellas presenta diferentes funciones y características histológicas, 

distintos espesores de acuerdo a su función además que estas diferencias 

presentes en la estructura de la encia son unicas e indispensables como barrera 

fisiológica para evitar el ingreso de microorganismos y agentes nocivos en el 

tejido (1). 

 

Así mismo el componente epitelial de la encía presenta diferentes variaciones 

morfológicas las cuales se adaptan a los tejidos del diente y al hueso alveolar. 

Estos componentes estan constituidos por el epitelio gingival oral, el epitelio del 

surco gingival y el epitelio de unión, este último no solo forma el sistema de 

unión epitelial a la superficie del diente, también proporciona un vehículo para el 

movimiento bidireccional de sustancias entre la encía, tejido conectivo y la 

cavidad oral (3,4). 

 

Ligamento Periodontal 
 

El desarrollo del ligamento periodontal comienza  con la formación radicular 

antes de la erupción dental,  tanto en su desarrollo como en la madurez contiene 

células troncales con potencial de diferenciación a osteoblastos, cementoblastos 

y fibroblastos (5- 8). 

 

El ligamento periodontal es un tejido conectivo especializado, localizado entre el 

cemento radicular y el hueso alveolar.  Presenta fibras que forman una malla 

que se extienden entre el cemento y el hueso. Su principal función es soportar a 
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los órganos dentarios, manteniéndolos en sus alveolos,  soportar las fuerzas 

masticatorias, actúa como receptor sensorial para el posicionamiento oclusal 

durante la masticación y como depósito celular en la homeostasis del tejido en 

reparación y regeneración (5, 9,10). Estas fibras están formadas por colágena tipo I 

y III, siendo producidas por los fibroblastos (2). Tiene potencial de presentar una 

remodelación constante y gracias a las células presentes en este tejido controlan 

la síntesis y resorción del cemento radicular,  ligamento y hueso alveolar. Sin 

embargo una vez que ha sido destruido el daño es irreversible (11). 

 
Hueso Alveolar 
 

Constituido por la maxila y mandíbula además de formar los alveolos de los 

órganos dentarios. Es originado cuando los dientes erupcionan, proporcionando 

un anclaje para la formación del ligamento periodontal (11). 

 

En humanos se puede dividir en dos partes: 

 

A) El proceso alveolar; donde se alojan las raíces de órganos dentarios ya 

erupcionados. 

 

B) El cuerpo basal. 

 

Se encuentra organizado por un alveolo que forma la pared de las criptas óseas, 

una pared cortical interna y externa, siendo más delgadas estas capas en el 

maxilar y más gruesas en la cara vestibular de los premolares y molares 

mandibulares (5,9), entre ambas corticales se encuentra un hueso esponjoso, 

ocupando la parte central del proceso alveolar con presencia de varios sistemas 

de Havers presentes en trabéculas y laminas óseas (5, 9,12) con un espesor de 0.1 

a 0.4 mm. (13). Las regiones apical y coronal, se conectan con el ligamento 

periodontal a los espacios de la médula ósea por medio de los canales de 

Volkmann donde pasan vasos sanguíneos, linfáticos y fibras nerviosas (5). 



	  

	   10	  

La composición bioquímica de la matriz extracelular esta constituida por 65% de 

material inorgánico; como minerales, calcio y grupos fosfatos en forma de 

cristales de HAp Ca10 (PO4) 
6(OH)2 

(14), carbonatos, citratos y algunos otros iones 

como sodio, potasio, magnesio etc. Un 35% de material orgánico; teniendo como 

principal componente la colágena tipo I en un 90% y colágena tipo III, además 

proteínas no colágenas como la osteocalcina (OCN) y la sialoproteína ósea 

(BSP), algunos componentes no específicos como osteopontina (OPN), 

osteonectina (ON) y proteínas morfogenéticas del hueso (BMP´s) (11, 15). 

 

Cemento Radicular 
 

Es un tejido conectivo especializado mineralizado, calcificado, avascular de 

origen mesenquimal que cubre la superficie radicular de los órganos dentarios 

desde la unión cemento-esmalte, se localiza en el cuello de los dientes en la 

unión de la corona y la raíz dental hasta el ápice (11,14) . Una de las funciones del 

cemento radicular es el anclaje para las fibras del ligamento periodontal, 

específicamente proporciona unión de las fibras de Sharpey al hueso alveolar 

(16).   

Las diferencias morfológicas, histológicas y funcionales aparecen a lo largo de la 

longitud de la raíz, siendo determinantes para su clasificación (17):   

 

A) El cemento acelular,  encontrado en la porción coronal de la raíz, mientras 

que el cemento celular se forma después de la erupción del diente y se 

ubica en la parte apical de la raíz de los órganos dentarios. Presenta 

aproximadamente 50% de contenido inorgánico constituido 

principalmente por cristales de HAp y 50% de contenido orgánico, 

constituido por un 90% de colágena tipo I con un importante papel 

estructural durante el proceso de mineralización además de servir como 

un reservorio para la nucleación de cristales de HAp (18). 

B) La colágena tipo III en bajas concentraciones, la cuál  recubre las fibras 

de colágena tipo I. Colágena tipo XII en menor proporción, trazas de 
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colágena V y VI con localización peri-celular y tipo colágena tipo XIV 

asociada a las fibras de Sharpey. 

C) Glicosaminoglicanos sulfatados y carboxilados. 

D) Algunos proteoglicanos que se asocian principalmente a los cementocitos 

y cementoblastos, se han localizado e identificado versicano, decorina, 

biglicano, fibromodulina y lumicano(9,15,19,20-22). 

E) Las proteínas no colágenas del cemento radicular en su mayoría también 

están presentes en el hueso incluyendo  la BSP,  proteína de matriz 

dentinaria-1 (DMP-1), fibronectina (FN), OCN, ON y OPN (15)  , además de 

factores de crecimiento como el factor de crecimiento tipo insulínico (IGF) 

(20). 

 

El cemento radicular funciona como excelente depósito de factores de 

crecimiento y cuando sean necesarios, pueden ser liberados por procesos como 

la desmineralización, sirviendo como reparadores o regeneradores de tejido. Se 

ha demostrado la capacidad mediante extractos del cemento para promover la 

migración, adhesión, actividad mitógena y diferenciación, las cuáles son 

esenciales para la regeneración periodontal(23-24). Por ejemplo, el factor de 

crecimiento fibroblástico (FGF), el cuál se une fuertemente a la heparina, 

además de existir otros factores mitogénicos con afinidad moderada a la 

heparina y que están presentes en el cemento pero no el hueso alveolar (25).  

 

La presencia del factor de crecimiento derivado del cemento y otros factores en 

el cemento radicular generan un potencial para la regulación de su metabolismo 

y de los tejidos que lo rodean, sirviendo como potente inductor de moléculas de 

crecimiento hacia las proteínas localizadas en este tejido, otorgándoles un papel 

biológico como promotoras de la regeneración periodontal (23,26). 

 

La cementogénesis estudiada por Slavkin y Boyde en 1975 se considera que 

durante la formación radicular, el mesénquima apical continúa proliferando para 

formar el periodonto, mientras que el epitelio interno y el externo se fusionan a 
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nivel cervical formando la vaina epitelial de Hertwig (HERS). Las células de la 

vaina epitelial proliferan y migran hacia la zona apical, dividiéndose en la papila y 

el folículo dental (27). 

 

Posterior a esto las células de la vaina epitelial migran a la zona donde se 

localizara el ligamento periodontal en la raíz donde se vuelven a asociar para 

formar los restos epiteliales de Malassez. Por lo que los cementoblastos derivan 

de una transformación ecto-mesenquima de las células de la HERS, las cuáles 

después secretan la matriz del cemento radicular (22, 28, 29).  

 

Este tejido es similar al hueso alveolar y a la dentina, sin embargo, cuenta con 

características únicas que lo hacen diferente como son: ausencia de 

vascularización directa, carece de inervación y drenaje linfático, tiene un bajo 

recambio metabólico y no sufre procesos de remodelación sino que tiene un 

proceso de aposición constante(20,21). 

 

Algunas otras proteínas encontradas en el cemento cumplen la función de ser 

nucleadoras de cristales de fosfatos de calcio, en donde un número de 

moléculas se van agregando o depositando hasta formar diversos núcleos con 

capacidad de desarrollar un crecimiento mineral. Esta nucleación puede ser 

homogénea si ocurre sin la participación de elementos externos, solo con la 

saturación local de minerales que formarán la fase cristalina, o heterogénea si 

existe la participación de elementos externos como son macromoléculas en el 

proceso de biomineralización del cemento radicular (30). 

 

Osteopontina y Sialoproteína ósea 
 

Estas proteínas son importantes en el llenado de espacios creados durante el 

montaje de la colágena permitiendo que el depósito de minerales se extienda a 

través de toda la malla de colágena (31,32). El principal papel de estas proteínas 

es la regulación, nucleación y crecimiento de cristales de HAp. Se ha sugerido 
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que la OPN y la BSP son necesarias para la iniciación de la formación de 

cristales en las fibrillas de colágena tipo I que se encuentran altamente 

ordenadas (16). 

 

La OPN y BSP son proteínas ácidas, no colágenas, localizadas en los espacios 

formados durante el ensamblaje de la colágena, permitiendo el depósito mineral 

a través de una malla formada por la colágena I y la regulación del crecimiento 

de cristales de HAp (33). La OPN se encuentra en el ligamento periodontal de 

dientes maduros, regula la migración, diferenciación y vida celular mediante 

interacciones mediadas por integrinas αυβ3 (34,35), presentan dos dominios, un 

dominio poli–Asp con afinidad hacia el Ca2+ de las superficies minerales por lo 

que permanecen unidas a la colágena de la matriz y un dominio RGD (arginina–

glicina–aspártico) que les permite su unión a células. 

La OPN funciona como inhibidora de la mineralización en su forma fosforilada y 

su expresión está marcadamente reducida en los ratones con "knock out" para la 

nueva proteína nuclear-1(NPP1) (36-39). 

La BSP se expresa en células que recubren al cemento radicular por lo que una 

hipótesis es que esta proteína modula la cementogénesis, quimio-atracción, 

adherencia y diferenciación cementoblástica (34,35), presenta dos dominios poli–

Glu con función similar al dominio de la OPN, presenta dominios RGD (36), 

permitiendo la unión a células y asociación con diversos agregados minerales 

adquiriendo una potente y específica capacidad nucleadora de cristales de HAp 

in vitro (37). 

Proteínas con residuos Gla 

La proteína Gla de la matriz extracelular (MGP) y la OCN, son proteínas 

asociadas a tejidos duros (40-45), ambas presentan afinidad por el calcio y la HAp 

a través de sus residuos Gla. 

La OCN es expresada en el espacio interradicular y la superficie celular radicular 

sobre el cemento acelular y celular (más abundante) donde se ha planteado que 
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MGP se acumula sobre la superficie, evitando la hipercalcificación de esta zona 
(45). 

MGP tiene una masa molecular de 14 kDa (46), fue aislada originalmente de 

hueso en un modelo murino, presenta 4 residuos de ácido glutámico γ -

carboxilados, tiene una alta expresión en células del musculo liso vascular y 

condrocitos, sin embargo no se expresa de manera significativa por los 

osteoblastos in vivo (47). Al alterar la expresión de la proteína Gla se presentan 

dos anormalidades: 

a) Extensa mineralización en la matriz extracelular de arterias. 

b) Mineralización prematura del cartílago (48). 

En los seres humanos al encontrarse mutada esta proteína presenta una 

alteración denominada síndrome de Keutel, caracterizado por condrodisplasia y 

mineralización del cartílago ectópico (49). 

Esta proteína evita el depósito de cristales de oxalato de calcio en las paredes 

de vasos sanguíneos, además de ser expresada en las rodillas, inhibiendo el 

crecimiento de cristales de oxalato de calcio monohidratado (50). En humanos la 

expresión del gen MGP es sobre regulado en la formación de placas de 

arteriosclerosis (51). Junto con la osteocalcina presentan mayor contenido de 

residuos Gla y alta afinidad al calcio (40).  

La localización de la OCN en mamíferos es bastante limitada, se encuentra en el 

hueso, dentina y cemento radicular (41), actuando sobre estos tejidos como un 

regulador negativo para el depósito mineral. Esto se ha observado al utilizar 

OCN purificada presentando una conversión espontanea de la fase mineral de 

HAp a brushita (Ca(PO3OH)·2H2O	  esta es fase mineral cercana a la 

hidroxiapatita) , inhibiendo la formación de cristales de HAp en soluciones 

supersaturadas de calcio/fosfato en un sistema in vitro (52). 
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Proteína de adhesión del cemento (HACD1/CAP) 

Fue la primera proteína aislada del cemento radicular, purificada y caracterizada 

parcialmelmente a partir de extractos de cemento radicular maduro. Es una 

proteína con un peso molecular teórico de 14.9 kDa (53-56) y un punto isoeléctrico 

de 7.78, además de carecer de péptido señal (56). 

El gen de la proteína HACD1/CAP esta localizado en el cromosoma 10, 

region13-p14, y codifica para dos isoformas, una de 288 y la segunda de 140 

aminoácidos denominada HACD1/CAP y contiene los exones 1 y 3 de los 6 que 

conforman el gen. Su DNAc esta conformado por 1435 pb. En la isoforma 1 

existe un aumento de su expresión durante el desarrollo y etapas postnatales de 

músculo cardiaco y una menor expresión en músculo esquelético(57,58). 

Por otra parte la isoforma 2 se ha identificado en la participación en el 

reclutamiento y la diferenciación celular durante la formación del cemento. Se 

expresa en células del folículo dental, promoviendo su adhesión y diferenciación 
(56) además de ser localizada en cementoblastos, cementocitos y células 

paravasculares del hueso alveolar (57). Se ha demostrado que los fibroblastos 

tratados con BMP-2 expresan HACD1/CAP y ALP, por lo que BMP-2 puede 

reclutar progenitores e inducir la diferenciación celular por medio de la expresión 

de moléculas específicas del cemento radicular (59). 

Las vías de señalización Smad-1 (vía canónica de señalización de BMP) y 

MAPK han sido identificadas y propuestas como las responsables en la 

proliferación y diferenciación celular (60). 

Las células óseas migran y se adhieren mejor a superficies cubiertas con 

HACD1/CAP que las células del ligamento periodontal, sin embargo, estas 

últimas lo hacen mejor que los fibroblastos gingivales. Un patrón similar es 

observado al evaluar la capacidad de HACD1/CAP de unirse a estas líneas 

celulares (61). 

La proteína recombinante HACD1/CAP (hrHACD1/CAP) demostró estar 
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asociada a la formación y composición de cristales de HAp en un sistema libre 

de células in vitro (56). 

Proteína del Cemento 1 (CEMP1) 

Tiene una masa molecular de 25.9 kDa y está formada por 247 aminoácidos (55), 

se ha observado bajo diversas investigaciones que actúa como reguladora de la 

actividad de los cementoblastos, induciendo la diferenciación de células no 

osteogénicas a un fenotipo cementoblástico/osteoblástico, participa en el 

proceso de biomineralización, migración y proliferación de fibroblastos gingivales 

además de promover la nucleación de los cristales de fosfato octacálcico (OCP), 

fase mineral que antecede la formación de cristales de HAp (62) .  

La proteína CEMP1 expresada en Pichia pastoris presenta una glicosilación del 

2.4%, es una proteína termoestable la cuál presenta una masa molecular de 

28700 Da, mediante un espectro de dicroismo circular se mostró la presencia de 

estructura secundaria y revelando un contenido de alpha-helice de 28.6%, un 

9.9% de láminas beta y 61.5% de estructura al azar (63). 

El uso terapéutico de CEMP1 ha sido probado en la regeneración de defectos 

óseos de tamaño crítico en ratas Wistar. Al incluir a CEMP1 en una matriz de 

gelatina y ser colocada en defectos de 9mm en las calvarias de ratas, mediante 

cortes histológicos e imagenes por micro tomografía se observó que después de 

16 semanas CEMP1 es capaz de regenerar el 97% del defecto óseo (64). 

Se demostró en otro estudio que hrCEMP1 promueve la capacidad de promover 

la nucleación de cristales de fosfato octalcico, fase mineral precedente de HAp 

además de presentar una alta afinifaf por la HAp (65). 

El gen de CEMP1 se localiza en el cromosoma 16 en la región p13.3. El gen 

está conformado por 1374 nucleótidos y hasta la fecha esta proteína no ha 

mostrado tener homología con ninguna otra in silico (62). 

Estudios posteriores revelaron que CEMP1 a través de un medio mineralizante 

promovía la adhesión de fibroblastos gingivales humanos, células del ligamento 
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periodontal humanos, y células derivadas de hueso alveolar, favoreciendo la 

expresión de fosfatasa alcalina y la producción de matriz extracelular 

mineralizada en células mesenquimales embrionarias sin un fenotipo definido 
(66). 

Mediante un estudio con micro arreglos de expresión para evaluar el efecto 

biológico de la sobrexpresión de CEMP1 en fibroblastos gingivales humanos. Se 

demostró que una cantidad importante de genes asociados con el desarrollo 

celular, proliferación, crecimiento celular y muerte celular fueron encontrados en 

los principales resultados de los micro arreglos usando dos herramientas de 

análisis funcionales, DAVID e IPA. Estas funciones celulares específicas están 

asociadas con algunos aspectos del desarrollo de cáncer, sugiriendo que 

CEMP1 podría actuar como un oncogén (67). 

En la actualidad los péptidos bioactivos tienen una amplia gama de propiedades 

biológicas, las cuáles podrían solucionar las deficiencias del uso de proteínas 

recombinantes. Recientemente fue posible determinar el papel que tiene el 

péptido de CEMP1 (CEMP1p1) el cuál aumenta la actividad de ALP y la 

formación de nódulos de calcio, induciendo la diferenciación de células del 

ligamento periodontal humano (hPLC) a nivel transcripcional y traduccional hacia 

un fenotipo mineralizante in vitro, por lo que podría resultar como un importante 

agente terapéutico en la estimulación, formación y regeneración ósea, 

resultando como alternativa para el tratamiento de defectos óseos (66) . 

Uso de péptidos  

El uso y acoplamiento entre proteínas de la matriz extracelular o recombinantes 

como método terapéutico para procesos de remineralización aún no está 

definido, además de presentar diversas limitaciones técnicas, financieras, 

dificultad durante su extracción y purificación de las mismas, las recientes 

investigaciones se han centrado en el desarrollo de compuestos peptídicos 

miméticos o en la identificación de dominios funcionales dentro de las mismas 

proteínas. Diversas proteínas de la matriz extracelular compuestas por proteínas 
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como colágenas, vitronectina, OPN, factor de Von Willebrand, tenascina, BSP, 

fibrinógeno y laminina contienen un dominio conservado con tres aminoácidos 

como dominio funcional denominado RGD (arginina, glicina y ácido aspártico), 

potencializando la adhesión y teniendo un papel importante en la proliferación y 

diferenciación celular (66, 68-72).  

Algunos de los beneficios en el uso de péptidos son que al tener una cadena 

corta de aminoácidos pueden ser empacados en altas densidades, logrando 

usar su dominio funcional sin dificultades, obteniendo una orientación molecular 

adecuada y al no ser proteínas bioactivas evitan el proceso de degradación 

proteolítica así mismo una respuesta inflamatoria (72). 

Por otro lado se ha observado que los péptidos funcionales derivados de la 

amelogenina, (proteína expresada durante la formación del esmalte dental que 

contribuye a formar el tejido más duro y mineralizado del cuerpo humano), 

pueden interactuar en sistemas libres de células como agentes remineralizantes, 

además de contribuir en la regeneración del tejido periodontal (70). 

Algunos investigadores encontraron pequeños péptidos de BMPs que 

promueven el crecimiento osteoblástico. Por ejemplo, uno péptido de BMP-2 

incrementa la actividad fosfatasa alcalina en osteoblastos (72), también Kirkwood 

et al. observó que algunos péptidos de BMP-7 fomentan el proceso de 

mineralización de osteoblastos (73). En el 2008 Chen & Webster analizaron que 

péptidos de BMP-7 resultaron ser más apropiados para su uso en nano 

materiales promoviendo la proliferación y deposición de minerales por parte de 

los osteoblastos (74). 

Se comparó el potencial que presenta un pequeño péptido, el cuál esta basado 

en la amelogenina para promover la remineralización sobre esmalte cariado 

contra un grupo control con Fluoruro de Sodio (NaF) y otro solo con HEPES 

(Acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N´etanosulfónico), los resultados fueron 

significativos para el grupo del péptido promoviendo la remineralización del 

esmalte cariado, actuando como un biomaterial remineralizante prometedor en el 
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tratamiento de caries primaria (75).  

El uso de péptidos sintéticos surge como alternativa en diversas áreas, como la 

ingeniería mineral desarrollando capas minerales de HAp, durante el crecimiento 

y formación de cristales de HAp, desarrollo de vacunas, péptidos vasoactivos 

como los reguladores de la enzima convertidora de angiotensina en pacientes 

con hipertensión y daño renal,  algunos otros péptidos se encuentran en etapas 

clínicas y preclínicas para el tratamiento de osteoporosis como el antagonista de 

dickkopf-1, antagonista de la activina A, análogo de la arrestina-β, calciolíticos e 

inhibidores de la tirosina-sinasa Src y como inductores en la diferenciación 

osteoblástica en células madre mesenquimales (71,76-79), como en estudios 

realizados por Gungormus et al. 2012 en el que utilizan el extremo terminal de 

AMEL y de AMBN induciendo la diferenciación osteoblástica (70). 

Estudios recientes mostraron el efecto del péptido de CEMP-1 (CEMP-1p1) 

como inductor del proceso de mineralización distinto a los ya reportados, que 

tienen la capacidad de inducir a la diferenciación de células de un fenotipo no 

mineralizante a uno mineralizado, también se demostró un aumento en la 

proliferación celular por parte del péptido CEMP-1p1 en comparación con 

CEMP-1, en otra estudio se demostró que un péptido constituido por los últimos 

15 aminoácidos de la secuencia de HACD1/CAP tiene la capacidad de regular la 

morfología y madurez de cristales en un sistema libre de células, promoviendo la 

nucleación de cristales de HAp(56,66). 

Los resultados de este estudio demostraron que los péptidos derivados de 

ambas proteínas (HACD1/CAP y CEMP1) tienen la capacidad de promover la 

nucleación de cristales de fosfato de calcio en un sistema libre de células, 

provocando interés en las diversas secuencias aminoacídicas que constituyen a 

estas proteínas por su alta afinidad de union a la HAp (56, 65).  

Sistema de contradifusión. 

El principio de esta técnica es mediante la precipitación de iones a través de 

geles de metasilicato que permite observar como proteínas no colágenas entre 
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otras biomoléculas participan en el proceso de biomineralización mediante la 

formación de cristales de fosfato de calcio con distinta morfología y grado de 

mineralización. Este sistema permite identificar biomoléculas con capacidad 

nucleadora de cristales de fosfato de calcio obteniendo un mejor control en el 

manejo de las concentraciones, naturaleza en los componentes del gel, difusión 

de iones mediante condiciones parecidas a las fisiológicas (pH, temperatura y 

presión) (79-81). 

Se han desarrollado a través de los años diversos sistemas para el crecimiento 

de cristales como geles de agarosa y silicatos. Estos métodos requieren de 

diversos procedimientos para el crecimiento de nano cristales como la difusión 

por medio de transferencia en masa, difusión de vapor (VD) y difusión líquido-

líquido entre otros. Diversas técnicas son empleadas por un principio de 

supersaturación de iones a través de un método de contradifusión; por ejemplo, 

el sistema de capilares basada en mezclar una macromolécula con un gel 

precargado en el capilar con agentes de cristalización que al momento de 

interactuar con el gel, permiten la difusión disparando la nucleación y el 

crecimiento del cristal (82), generando una supersaturación desplazada a través 

del capilar (83). 

El sistema de contradifusión se considera como un método derivado de la 

técnica de difusión por interface (similar al capilar) la cuál conduce una fuerte 

supersaturación al inicio de nuestro experimento, presentando una serie de 

pasos representados en el diagrama 1 (Diag. 1) los cuáles explican la dinámica 

intrínseca que permite optimizar las condiciones de cristalización necesarias 

para sintetizar cristales de alta calidad debido a un lento proceso de interacción 

entre biomoléculas y agentes de cristalización(82-84). 
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Diagrama1. Fases para la nucleación de cristales de fosfato de calcio con curvas 

de solubilidad y metaestabilidad. Es importante recordar que mientras la curva 

de solubilidad es definida termodinámicamente, la curva de metaestabilidad 

tiene naturaleza cinética y depende de que tan rápido el sistema se mueve hacia 

la región de supersaturación. 

http:// dx.doi.org/10.1016/j.abb.2015.12.010 

Por la facilidad de mimetizar las propiedades como temperatura y pH fisiológico 

(37°C y 7.4), un proceso de difusión entre Ca2+ y PO43-‐, será posible obtener los 

cristales fácilmente sin riesgo a contaminación mediante el uso de un 

microscopio estereoscópico o de luz. Por otra parte el gel desarrollará un papel 

como andamio de estos cristales sin interaccionar con el sistema de nucleación 

de las proteínas y péptidos alojados sobre el sistema. 

Planteamiento del problema 
 
Mediante estudios que utilizan el método de contradifusión en gel, se ha logrado 

mimetizar el proceso de nucleación de diversas proteínas participantes en los 

procesos de biomineralización, en el laboratorio de Biología periodontal y tejidos 

mineralizados se ha desarrollado éste método para comprobar la capacidad de 

nucleación de la proteína HACD1/CAP y CEMP-1 sin embargo, se requiere 

ampliar las investigaciones acerca del uso de péptidos derivados de estas 

proteínas así como sus respectivas propiedades y funciones en el procesos de 

mineralización, ya que la producción de proteínas recombinantes implica un alto 
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costo, mayor tiempo de síntesis y un bajo rendimiento, lo que resulta un 

inconveniente para una futura aplicación terapéutica. 

El propósito de esta investigación es analizar el potencial nucleador y/o inhibidor 

de los péptidos sintéticos derivados de HACD1/CAP y CEMP-1, estableciendo 

su fase mineral respectivamente y el analizar la ultra estructura de cristales. 

 
Justificación 
 
Actualmente las investigaciones acerca de las proteínas del cemento radicular 

humano HACD1/CAP y CEMP-1 han logrado obtener un gran impacto con 

respecto a el tema de biomineralización; sin embargo, gracias a las 

investigaciones previas en sistemas de contradifusión libres de células han 

permitido concluir  el potencial nucleador de las proteínas HACD1/CAP y 

CEMP1. Por lo antes mencionado, se sugiere el empleo de péptidos sintéticos 

ya que además de presentar un bajo costo en su manufactura y facilidad de 

producción a grandes escalas, existe una disminución en la respuesta 

inmunológica comparada con el uso de proteínas recombinantes, por lo que 

cobra importancia el estudio de estos péptidos en la regulación del proceso de 

biomineralización. 

Hipótesis 

Las combinaciones de los péptidos derivados de la proteína CEMP1 (A y B) y 

HACD1/CAP potencian y/o inhiben el proceso de biomineralización en un 

sistema libre de células. 

Objetivo general 

Evaluar el potencial nucleador y/o inhibidor de cristales de fosfato de calcio, 

mediante péptidos derivados de CEMP1 (A y B) y HACD1/CAP utilizando un 

sistema libre de células. 

Objetivos Específicos 

- Determinar si los péptidos derivados de CEMP1 (A y B) inhiben o potencian el 
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proceso de nucleación de cristales de fosfato de calcio. 

- Establecer si los péptidos derivados de CEMP1 (A y B) inhiben o potencian el 

proceso de nucleación de cristales de fosfato de calcio que promueve el pCAP. 

 

Materiales y Métodos 

Formación de cristales de fosfato de calcio 

El sistema esta conformado por dos cristales de 7 cm x 9 cm x 3 mm, formando 

un casete, sellados con silicon de vacío y un marco de neopreno de 3  mm de 

grosor, fueron colocados adaptadores metálicos para asegurar que no existieran 

fugas. La parte inferior del casete estará conformado por 2 ml de metasilicato de 

sodio 1.06 gr/mL, 1.08 mL de HEPES buffer 10mM pH 7.4, 0.2 ml de HEPES 

buffer 10 mM más azida de sodio 1%, 1.08mL de H3PO4 1M en un pH y 

temperatura fisiológica. 

Los grupos experimentales conformado por péptidos derivados de las proteínas 

CEMP1 y HACD1/CAP fueron divididos de la siguiente manera: 

1. CEMP1-A 

2. CEMP1-B 

3. CEMP1-A+CEMP1-B 

4. pCAP 

5. pCAP+CEMP1-A 

6. pCAP+CEMP1-B 

La concentración de los péptidos fue estimada gracias diversos estudios previos 

sobre las proteínas CEMP1 y HACD1/CAP por lo tanto se agregaron 20 µg de 

cada péptido de manera individual y combinada por cada mililitro de solución de 

gel de metasilicato a excepción de CEMP1-B ya que la concentración de 20 µg 

no formó cristales, la concentración ideal para este péptido es de 40 µg. Dos 

grupos controles utilizando 20 µg albumina de suero bovino (BSA sigma St Louis 
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MO) por cada mililitro de solución de gel de silicato y otro grupo vacío (sin 

agregar péptido). La solución de difusión empleada fue cloruro de calcio a 200 

mM preparado en HEPES buffer 10 mM pH final 7.4. Fueron incubados a 37 °C 

por 7 días. 

Recuperación y caracterización de los cristales 

Trasncurrido el tiempo de incubación, los cristales fueron separados del gel y 

recolectados con MicroMounts (MiTeGen Ithaca, NY) de 150 µm mediante un 

microscopio estereoscópico (Stemi SV11 Carl Zeiss) y se almacenaron en tubos 

eppendorf de 1.5 mL. Posteriormente se analizaron en el Instituto de Física de la 

UNAM mediante un Microscopio Electrónico de Barrido de ultra-alta resolución 

Schottky Field Emission Scanning Electron Microscopy FESEM (JSM-7800F) y 

el Microscopio Electrónico de Barrido por Emisión Termoiónica de bajo vacío 

(JSM-5600LV) el cuál permite evaluar estructuras en un orden de 0.7nm, 

mediante la técnica de electrones secundarios y retrodispersados, se obtuvieron 

fotografías y análisis químico elemental utilizando espectroscopía por dispersión 

de energía de Rayos X (EDS) permitiendo realizar un análisis semicuantitativo 

del porcentaje atómico de los elementos Ca2+ y P calculando su relación Ca/P, 

se utilizó el Microscopío Electrónico de Transmisión de Alta Resolución 

(HRTEM) en el equipo JEM2010FEG para determinar la distancia interplanar a 

partir de la Transformada Rápida de Fourier y con ayuda del software Digital 

Micrograph se midieron las distancias interplanares corroborando con ello la fase 

cristalina. Con espectroscopía de µRAMAN se analizaron los grupos funcionales 

característicos del material experimental y control. 

 

Resultados 

Las microfotografías tomadas por FESEM con la señal de electrones 

secundarios revelan esférulas circulares bien delimitadas con tamaño promedio 

de 100 a 150 µm. Sin embargo son destacables las diferencias estructurales de 

las prolongaciones laminares observadas en los grupos experimentales (Fig. 1). 
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Fig. 1. Microfotografía FESEM a partir de electrones secundarios: pCAP (A), 

pCAP + CEMP1-A (B), CEMP1-A + CEMP1-B (D). Se observan placas 

dispuestas de forma irregular que conforman esférulas de diferente morfología 

con tamaño aproximado de 100 µm. 

 

Se consiguió detallar con una amplificación entre 600x-1000x que las 

prolongaciones laminares, muestran diferente morfología entre los diferentes 

grupos. La muestra del péptido CEMP1-A+pCAP presentan prolongaciones bien 

orientadas hacia un mismo eje de crecimiento, además de un bisel y grosor 

definido. Por otra parte las láminas observadas de pCAP son más delgadas 

aunque mantienen biseles bien detallados en su extremo. Mientras CEMP1-

B+pCAP, las prolongaciones laminares son mucho más delgadas y organizadas 

en forma acicular (Fig. 2). 

A B 

C D 
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Fig. 2. Microfotografía FESEM por electrones secundarios: CEMP1-A + CEMP1-

B (A, B) Amplificación a 1000X con placas laminares, desorganizadas y de 

mayor dimensión que pCAP a 600X (C) con prolongaciones simétricas y 

delgadas, originando ángulos con extremos delgados, CEMP1-B + pCAP 750X 

(D) forma laminas en forma acicular y organizadas con forma de varillas. 

 

Mediante aumentos de 4500X-14000X, se detalló la estructura que presentan 

estas prolongaciones. CEMP1-A + pCAP forman estructuras diferentes de las 

otras muestras, un posible bisel o línea intermedia en los extremos que detallan 

una posible fusión entre dos laminas provocando aumento en sus dimensiones y 

tamaño en las prolongaciones. La muestra del pCAP, es consistente con láminas 

delgadas y bien direccionadas y anguladas en sus extremos, presentan un 

tamaño aproximado entre 10-12 µm (Fig. 3). 

A B 

C D 
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Fig. 3. Microfotografía FESEM con electrones secundarios: CEMP1-A + pCAP 

(A, B, C, D) y pCAP (E, F). Se logró detallar sobre la estructura que presentan 

estas prolongaciones, que conforman las esférulas obtenidas, se observa una 

línea o bisel intermedio en los extremos de las prolongaciones, posiblemente por 

una fusión en un plano cristalino preferencial. 

 

 

A B 

C D 

E F 
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Algunas esférulas obtenidas permitieron detallar su morfología interna y 

composición química elemental por medio de imágenes y realizando técnicas de 

EDS, análisis en línea y mapeo de elementos para determinar los elementos 

presentes en las muestras (Fig. 4). 

Bajo distintos aumentos en la misma muestra (CEMP1-A + pCAP), observamos 

que las esférulas crecen a partir de un núcleo, en el cuál las láminas ó 

prolongaciones ya descritas presentan una zona evidente de crecimiento donde 

emergen al exterior con distinta morfología (acículos, varillas, agujas ó en forma 

de escamas) observando un grosor relacionado con su eje de crecimiento. 

El núcleo detalla distinta morfología y tamaño, está bien delimitado, alojando 

estructuras circulares de distinta homogenicidad mineral observados bajo la 

técnica de electrones retrodispersados (Fig. 5). 

El análisis en línea se realizó en diferentes zonas de la esférula, destacando las 

diversas concentraciones de Ca y P. Muestra un aumento en la concentración 

de Ca en la parte externa y disminuye gradualmente en el núcleo (Fig. 8). Por 

medio de EDS obtuvimos un informe químico de las estructuras circulares en el 

núcleo, se evidenció una alta relación de Na y Cl, sin embargo estos elementos 

son indispensables durante la síntesis del sistema de contradifusión (Fig. 7). 

En el mapeo de elementos es posible determinar los elementos presentes en la 

muestra, entre ellos se encuentra el Na, P, Cl y en menor cantidad el Ca2+ (Fig. 

9), por medio de puntos colorimétricos con un color independiente para cada 

elemento. 

Por medio de EDS se identificaron elementos químicos de importancia para éste 

estudio como el Ca y P y su relación definida como rt Ca/P (Fig. 10, 11). Las 

formas cristalinas en presencia pCAP presentaban un rt Ca/P: 1.56, esta es una 

fase cristalina relacionada con la HAp (Fig. 11) mientras que al combinarse 

CEMP1-B+pCAP la relación correspondiente es 1.73 (Fig. 10).  
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Fig. 4. Microfotografía SEM bajo electrones secundarios, muestra CEMP1-A + 

pCAP. Imágenes en distinta amplificación y una misma muestra, donde se 

observa un núcleo bien delimitado con un depósito de estructuras circulares, en 

el cuál emergen láminas en forma acicular con longitud y tamaño variable. 
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Fig. 5.  FESEM por electrones retrodispersados de CEMP1-A + pCAP. Se  

aprecia distinta homogenicidad mineral del núcleo, las estructuras depositadas 

sobre el, están bien delimitadas y agrupadas. 

	  

	   	  

	   	  
Fig. 6. Microfotografía FESEM por electrones secundarios, las prolongaciones 

de CEMP1-A (A,B) y  pCAP (C,D) presentan diferente tamaño, forma y  

grosor cada una, por una posible interacción del péptido sobre la cara b-axial, 

provocando un menor diámetro de las mismas (A,B). 

C 

A B 

D 

A B 
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Fig. 7. Análisis químico elemental en línea de CEMP1-A + pCAP. Aumento en la 

concentración de  Na y Cl, estos son elementos presentes durante la síntesis de 

los cristales en el sistema de contradifusión. 

 

 

	  

A B 



	  

	   32	  

	  
Fig. 8. Análisis químico elemental por SEM, realizado en el interior de una 
esférula interior-exterior, a través de una línea mostrada en las figuras 
A,B,C y D. El análisis EDS determinó distintas zonas con grados de 
mineralización diferentes. En la parte interna un rt Ca/P 1.31 reflejando una 
fase mineral inmadura y en la parte externa de 1.70 correspondiente a HAp. 
	  
	  
	  
	  

C D 

  rt: 1.31   rt: 1.43 

  rt: 1.58   rt: 1.70 
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Fig. 9. Mapeo de elementos por EDS de CEMP1-A+pCAP. Por medio de un 
análisis puntual, es apreciable la diversidad de elementos en la muestra 
donde el Na, Cl y P se encuentran en mayor abundancia respecto a Ca. 
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Fig. 10. Composición química de la muestra CEMP1-B+pCAP con rt Ca/P: 
1.73. 
	  

	  
Fig. 11. Composición química de la muestra pCAP donde la relación rt 
Ca/P: 1.56, fase mineral correspondiente a HAp.  
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Element	   Atomic	  
%	  

P	   36.58	  

Ca	   63.42	  

Total:	   100.00	  

Element	   Atomic	  
%	  

P	   39.01	  

Ca	   60.99	  

Total:	   100.00	  
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Tabla 1. En la parte superior, las diferentes fases minerales determinadas 
como rt Ca/P. En la parte inferior se muestran las relaciones Ca/ P 
respectivas para cada péptido de forma individual y combinada. 
 
 

En la tabla 1, pCAP mostró la misma capacidad nucleadora de cristales de HAp 

que la proteína HACD1/CAP, sin embargo al combinar los péptidos 

pCAP+CEMP1-A aumentó considerablemente el rt Ca/P a 1.80, por otro lado 

CEMP1-B presenta rt de 1.16 y al combinarlo CEMP1-B+pCAP demostró tener 

una propiedad antagonizante al disminuir con un rt 1.70, sin embargo esta 

cualidad antagonizante es insuficiente para el potencial que demuestra el pCAP. 
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CEMP1-A fue capaz de nuclear cristales de OCP con un rt 1.38, esta es una 

fase mineral previa a la HAp y al combinar CEMP1-A+CEMP1-B disminuyó a 

1.29. 

	  
A partir de estos resultados se decidió corroborar la fase mineral 

correspondiente a cada muestra mediante Microscopía Electrónica de 

Transmisión de Alta Resolución (HR-TEM), determinando las distancias 

interatómicas para conocer la fase mineral de los cristales obtenidos y 

relacionarla con el análisis semicuantitativo que ofrece la técnica de EDS. Esto 

es posible gracias a la comparación de nuestros resultados con tablas 

cristalográficas internacionales para asegurar la fase mineral correspondiente 

(Fig. 12). 

Se obtuvieron valores representativos en cuatro muestras, al encontrar 

distancias interatómicas de pCAP+CEMP1-A de 2.72 Å, 2.68 Å y 2.67 Å, 

correspondientes a los planos cristalinos (-10-1), (-10 0), (0 0 I) con su eje de 

zona [0-10], para pCAP+CEMP1-B una distancia interatómica de 2.85 Å, 6.20 Å  

y  6.89 Å con los planos (211),(101), (101) y un eje de zona de [-111], pCAP 

reflejo los planos cristalinos (211), (110) y (201) con su eje de zona [-221]. 

Mediante la tabla PDF #860740 se determinó la fase mineral de HAp, mientras 

que los planos cristalinos de CEMP1-B fueron (111), (101) y (111) con distancias 

interatómicas de 3.71 Å, 6.36 Å y 3.45 Å correspondientes a fosfato de calcio 

hidratado, analizado en la tabla cristalográfica PDF#821943. 

	  
	  
	  
	  
	  

	  
	  

	  
	  
	  
	  
	  

A	  
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Fig. 12. Imágenes de HRTEM donde se muestran los planos cristalinos de las 

muestras (A) CEMP1-A+pCAP, (B) pCAP+CEMP1-B, (C) CEMP1-B y (D) pCAP. 

En la parte superior derecha la Transformada de Fourier para determinar los 

planos cristalinos (en parentesis) y eje de zona (en corchetes). 

 

 

El espectro de µRAMAN se obtuvo al enfocar el laser por medio del objetivo 

100x en un microscopio Olympus confocal con espectro Raman por medio de un 

sistema de imagen, logrando identificar y delimitar el haz del laser con tiempos 

de exposición de 2,8,12 y 15 segundos realizando 12 lecturas por muestra, en 

las cuáles se encontraron una importante interacción de grupos vibracionales 

HPO4
3- en un modo de frecuencia v1, v2, ν3, ν4 en longitudes de 1000-900cm-1, 

954-957 cm-1, 419-423 cm-1, 584-589 cm-1 y 1044cm-1 para el grupo control. Un 

A B 

C D 
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modo vibracional P-O-H y P-O-C en 1089 cm-1, Si-O-Si en 1008-1010 cm-1, 185-

187 cm-1 para O-CH3 y 1106-1108 cm-1 por una fuerte interacción de grupos 

aromáticos. 
Frecuencia cm-1 

 

Función del modo 

vibracional 
Estructura 

1000-900 Estiramiento simétrico v1 HPO4
3- 

954-957 Estiramiento simétrico V2 HPO4
3- 

419-423 Estiramiento simétrico V3 HPO4
3- 

584-589 Estiramiento asimétrica V4 HPO4
3- 

1044 Estiramiento asimétrico ν3 PO4
3-

 no apatita 

1089 Estiramiento P-O-H y P-O-C 

185-187 Vibración torsional CH3 O-CH3 

1106-1108 Estiramiento C-C Interacción entre grupos 

aromáticos 

	  
Fig. 13. Análisis por µRAMAN de pCAP, destacando la fuerte interacción del 

grupo aromático en la frecuencia 1106 cm-1, en el modo vibracional 186 cm-1 

representativo del silicato, un grupo en 955 cm-1 característicos de los iones 

PO4
3- y representativos de la HAp. 
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Fig. 14. Análisis por µRAMAN del control negativo (sin péptido) donde solo se 

encuentra el grupo fosfato 956 cm-1, en 1044 cm-1 un grupo fosfato no apatita, 

sin embargo la intensidad en número de cuentas refleja un material con baja 

cristalinidad. 

 

	  
Fig. 15. Análisis por µRAMAN de CEMP1-A con presencia del grupo fosfato en 

954 cm-1 sin embargo la intensidad de 900 cps lo relaciona con la fase mineral 

de OCP obtenido a través de EDS. 
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Fig. 16. Análisis por µRAMAN de pCAP+CAMP1-A, donde se observa la 

interacción de grupos aromáticos en 1108 cm-1 correspondiente a la fenilalanina, 

el grupo fosfato característico a 957 cm-1 y un numero de 2000 cps, mayor que el 

obtenido con el pCAP. 

	  
	  
	  
 

Discusión 
 

Actualmente algunas proteínas descritas en el proceso de auto ensamblaje y 

formación de biominerales son la fosfoserinas(85) y amelogenina(86), las cuáles 

participan en la mineralización de la apatita, siendo la organización de nano 

estructuras la llave actual para llegar a diseñar materiales de integración con 

avanzadas funciones y  lograr comprender el proceso de biomineralización, 

como los cristales sintetizados por las proteínas del cemento HACD1/CAP y 

CEMP1 bajo sistemas de contradifusión en gel de metasilicato se ha observado 

la capacidad nucleadora de cristales de fosfato de calcio (87,88) . La nucleación de 

cristales de HAp de novo es acelerada por ciertos nucleadores y algunas 

macromoléculas especificas de la matriz extracelular, de la misma forma se 

entiende que las proteínas ácidas no colágenas tienen un papel importante en la 

deposición de apatita aunque el proceso de cristalización no esta comprendido 
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en su totalidad(89,90) por lo que una de las mayores diferencias entre la apatita del 

esmalte y la HAp mineral es la presencia del 3 wt %(peso total) de CO3
2- en la 

superficie del esmalte(91). Esto tiene relevancia en nuestra investigación al 

observar distintas fases de mineralización obtenidas por EDS durante el proceso 

de nucleación, los datos observados en la figura 8 muestran un procesos similar 

obtenido con  la fosfoproteína DMP1, una de las proteínas nucleadoras de HAp 

con un punto isoeléctrico teórico de 3.95, que esta presente en la matriz de la 

dentina y el hueso, además de participar en la regulación durante la 

mineralización ósea y dentinaria, en la que es evidente la formación de 

estructuras del orden de nanómetros, con fases amorfas llegando a ser 

precursores de crecimiento del eje c durante la orientación de cristales de 

HAp(89,90), además de enriquecer el trabajo al utilizar secuencias especificas de 

aminoácidos para identificar dominios funcionales y su afinidad a la HAp donde 

el dominio ubicado en el extremo carboxilo terminal fue el responsable de la 

nucleación de apatita, además se mostró una fuerte unión al calcio (determinado 

bajo ensayos de unión a Ca), en este estudio postula la formación de clústers 

ácidos teniendo un importante papel en el reconocimiento de la superficie 

mineral(89). Nosotros mostramos que al combinar pCAP con los péptidos de 

CEMP1 fueron observadas esférulas con amplias prolongaciones por la posible 

capacidad de captar iones calcio  formando oligomeros o iniciar el crecimiento 

de cristalización de la apatita además de formar estructuras similares a la 

proteína nativa, concluyendo que los dominios ácidos forman estos clústers 

conformando particulares diseños moleculares que participan en el control y 

orientación de los cristales de fosfato de calcio orientados en el eje c. 

Compartimos la idea que el uso de dominios funcionales lo que permite la 

interacción entre las secuencias, ensamblaje y alineamiento de Clúster de 

Posner para la formación de bloques de apatita (85).  

 

pCAP presenta 3 aminoácidos fenilalanina, distribuidos a lo largo del péptido, al 

ser un aminoácido hidrofóbico presenta una fuerte unión y afinidad a la 

HAp(91,92), tiene la capacidad de donar un electrón a la superficie de la HAp a 
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través de su anillo aromático, además de aminoácidos que participan en el 

proceso de fosforilación como la treonina, serinas, tirosina y prolina, similar a la 

estaterina salival que presenta 43 aminoácidos de prolina, tirosina y rica en 

fosfopéptidos, ubicada en la saliva de glándulas submandibulares, teniendo 

secuencias aminoacídicas con sitios de fosforilación importantes y que 

probablemente interaccionen como activadores o inhibidores de la nucleación de 

cristales de fosfato de calcio en cavidad oral. La estructura se ha estudiado en 

Resonancia Magnetica Nuclear en estado sólido (NMR), NMR en estado de 

solución y en dicroísmo circular permitiendo observar su capacidad de unión a la 

HAp. Gracias a sitios de fosforilación en sus dos primeras serinas y un grupo de 

cadenas aromáticas (fenilalanina) se ha identificado que estos grupos 

aromáticos están involucrados en la interacción con la HAp (91). Recientemente 

se han encontrado procesos que propagan diversas vías de cristalización, 

gracias al estudio de mesocristales que permite la comprensión de auto 

ensamblado y nano estructurado, logrando obtener un perfecto alineamiento y 

desarrollo de caras y planos cristalinos, construyendo unidades parecidas a 

sistemas inorgánicos en donde la DL-alanina a partir de soluciones 

supersaturadas de agua/alcohol propician la precipitación de elementos nano 

estructurados y perfectamente ensamblados con morfología similar a agujas, por 

lo que pensamos que este aminoácido podría estar vinculado en el ensamblaje y 

ordenamiento de los cristales hexagonales de la HAp. Por otro lado, existen 

estudios donde la adición de amelogenina induce un incremento en el tamaño de 

cristales y ratio del fosfato octacálcico (93,94), se piensa que esto se debe a una 

fuerte interacción de la amelogenina con la cara (010) del cristal de fosfato 

octacálcico, que además tiene la capacidad de inhibir su crecimiento en la 

dirección b-axial y favorece el crecimiento de cristales más delgados. Se ha 

concluido que la absorción de moléculas orgánicas, aminoácidos, polímeros y 

agentes quelantes sobre caras preferenciales cristalográficas provocan 

interacciones con iones Ca2+ que modulan y favorecen el crecimiento cristales de 

fosfato de calcio (fig.12) (95,96). También la secuencia acídica que presenta la 
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Proteína Fosfoforina Dentinaria (DPP) rica en Asp-Ser (97), presenta una 

asociación importante.  

 

A pesar que se han realizados numeroso intentos para llegar a emular la 

cristalización de fosfatos de calcio in vitro, no se logrado desarrollar un sistema 

in vivo, ya que no es posible que por una simple mezcla de soluciones que 

contengan los iones calcio y fosfato pueda dirigir una rápida precipitación 

formando cristales de formas inespecíficas e irregulares, sin embargo el sistema 

de contradifusión que empleamos en esta investigación nos permitió conocer el 

potencial y morfologías de los cristales producidos por los péptidos de modo 

individual y al combinarlos, lograr compararlos entre ellos permitiendo una 

síntesis de las esfeérulas mucho más rápida y simple, desarrollando cristales de 

fosfato de calcio, en tamaño de nano escala, con morfología típica de agujas y 

permitir la obtención de imágenes con sus respectivas pruebas de análisis 

químico. El gel de difusión es un método sencillo para la síntesis de formas 

cristalinas de fosfato de calcio de gran tamaño en 2 dimensiones (98, 99,100), Iijima 

y Moriwaki (101) usaron el método de difusión por gel de polimetacrilamida para 

sintetizar cristales de OCP a 37°C y pH 6.5-7.4 similar al rango permitido por el 

amortiguador HEPES (pH 6.8-8.2) empleado en nuestra investigación. Existen 

factores generales en este procedimiento como la temperatura y el pH, que son 

indispensables para modular el tamaño y distribución de los cristales (87,88,96), 

aunque el crecimiento de cristales se lleva acabo por un proceso de 

precipitación de sales, el tamaño y distribución de los cristales no puede ser 

controlada por los diversos parámetros de reacción efectuados en el sistema 

logrando solo emular un medio fisiológico con pH de 7.2 y una temperatura de 

incubación a 37°C permitiendo el crecimiento de cristales de HAp. Algunos 

investigadores consideran que un pH inicial bajo induciendo una alta solubilidad 

de cristales de fosfato de calcio entre la fase estable y metaestable las cuáles 

son indispensables para conducir la maduración y crecimiento de los cristales de 

HAp a lo largo de su eje c(102). Se ha reportado que la presencia de EDTA/ácido 

cítrico, ácido tartárico, ácido acético pueden funcionar como ligandos complejos 
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para inhibir el crecimiento a lo largo de la dirección cristalina [001] y [100]  

ayudando a la formación de nano partículas con forma de agujas (103), ya que se 

tiene bien descrito que el uso de de proteínas, aminoácidos y polímeros, son 

empleados como mejor opción para la síntesis formas cristalinas de Ca/P en 2-D 

en especial para el desarrollo de HAp. 

 

En la tabla 1 se muestra el importante papel que tiene pCAP en la nucleación de 

cristales de HAp similares otros estudios en los que emplearon la proteína 

recombinante, la cuál presentaba una alta capacidad para la nucleación de 

cristales de HAp, sin embargo, dentro de la secuencia de CEMP1 se 

identificaron péptidos que podrían tener un efecto antagonizante ó promotor en 

la nucleación de cristales de fosfatos de calcio. Este potencial nucleador 

desarrollado por CEMP1-A sintetizando cristales de fosfato octacálcico e 

inhibitorio al mismo tiempo desarrollado por el péptido CEMP1-B es similar al de 

la OPN, involucrada en el proceso de regulación mineral fisiológica y 

patológica(104-106), abundante en fluidos fisiológicos supersaturados 

especialmente en el oxalato de calcio presente en cálculos renales(107), en 

placas ateroscleróticas(108,109) y en algunos tejidos blandos con una probable 

interacción antagónica de procesos de calcificación distrófica(110). Estudios in 

vitro ya han marcado la importancia de la OPN como un potente inhibidor en la 

formación de novo de HAp(111-113) sin embargo se han identificado dominios 

aminoacídicos así como residuos de ácido aspártico DDDDDDDDD en un 

modelo de rata y en humanos DDEDDDD(114), residuos conservados Ser junto a 

otras regiones con capacidad de ser fosforiladas y desfosforiladas favoreciendo 

la interacción, regulación, nucleación y crecimiento de cristales de HAp(115-117). 

Se piensa que esta propiedad esta relacionada con la presencia de grupos 

fosfato, grupos carboxilato y cargas negativas para desarrollar un potencial 

inhibitorio en la formación de HAp, por lo que pensamos y sugerimos que este 

potencial inhibitorio podría tener un papel importante para futuras 

investigaciones terapéuticas donde se necesite contrarrestar un efecto 

patológico mineralizante. 
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Por otro lado, se ha sugerido que el correcto ordenamiento de grupos fosfato en 

fosfoserinas son necesarios para facilitar la nucleación de cristales de HAp,  

sobre la cara preferencial (100) en el plano ab, permitiendo su crecimiento en la 

dirección c-axis (113), esta afinidad es atribuida a la extensa conformación  y 

cambios conformacionales de laminas-β, donde las interacciones 

intermoleculares facilitan la formación de puentes de calcio con grupos fosfato y 

aspartato, generando un incremento en grupos con carga negativa e 

interactuando de modo ordenado con la cara preferencial de unión a la HAp. 

En un estudio realizado por Iijima et al. demostraron que las combinaciones de 

las proteínas enamelina y la amelogenina facilitan el crecimiento cristalino de 

OCP en nano capas, provocando una inhibición de crecimiento sobre la 

dirección c-axis, mientras que la dirección b-axis presentó un incremento en su 

relación Ca/P (longitud, anchura y grosor), favoreciendo el aumento en el 

potencial de la amelogenina para desarrollar cristales de mayor tamaño (92). Este 

potencial es similar al encontrado al combinar pCAP y CEMP1-A observados en 

la figura 3 (A, B, C, D) donde es evidente el aumento en grosor y tamaño de los 

cristales obtenidos, por lo que hipotetizamos que el péptido esta teniendo 

preferencia por el eje c-axis provocando un sinergismo al combinarlos 

provocando un mayor potencial de nucleación de cristales de HAP y maduración 

a dicha fase cristalina los 7 días posteriores a la incubación.  

Sabemos que los parámetros de red de la HAp es (a= 0.95 nm y c= 0.68 nm) 

con una simetría hexagonal de P63/m y su celda unitaria esta dispuesta a lo 

largo de su eje c, por lo que podríamos justificar una orientación preferencial 

dando lugar a un crecimiento ordenado a lo largo de este eje provocando la 

morfología de los cristales obtenidos en forma de barras en las muestras pCAP, 

y una forma variable en las combinaciones de pCAP+CEMP1-A y 

pCAP+CEMP1-B. Se ha comprobado que esta es una característica importante 

como un posible biomaterial ya que tendrá una directa interacción con el hueso 

logrando un aumento en la biocompatibilidad, bioactividad y osteoconductividad, 

sin embargo, como se mostró en la tabla 1, dentro de este estudio microanalítico 
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se pretende llegar a un valor aproximado de la relación Ca/P y compararlos con 

valores estequiométricos obtenidos para la relación Ca/P de la HAp siendo este 

de alrededor de ±1.6, sin embargo existen numerosas formas de fosfatos de 

calcio dependientes de su rt Ca/P otorgándoles una característica mineral 

independiente (tab. 1). Conocer la estrecha relación entre rt Ca/P, acidez y 

solubilidad, por lo tanto mientras menor es el rt Ca/P, más grande es la acidez y 

la solubilidad, cuando encontramos un rt Ca/P <1, la acidez y la solubilidad son 

extremadamente altas y ambos parámetros disminuyen paulatinamente para rt 

Ca/P cercanos a 1.67, el cuál es característico de la HAp estequiométrica Ca10 

(PO4)6(OH)2 (113). 

El análisis por µRAMAN permitió identificar importantes grupos funcionales, los 

cuáles respaldan nuestros datos obtenidos por medio de FE-SEM y HR-TEM 

sobre la fase mineral que presentan nuestras muestras. Un punto indispensable 

para determinar el grado de cristalinidad que presentan nuestras muestras son 

el número de cuentas (cps), grosor e intensidad de las bandas mostradas en las 

Fig. 13, 14, 15,16 ya que cuando esta banda se encuentra más delgada y mayor 

numero de cps nuestro material refleja mayor grado cristalinidad como los 

observados en pCAP (±1540), pCAP+CEMP1-A (±2000) y CEMP1-A (±850) en 

comparación a la muestra control (±170). Se lograron identificar diversos grupos 

funcionales importantes dentro los que destacan grupos vibracionales HPO4
3- en 

un modo de frecuencia v1, v2, ν3, ν4 relacionado a un estiramiento simétrico 

característico por la formación de un tetraedro de átomos de oxígeno que rodean 

al átomo de fósforo. Se ha observado la frecuencia v1 HPO4
3- en una región 

espectral de 1000-900cm-1 presentándose como un pico delgado de 954-957cm1 

,esta banda casi siempre va acompañada por picos con diferente número de 

ondas, probablemente de la  frecuencia ν2 HPO4
3- en la región de 419-423cm-1 

,con un modo de flexión asimétrica en la frecuencia ν4 bajo la onda 584-589cm-1 

(118), la región de estiramiento asignado en P-O-H en 1089 cm-1 así como otro 

estiramiento en P-O-C, además de un pico a 1044cm-1 en el grupo control 

reflejando un grupo ν3 PO4
3-

 no apatita, el grupo silicato puede ser asignado 
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entre 1008 y 1010cm-1 debido a una tensión asimétrica vibracional del grupo Si-

O-Si (silicato y oxígeno) por la gran carga iónica entre Si-O (119). 185-187cm-1 por 

una vibración torsional CH3 del grupo funcional metilo O-CH3 característico de la 

cadena lateral de la alanina, valina y leucina en lugar de uno de dos α 

Hidrógenos, al ser moléculas de naturalidad hidrófoba, probablemente estén 

queden incluidas en los clústers formados al interaccionar los iones Ca2+ y PO4, 

esta característica es evidente en las muestras con péptido y ausente en el 

control. La frecuencia de 1106-1108cm-1 refleja una alta interacción de grupos 

aromáticos presentes en las muestras de pCAP y pCAP+CEMP1-A 

posiblemente del modo vibracional estiramiento C-C de la fenilalanina. 

A pesar de existir posiciones atómicas ya reportadas en la literatura como las 

distancias entre P-O, Ca-O y O-H pueden ser variables dependiendo de los 

módulos de relajación e interface atómicas  

 

Conclusión  

El sistema de contradifusión en gel de metasilicato, es un importante sistema 

que nos permite la identificación de proteínas o péptidos con actividad 

nucleadora de cristales de fosfato de calcio, sin embargo el pH, la temperatura, 

las condiciones de hipersaturación, tiene un papel muy importante durante la 

síntesis de cristales. Este sistema permitió un crecimiento de cristales con 

tamaño aproximado a 400 a 500µm con una concentración de 150 µg  de 

péptido en un tiempo de 7 días, esto fue posible gracias al Microscopio 

Electrónico de Barrido por Emisión de Campo se identificó la homogenicidad 

superficial que presentan nuestras muestras, apoyandonos con técnicas 

semicuantitativas para conocer los elementos químicos que la constituyen, como 

el EDS, mapeo de elementos y análisis en línea, los cuáles permitieron 

identificar a pCAP como un potente nucleador de cristales de HAp Lo relevante 

en esta investigación fue que en la ceal realizar la combinación de 

pCAP+CEMP1-A, ya que además de constituir cristales más grandes, la fase 
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mineral indicaba un rt Ca/P superior a 1.7, un perfecto ensamblado y formación 

de ángulos en el eje c y el plano (001), con diámetros en cada una de sus 

prolongaciones de 9-14µm y un grosor aproximado a 2.5 µm, indicando una 

fuerte interacción con la celda unitaria de la HAp. Se identificaron importantes 

cambios morfológicos los que podrían adentrarnos sobre las caras 

preferenciales cristalinas de cada péptido sobre la HAp sintetizando 

prolongaciones delgadas en forma de agujas o varillas y otras con morfología 

similar a corbatas o escamas. 

CEMP1-B, presenta un potencial antagónico para los cristales fosfato 

octacálcico que ofrece CEMP1-A, con un rt Ca/P 1.27 al combinarlos y de 

manera individual un rt Ca/P 1.16 posiblemente por interacción hacia una cara 

preferencial sobre los ejes c y b, esta característica podría ser sometida a 

futuras investigaciones como un posible inhibidor de cristales de fosfato de 

calcio en diversas patologías donde exista un incremento en el metabolismo 

óseo.  

La nucleación heterogénea es otra característica presentada en nuestros 

cristales, al identificar un forma con características de un núcleo, donde se 

desprenden las prolongaciones cristalinas, desarrollando distinto nivel de 

madurez, siendo menor en el centro rt Ca/P 1.31 con elementos químicos como 

Cl, Na y mayor en la superficie rt Ca/P 1.70 perdiendo elementos traza durante 

su síntesis y aumentando los niveles Ca y P. 

El espectro µRaman reflejo material con un alto grado de cristalinidad para 

pCAP, pCAP+CEMP1-A y pCAP+CEMP1-B, con grupos HPO4
3- en diversos 

modos vibracionales, además de una fuerte interacción de cadenas aromáticas, 

esto indica que el acoplamiento de aminoácidos como la fenilalanina, capaz de 

formar clústers de calcio y permitir el acoplamiento y ensamblado de los iones 

Ca2++ sobre el eje c, interaccionando aminoácidos con carga ácida durante su 

crecimiento y acoplamiento en el eje c.  

HR-TEM es una técnica empleada para observar e investigar la microestructura 
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de interface de una muestra, su función es como una huella dactilar que permite 

el reconocimiento de su fase mineral a través de planos cristalinos formados por 

la distancias interatómicas y correlacionarlos con tablas cristalográficas ya 

establecidas, fueron obtenidas distancias entre los puntos atómicos ±0.620 nm a 

0.689 nm para el eje mayor y de ±0.272 nm a 0.345 nm para el eje menor los 

cuáles son correspondientes para los espaciamientos atómicos reportados para 

la HAp.  

Se propone el diseño de un modelo en dinámica molecular que permita 

identificar los posibles arreglos moleculares que sufren los péptidos y su 

interacción con las planos cristalinos de la HAp, esto podría ampliar el panorama 

del proceso de síntesis de cristales, desarrollando un proceso de 

biomineralización más rápido y efectivo para una futura aplicación terapéutica. 
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