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Resumen

En el presente trabajo se demuestra la interaccion entre el péptido sintético
derivado del extremo carboxilo terminal de la proteina de adhesion del
cemento (pHACD1/CAP) con andamios porosos de hidroxiapatita
sintetizados por el proceso de gel-casting modificado. El péptido
pHACD1/CAP ha demostrado su capacidad para inducir la formacion de
cristales de hidroxiapatita en un sistema libre de células, asi como estimular
el proceso de regeneracion de tejidos mineralizados en modelos de defectos
0seos de tamario critico en calvarias de rata y tibias de conejo. Ademas,
promueve la regeneracion periodontal que, incluye regeneracion de
ligamento periodontal, cemento radicular y hueso alveolar en defectos
periodontales inducidos en ratas wistar, esto lo convierte en un potencial
agente terapéutico en el tratamiento de defectos 6seos y periodontales. Por
otra parte, el proceso gel-casting modificado (PGCM) permite modelar
andamios de hidroxiapatita (HA) sintética a la forma deseada y regular su

microporosidad.

La principal desventaja de todos los injertos aloplasticos o sintéticos para
regeneracion 0sea, es el carecer de biomoléculas osteoinductoras. Por lo
que, afadir una molécula osteoinductora como lo es el pHACD1/CAP al
PGCM vy estudiar su interaccion, es el primer paso para el posible

mejoramiento de los tratamientos de regeneracion 6sea en el futuro.

La caracterizacion del material compuesto (andamio de hidroxiapatita
adicionado con el pHACD1/CAP) se realizO mediante microscopia
electronica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), espectroscopia Raman, espectroscopia por dispersion de
energia de rayos X (EDS) y analisis de difraccién de rayos X (DRX). Estas
diferentes técnicas nos permitieron recabar informacion importante del
material obtenido (caracteristicas fisicas del material e interaccion entre el
péptido hacia la hidroxiapatita). Finalmente, realizamos una propuesta
tedrica mediante docking molecular, de la interaccién atémica entre el

péptido y la HA.



Nuestros resultados nos permiten concluir que pHACD1/CAP tiene
interaccion quimica con el andamio de HA, mediante FTIR identificamos un
grupo de bandas entre 1881y 1390 cm™ que indican la presencia de enlaces
amida y amina presentes en los aminoacidos que, demuestran que el
péptido puede permanecer en el material. Mediante el docking molecular
identificamos que las serinas presentes en el péptido son las que dirigen

dicha interaccion.



Abstract

In the present work, we demonstrated the interaction between the carboxyl
terminal cementum attachment protein derived peptide (p0HACD1/CAP) with
porous hydroxyapatite (HA) scaffolds synthesized by the modified gel-
casting process (MGCP). The pHACD1/CAP has demonstrated its ability to
induce the formation of hydroxyapatite crystals in a cell-free system, as well
as to stimulate the regeneration of bone defects in rat calvaria and rabbit
tibia critical size models. In addition, it promotes periodontal regeneration
including regeneration of the periodontal ligament, root cementum and
alveolar bone in induced periodontal defects in wistar rats. These evidences
make pHACD1/CAP a potential therapeutic agent in the treatment of bone
and periodontal defects. On the other hand, the MGCP, allows modeling
synthetic hydroxyapatite scaffolds to the desired shape and regulating their

microporosity.

The main disadvantage of all alloplastic or synthetic grafts for bone
regeneration is the lack of osteoinductive biomolecules. Therefore, adding
an osteoinductive molecule such as pHACD1/CAP to HA made with PGCM
and studying its interaction is the first step for the possible improvement of

bone regeneration treatments in the future.

The characterization of the composite material (hydroxyapatite scaffold
added with pHACD1/CAP) was performed by means of scanning electron
microscopy (SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), Raman
spectroscopy, Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) and X-ray
diffraction (XRD). These different techniques allowed us to collect important
information on the material obtained (physical characteristics and interaction
between the peptide and hydroxyapatite). Finally, we make a theoretical
proposal through molecular docking, of the atomic interaction between the

peptide and HA.

Our results allow us to conclude that pHACD1/CAP has a chemical
interaction with the HA scaffold, by means of FTIR we identified a group of
bands between 1881 and 1390 cm-1 that indicate the presence of amide and

amine bonds present in the amino acids, which demonstrates that peptide



may remain in the material. Through molecular docking we identify that the

serines present in the peptide are the ones that direct this interaction.

Vi



1.Introduccién

En condiciones adecuadas de salud el tejido 6seo posee la capacidad
intrinseca de regenerarse por completo, esta capacidad se puede ver
comprometida por diferentes factores como: enfermedades subyacentes,
vascularizacion deficiente, el proceso de envejecimiento o cuando la lesién
es tan grande que excede la capacidad del tejido de regenerarse (Bullock
et al.,, 2021). Los defectos 6seos pueden ser causados por distintas
situaciones tales como lesiones por traumatismos, infecciones y tumores
0seos, entre otros. Suelen requerir una reseccion de tejido éseo grande, lo
que provoca un defecto 6seo de tamafio critico (aquel que no puede
regenerar a pesar de la estabilizacion quirargica y requiere de una
intervencién adicional para colocar un injerto 6seo) (Keating et al., 2005). Es
dificil determinar las dimensiones que debe de tener un defecto de tamafio
critico, sin embargo, se ha descrito que deben tener una longitud mayor a
1-2 cm y una pérdida de mas del 50 % de la circunferencia del hueso en

humanos (Sanders et al., 2014).

Para la regeneracion de los defectos 6seos se han empleado diferentes
biomateriales, entre estos se utiliza hidroxiapatita (HA), ya que es el mayor
componente inorganico de los tejidos mineralizados del cuerpo humano
(hueso, cemento radicular, dentina y esmalte) (Campa, J, Rivera-Muioz,
2007). Es por esta razén que, se ha utilizado ampliamente como injerto para
promover la regeneracion 6sea. Para llevar a cabo la regeneracion 6sea se
requieren diferentes mecanismos bioldgicos que son: la osteoconduccion,
osteoinduccion y osteogénesis. La osteoconduccion se refiere a la
formacion 6sea, mediante osteoblastos que se encuentran en margenes del
defecto, en el material de injerto éseo. Los materiales osteoconductivos
sirven como andamio para el crecimiento 6seo, estos no inhiben ni inducen
la formacidn Osea. La osteoinduccion incluye la formacion de hueso nuevo
al estimular células osteoprogenitoras dentro del defecto o de los espacios
paravasculares para que se diferencien en osteoblastos y comiencen la
formacion de tejido O6seo. Existen diferentes moléculas osteoinductoras,
como es el caso de las proteinas morfogénicas 6seas (BMP’s), el factor de

crecimiento vascular (VEGF), la proteina del cemento 1 (CEMP-1) y la
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proteina de adhesion del cemento (HACD1/CAP), entre otras. La
osteogénesis se lleva a cabo cuando los osteoblastos son parte del injerto,
en donde éstos comienzan nuevos centros de osificacion dentro del injerto,

para esto requieren un adecuado aporte sanguineo y viabilidad celular

Los injertos para regeneracion 6sea se pueden dividir de acuerdo con la

fuente de la cual son obtenidos:
e Autoinjertos.

Es el estandar de oro ya que se obtiene del mismo paciente, pero de otra
region anatémica (cresta iliaca, rama de la mandibula, menton, entre otros)
(Chavda & Levin, 2018). Al tomarlo del mismo paciente posee
osteoinduccién, osteoconduccioén y osteogénesis adecuadas, ademas de
tener menor riesgo de rechazo inmunitario y de infeccion (Garcia-Gareta et
al., 2015:Trujillo et al., 2014;Martinez Alvarez et al., 2018). Entre sus
desventajas estd la necesidad de dos sitios quirdrgicos, ademas de la
cantidad limitada que se puede obtener y la utilizacién de alguno de los otros
tipos de injertos para el sitio donador (Chavda & Levin, 2018).

e Aloinjertos (tejido 6seo tomado de otro individuo de la misma

especie).

Estos injertos tienen como desventajas: ocasionar diversas reacciones de
rechazo inmunoldgico, asi como un alto riesgo de infeccién. Ademas, al ser
sometidos a procesos de esterilizacion se eliminan células y moléculas esto
provoca que no posea osteogénesis y su osteoinduccién sea reducida
(Chavda & Levin, 2018; Garcia-Gareta et al., 2015;Trujillo et al.,
2014;Martinez Alvarez et al., 2018).

e Xenoinjertos (tejido 6seo tomado de un individuo de distinta

especie).

Principalmente son de origen equino, porcino o bovino. Al igual que los
aloinjertos pueden ocasionar rechazo e infeccion en el paciente receptor y

carecen de osteoinduccién y osteogénesis (Chavda & Levin, 2018).



e Injertos aloplasticos (injertos sintéticos)

Actualmente los materiales aloplasticos son una gran alternativa debido a
que pueden sintetizarse con diferentes formas, tamafios de poro y
topografias que le pueden proporcionar una adecuada osteoconduccién
(Garcia-Gareta et al., 2015) sin embargo, su capacidad osteoinductora es
muy baja, lo que resulta en tratamientos de larga duracién y con resultados

poco predecibles (Chan et al., 2012;' Ripamonti, 1996).

Con el fin de restablecer la funcion de 6rganos y tejidos se ha desarrollado
el campo de la ingenieria de tejidos, que tiene como pilares el uso de
andamios, poblaciones celulares determinadas y moléculas inductoras. Se
ha propuesto que, para mejorar estos injertos 0seos sintéticos se pueden
afadir diferentes moléculas osteoinductoras tales como proteinas, péptidos
o factores de crecimiento, que posean la capacidad de fomentar la
regeneracion 6sea y permitan potenciar la capacidad osteogénica de los
materiales sintéticos y asi obtener mejores resultados en cuanto a la

formacion de tejido nuevo (Acharya et al., 2012; Chavda & Levin, 2018).



2. Marco Teorico

2.1. Tejido 6seo

El tejido 6seo es la unidad basica del sistema esquelético humano. Es un
tejido complejo y dinamico, esto porque se encuentra en un constante
recambio, llamado remodelado 6seo, (Bhat & Kumar, 2013a; Eliaz & Metoki,
2017). Esta formado por un 15 % de agua, 30 % de fibras de colagena y
55% de minerales cristalizados (principalmente HA). Entre sus funciones

estan(Tortora James & Derrickson Bryan, 2018):

e Sostén. El esqueleto es el armazon estructural del cuerpo que sirve
de sostén para tejidos blandos, insercibn de tendones de los
musculos esqueléticos.

e Proteccion. Protege a los o6rganos vitales (cerebro, corazon,
pulmones, etc.)

¢ Asistencia al movimiento. Los musculos se insertan en el esqueleto
para permitir la locomocion del cuerpo.

¢ Homeostasis mineral. Alimacena minerales como calcio y fésforo que
son necesarios para su solidez y muchos procesos metabdlicos,
estos pueden ser liberados para distribuirse a todo el cuerpo.

e Produccion de células sanguineas. Algunos huesos poseen médula
O0sea roja, la cual produce eritrocitos, leucocitos y plaguetas,
mediante la hematopoyesis.

e Depdsito de triglicéridos. En la médula 6sea amarilla se encuentran
principalmente células adiposas que permiten el almacenamiento de

triglicéridos, los cuales son una fuente de energia quimica.

2.1.1. Células residentes del tejido 6seo
El tejido 6seo es un constructo complejo en el cual estan presentes
diferentes tipos celulares, las cuales llevan a cabo funciones especificas que

permiten el adecuado funcionamiento del tejido, entre estas se encuentran:

2.1.1.1. Células osteoprogenitoras

Entre estas se destacan dos tipos de células troncales: las células troncales
hematopoyéticas (HSC, por sus siglas en inglés) y las células troncales
mesenquimales (MSC). Las HSC y MSC se encuentran en la médula ésea
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y vasos sanguineos (Maria Elsa Gomez de Ferraris & Antonio Campos
Mufioz, 2009). Las HSC se encuentran rodeadas por células estromales en
la médula ésea, anteriormente se creia que se localizaban en la borde
interno del hueso, sin embargo, ahora se sabe que estas se encuentran en
regiones perivasculares donde estan presentes diferentes factores de
crecimiento, quimiocinas y citocinas y son las encargadas de la formacion
de células sanguineas y hematopoyéticas, al igual que de los osteoclastos
(células encargadas de la resorcion 6sea). Las MSC también intervendran
en la formacién de células de linaje mesenquimatosos, entre las que se
encuentran los osteoblastos, adipocitos, condrocitos y fibroblastos. Ambos
tipos celulares estan encargados de mantener una homeostasis 0sea y
generacion de células (Maria Elsa Gomez de Ferraris & Antonio Campos
Mufioz, 2009).

2.1.1.2. Osteoblastos

Miden alrededor de 20-30 um, tienen forma poliédrica con un aparato de
Golgi (AG) y Reticulo endoplasmico rugoso (RER) grandes, su vida media
es de 1-10 semanas y desaparecen por apoptosis 0 se convierten en
osteocitos (Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil et al., 2005). Su funcién
principal es sintetizar la matriz 6sea. Responden a diferentes sefales
(mecénicas, hormonales o de citocinas) para sintetizar matriz 6sea. La
matriz ésea incluye como fibras colagenas, asi como diferentes proteinas
no colagenas, posteriormente se depositan diferentes minerales
produciendo una matriz mineralizada y los osteoblastos quedan embebidos
en la matriz calcificada convirtiéendose en osteocitos (Tortora James &
Derrickson Bryan, 2018).

2.1.1.3. Osteocitos

Son las células 6éseas maduras presentes en un mayor numero dentro del
tejido 6seo, su forma es estrellada y su cuerpo se encuentra dentro de las
lagunas denominados osteoplasmas, poseen prolongaciones
citoplasmaticas que se comunican entre si a través de los conductos
“calcodoros” llenos de fluido 6seo extracelular, de tal suerte que crean una
red de comunicacién que les asegura un adecuado suministro de oxigeno y

nutrientes (Tortora James & Derrickson Bryan, 2018). Esta interconexién
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permite mantener y regular el tejido. Estas células no presentan division
celular. Estan involucrados en el remodelado 6seo al detectar variaciones
mecanicas en las fuerzas de carga (Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil
et al., 2005).

2.1.1.4. Osteoclastos

Son células grandes de alrededor de 100 um, multinucleadas (5-50 ndcleos)
gue poseen una gran cantidad de mitocondrias y vacuolas, derivan de la
fusion de los monocitos, su origen es a partir de las células madre
hematopoyéticas conocidas como “unidades formadoras de colonias de
granulocitos y macrofagos” (CFU-GM). Se localizan en el endostio, la
porcion que esta en contacto con el hueso tiene un plegamiento de
membrana en forma rugosa caracteristico denominado “borde de cepillo”
(Fortoul, 2017; Maria Elsa Gomez de Ferraris & Antonio Campos Mufioz,
2009). Es a través de esta porcion que la célula secreta diferentes
sustancias como enzimas u acidos que degradan los componentes
organicos y minerales de la matriz 6sea, en lo que se conoce como
“resorcion 6sea” la cual permite un adecuado equilibrio entre la formacién

Osea y la degradacién de este.

Del lingje celular éseo Desde el linaje del leucocito

Célula progenitora Osteoblasto Osteocito Osteoclasto
osea (se diferencia en (forma la matriz (mantiene (participa en la resorcion, la
un osteoblasto) extracelular dsea) el tejido dseo) degradacion de la matriz extracelular dsea)

SPL/Science Source

Imagen 1. Micrografias y esquemas de células residentes del tejido dseo. Tomada de Tortora James & Derrickson Bryan, 2018




2.1.1.5. Células bordeantes 0seas.

Son células fusiformes y aplanadas, se localizan en lugares en los que no
hay presencia de osteoblastos o de osteoclastos. Se unen entre si y con
osteocitos mediante uniones comunicantes. Su funcion es el establecer un
limite o barrera en el tejido 6seo que hace posible la formacién de un
microambiente, estas se originan a partir de osteoblastos que finalizan su
actividad funcional (Maria Elsa Gomez de Ferraris & Antonio Campos
Mufioz, 2009). Todas estas células se encuentran rodeadas de una matriz

Osea que en conjunto formaran una estructura tridimensional.

2.1.2. Matriz Osea

Se divide en dos componentes: la matriz orgénica y la matriz inorganica.

2.1.2.1. Matriz organica

También llama matriz osteoide, constituida principalmente de colagena tipo
I en un 90 %, al presentar sus fibras dispuestas segun las lineas de fuerzas
tensionales confiere al hueso su resistencia mecanica. Ademas de la
colagena tipo I, se encuentran la colagena tipo Il y IV (Fernandez-

Tresguerres Hernandez-Gil et al., 2005).

El otro 10 % esta constituido por proteinas no colagenas que corresponden
a 8 % de glucoproteinas, fosfoproteinas y proteoglucanos, el otro 2 % es
representado por enzimas como la fosfatasa alcalina, colagenasa y factores
de crecimiento como el factor de crecimiento transformante (TGF) o el factor
de crecimiento fibroblastico (FGF), entre muchos otros. Las proteinas se
suelen clasificar en tres grupos principales: glucoproteinas, proteinas que
contienen acido gamma carboxil-glutamico y proteoglucanos (Fernandez-

Tresguerres Hernandez-Gil et al., 2005).
Glucoproteinas

e Osteopontina: cuya funcién es actuar como agente de agregacion
celular.

e Osteonectina: de naturaleza acida, tiene afinidad por la colagena, es
especifica del tejido dseo, de igual forma interacttia con la HA.

e Sialoproteina 0sea: esta asociada a la mineralizacion 0sea, es rica
en acido aspartico, glutamico y glicina.
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e Osteoprotegerina: secretada por osteoblastos, actia inhibiendo la
resorcion osea.

¢ Proteinas morfogénicas 0seas (BMP’s). Son una familia de proteinas
que permiten la sintesis de DNA y proliferacion celular (Maria Elsa

Gomez de Ferraris & Antonio Campos Mufioz, 2009).
Proteinas con acido gamma carboxil-glutamico

Osteocalcina o proteina Gla 6sea (BGP). Secretada por osteoblastos,
permite enlazar el calcio a la coladgena. Para realizar sus funciones necesita
cofactores como vitaminas K, B y C. (Maria Elsa Gémez de Ferraris &

Antonio Campos Mufioz, 2009).

Proteina Gla de la matriz (MGP), presente en la matriz en fases previas a la
maduracién, su concentracién se estimula por la presencia de vitaminas K,
B y C. El inicio de la mineralizacién se asocia a la regulacion de la
homeostasis del calcio (Maria Elsa Gémez de Ferraris & Antonio Campos
Mufioz, 2009).

Proteoglucanos

Dentro de estos se encuentran la decorina, cuya localizacién es préxima a
los tendones y el biglicano, préximo a las células endoteliales y a sitios
donde se lleva a cabo la sintesis y deposito de matriz 6sea. La funcion
principal de los proteoglucanos es el favorecer y controlar el depdsito de
sales de calcio. Estos también suelen unirse a glucosaminoglicanos (GAG)
formando: condroitin sulfato, dermatan sulfato, heparan sulfato y el
hialuronano o &cido hialurénico (Maria Elsa Goémez de Ferraris & Antonio
Campos Mufioz, 2009).

2.1.2.2. Materiainorganica o componente mineral

Desde 1771 Scheele informo la presencia de minerales de fosfato de calcio
en los huesos. Estos componentes no tienen una composicion uniforme
(Breeland et al., 2021).

Dentro de estos minerales el mas abundante es el fosfato de calcio (CaP)
gue se combina con otra sal mineral, el hidroxido de calcio [Ca (OH)z], que
al reaccionar forman cristales de HA [Cai10(POa4)s(OH)2]. A medida que se
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forman los cristales también suelen combinarse con otro tipo de minerales
como el carbonato de calcio (CaCOs) y otros iones como el magnesio,
fluoruro, potasio y sulfato (Tortora James & Derrickson Bryan, 2018). Los
fosfatos de calcio se encuentran en la leche y sangre bovinas, son el
principal componente del tejido 6seo ~60 %, esmalte dental y otros tejidos
duros del cuerpo humano (Eliaz & Metoki, 2017; Fernandez-Tresguerres
Hernandez-Gil et al., 2005). El tamafio de un cristal de HA en el hueso es

de ~40 nm de largo y ~2 nm de grosor (Fortoul, 2017).

2.1.3. Tipos de tejido 6seo.

Juntos, células y matriz 6sea se asocian para crear la estructura del tejido
0seo, el cual no es un tejido solido sin espacios, contiene numerosos
espacios o porosidades que permiten que vasos sanguineos discurran a
través de ellos para la nutricibn de las diferentes poblaciones celulares
(Tortora James & Derrickson Bryan, 2018). El tejido 6seo se puede clasificar

en trabecular inmaduro (fibroso) y maduro (laminar) (Fortoul, 2017).
Hueso trabecular inmaduro

Formado por trabéculas que contienen osteocitos en sus lagunas
embebidos en una matriz poco calcificada. Se encuentra en la osteogénesis

y reparacion de fracturas.
Hueso maduro

Formado por laminas Oseas paralelas o concéntricas birrefringentes las
lagunas contienen osteocitos cuyas prolongaciones ocupan canaliculos que
cruzan transversalmente las laminas hasta contactar con las prolongaciones

de otros osteocitos.

A su vez, el tejido 6seo maduro se clasifica en compacto (denso o cortical)

y en hueso esponjoso (trabecular o medular).
Tejido 6seo compacto

Esta formado por osteonas o sistemas de Havers las cuales son su unidad
estructural (Fortoul, 2017). Cada osteona esta formada por laminas
conceéntricas localizadas alrededor de un conducto central o conducto de

Havers, el cual contiene vasos sanguineos y prolongaciones nerviosas
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(Tortora James & Derrickson Bryan, 2018). Tiene una apariencia similar a la
de los anillos de crecimiento de los arboles. Estas laminas concéntricas son
placas circulares de matriz extracelular mineralizada de diametro creciente,
estos se disponen paralelamente uno de otro a lo largo de la longitud de un
hueso. En estas laminas se encuentran las lagunas que contienen a los
osteocitos, de las cuales irradian canaliculos pequefios que contienen las
prolongaciones de los osteocitos que se denominan procesos digitiformes y
permiten la comunicacion entre osteocitos, asi como con el conducto central
(Tortora James & Derrickson Bryan, 2018). Entre las osteonas se
encuentran las laminillas intersticiales, en las cuales también hay presencia

de osteocitos en sus lagunas.

Ademas, también existen conductos perforantes o de Volkmann que
discurren transversalmente a los conductos de Havers. En la imagen 2 se

puede observar la representacion esquematica de este tipo de tejido éseo.

Imagen 2. Esquema de tejido éseo compacto. Tomada de Tortora James & Derrickson Bryan, 2018
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Tejido 6seo esponjoso

También se denomina tejido 6seo trabecular, a diferencia del tejido 6seo
compacto no contiene osteonas, se encuentra en el interior del hueso y esta
protegido por tejido 6seo compacto. Formado por laminillas que se
distribuyen de manera irregular en estructuras llamas trabéculas o espiculas
(Fortoul, 2017). En este tipo de tejido 6seo se pueden observar espacios
macroscopicos, estos espacios contienen la médula 6sea roja y médula
Osea amarilla, asi como una gran cantidad de vasos sanguineos. Cada
trabécula contiene laminillas concéntricas, osteocitos en sus lagunas y sus

canaliculos (Tortora James & Derrickson Bryan, 2018).

En huesos cortos, planos, sesamoideos o de forma irregular, este tejido se
encuentra en su porcion interna, mientras que en huesos largos encuentra
en la epifisis y forma un borde angosto hasta la diéfisis (Tortora James &
Derrickson Bryan, 2018).

A diferencia del tejido 6seo compacto, el esponjoso es liviano, debido a la
presencia de poros mas grandes que los presentes en el hueso compacto,
lo que reduce el peso total del hueso (Tortora James & Derrickson Bryan,
2018).

En la imagen 3 se puede observar un esquema de los dos tipos de tejido

6seo maduro.

Canal de Havers
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Osteocitos

Cristales

e

Osteocitos. 1 |
=
——i
Fibra de Molécula de
coligeno coligeno

Trabérulas Liminas

individuales

Hueso trabecular

Imagen 3. Esquema de tejido 6seo maduro: trabecular y compacto. Tomado de Caeiro et al., 2013
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2.2.  Biomateriales

En las ultimas décadas los biomateriales han sido el foco de atencion de
muchas investigaciones en biomedicina, esto con el objetivo de aplicar los
materiales al cuidado de la salud. Los materiales implantables son aquellos
que estan en contacto intimo con los tejidos vivos, cuyo objetivo es el de
lograr una adecuada interaccion bioldgica entre el material y el huésped
(Vallet-Regi et al., 2011).

La primera definicion de biomaterial se dio en la primera Conferencia de
Consenso de la Sociedad Europea de Biomateriales (ESB, por sus siglas en

inglés):

“‘Un material no viable utilizado en un dispositivo médico, destinado a

interactuar con sistemas bioldgicos”.
En la actualidad la ESB los define como:

“Material destinado a interactuar con los sistemas bioldgicos para evaluar,

tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido, érgano o funcion del cuerpo”.
Otra definicion de biomaterial es la siguiente:

“Un biomaterial es una sustancia que ha sido disefiada para tomar una forma
que, sola o como parte de un sistema complejo, se utiliza para dirigir,
mediante el control de interacciones con componentes de sistemas vivos, el
curso de cualquier procedimiento terapéutico o de diagndstico, en humanos.

0 medicina veterinaria.” (Williams, 2009).

Como podemos observar, la definicion de los biomateriales ha cambiado
con el paso del tiempo, esto es porque las diferentes generaciones de
biomateriales han tenido diferentes objetivos. En las décadas de 1960 y
1970 se buscaba que los biomateriales tuvieran propiedades mecanicas
apropiadas, resistencia a la corrosion en un ambiente acuoso y no provocar
toxicidad o carcinogenicidad en los tejidos vivos (Bhat & Kumar, 2013). Los
biomateriales de segunda generacion buscaban ser bioactivos, se
desarrollaron vidrios bioactivos, ceramicas, polimeros, vitroceramicos y
materiales compuestos o composites (Bhat & Kumar, 2013; Boyan et al.,

1998). Actualmente estamos en el desarrollo de la tercera generacién de
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biomateriales que tienen el objetivo de estimular una respuesta celular
especifica (Bhat & Kumar, 2013).

Entre las caracteristicas que debe cumplir cualquier biomaterial destinado a
usarse como terapéutico estan (Ghassemi et al., 2018; Maria Elsa Gomez

de Ferraris & Antonio Campos Mufioz, 2009):

1) Biocompatibilidad: es decir que permitan adhesién y proliferacion
celular, asi como ausencia de toxicidad y reacciones inflamatorias.

2) Estructura adecuada en términos de forma, porosidad y tamafios de
poro para penetracion celular, transferencia de nutrientes y
desechos, y angiogénesis.

3) Capacidad de entrega controlada de moléculas o farmacos
bioactivos.

4) Biodegradabilidad para la sustitucion segura programada del material
del andamio/injerto 6seo con deposicion de osteoide.

5) Propiedades mecanicas para soportar peso durante el periodo de
mejora.

6) Esterilidad sin pérdida de bioactividad.

Cabe mencionar que los biomateriales son uno de los tres pilares de la
ingenieria de tejidos que, junto con moléculas bioactivas y células, tienen el

objetivo de reemplazar tejidos dafiados.

Existen cuatro familias principales de biomateriales, estas se clasifican de

acuerdo con su composicion quimica como:

2.2.1. Metélicos

Se emplean como biomateriales debido a sus propiedades de conductividad
eléctrica y térmica, como por sus propiedades mecéanicas (Bhat & Kumar,
2013). Poseen enlaces metalicos que tienen una nube de electrones que
rodean los atomos, lo cual permite una transferencia eléctrica y térmica. Se
genera un arreglo atdbmico de alta gravedad especifica, que origina amplios
rangos de puntos de fusion, los cuales pueden ir de 250 °C para el estafio,
hasta 3396°C para el tungsteno (Roldan Vasco et al., 2016). Su empleo es
principalmente para reemplazo de tejidos duros, como sustitucion de

cadera, articulaciones de rodilla, dispositivos de fijacion espinal e implantes
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dentales, también se emplean aleaciones metélicas como cables guias de
catéteres, arcos de ortodoncia e implantes de coclea (Roldan Vasco et al.,
2016).

Estos materiales tienen como desventaja que no pueden funcionar como
andamios para interaccion con células en la ingenieria de tejidos y que no
pueden ser degradados en los ambientes biol6gicos (Roldan Vasco et al.,
2016).

2.2.2. Ceramicos

Son materiales no metalicos inorganicos que se originan a partir de alimina,
zirconio, carbono, fosfatos de calcio y compuestos de silice, entre otros
(Salinas & Vallet-Regi, 2008). Se unen mediante enlaces iénicos y
covalentes, comparados con metales y polimeros son duros y fragiles, no
combustibles y no oxidables. Se emplean en ambientes de alta temperatura,
corrosivos y tribolégicos (ambientes con alta friccion). Tienen alta resistencia
a la compresion, pero baja resistencia a la tension. En general sus
temperaturas de fusién rondan los 2200°C, en promedio y tienen baja
conductividad eléctrica y térmica (Roldan Vasco et al., 2016). Se emplean
como implantes, ya que no son toxicos, ni cancerigenos, no producen
alergias, inflamacion, son biocompatibles y biofuncionales. Pueden ser
reabsorbibles, lo cual los hace utiles como dispositivos liberadores de
farmacos, reparacion y rellenos 6seos (reparacién en vertebras de columna,
defectos dentales y maxilofaciales), debido a que algunos de ellos contienen
minerales sustituyentes del hueso como la HA (profundizado més adelante).
Otra ventaja de estos es que su porosidad puede ser controlada, lo cual
permite que se favorezca el crecimiento e integracion a los tejidos del cuerpo
(Roldan Vasco et al., 2016).

2.2.3. Polimeros

Se producen debido a la union de miles de moléculas pequeias
denominadas monémeros, que forman cadenas grandes o macromoléculas
de diferentes formas. La mayoria de los polimeros estan formados por
estructuras de carbono, por lo que son compuestos organicos. Pueden ser
de origen natural o sintético, su principal ventaja es su facilidad de
fabricacion y de producir diferentes formas y tamafios (peliculas, laminas,
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fibras, etc.). Se suelen utilizar para producir suministros médicos
desechables, materiales protésicos, implantes, encapsulantes, sistemas

liberadores de farmacos, entre otras (Roldan Vasco et al., 2016).

Son biocompatibles, no son citotdxicos, ni cancerigenos, son esterilizables,
tienen adecuada elasticidad, durabilidad y resistencia, que pueden ser
adaptables a los requerimientos de las aplicaciones. Se pueden modificar
superficialmente para mejorar su biocompatibilidad e interaccion celular
(Roldan Vasco et al., 2016).

2.2.4. Compuestos (mezcla de dos 0 mas)

Contienen dos o mas materiales o fases constituyentes diferentes en una
escala mayor gue la atbmica. Su propdsito es combinar las propiedades de
los materiales constituyentes para mejorarlas. Es importante que los
constituyentes sean biocompatibles y su interfaz no debe ser degradada por
el cuerpo. Se emplean como materiales de relleno dental, cementos 6seos
de metilmetacrilato e implantes ortopédicos con superficies porosas (Roldan
Vasco et al., 2016).

Los materiales denominados bionanocompuestos pueden ser prometedores
para usos en matrices de polimeros reforzadas con nanomateriales, por
ejemplo, los compuestos formados por acido polilactico (PLA) y nano HA.
Permiten emular la naturaleza del hueso al combinar la tenacidad de la fase
polimérica y la alta resistencia a la compresion de la HA, con lo cual se
genera un material bioactivo con propiedades mecanicas mejoradas y
amplio rango de degradacién. Otros compuestos combinan HA con PLA 'y
gelatina, con lo que se combina la osteoconductividad de la HA (Roldan
Vasco et al., 2016).

Otra forma de clasificar los materiales es de acuerdo con su origen (Bhat &
Kumar, 2013):

e Sintéticos: obtenidos de manera artificial, en los cuales estan los
metales, polimeros sintéticos, ceramicos y compuestos o composites.
e Naturales: derivados de fuentes naturales, ya sea de origen animal
0 vegetal, entre los que se encuentran polimeros naturales como la

colagena, o ceramicos como HA.
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e Semisintéticos o hibridos: Estos son la combinacion de los dos

anteriores.

2.3. Hidroxiapatita

Es un material ceramico, forma parte de las apatitas cuya formula general
es M10(XOa)eZ2, donde M es un metal con los aniones X043 y Z. El nombre
de cada apatita dependera de los radicales M, Xy Z, en la HA M es el Ca*
X es el fosforo P°>* y Z es el radical hidroxilo OH-, con esto la férmula queda

de la siguiente forma Caio(PO4)s(OH)x.

Como se revis6 anteriormente, el tejido 6seo contiene cerca de ~69 % de
materia inorganica, representada principalmente por HA, ~9 % de agua y
~22 % de matriz organica; algo importante a destacar es que la proporcion
Ca/P del hueso humano es de 1.67 (Guillen-Romero et al., 2019). Ademas
del tejido Oseo, la dentina, el esmalte y el cemento también contienen
elevados porcentajes de minerales inorganicos (Saenz et al.,, 1999) los

cuales se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion mineral de tejidos mineralizados y HA sintética. Modificada de Saenz, 1999

Mineral Esmalte dental Dentina Hueso Hidroxiapatita
sintética
Calcio 36.1 35.0 35.5 39.0
Fosforo 17.3 17.1 17.1 18.5
Diéxido de 3.0 4.0 4.4
carbono
Magnesio 0.5 1.2 0.9
Sodio 0.2 0.2 1.1
Potasio 0.1 0.07 0.1
Clorina 0.3 0.03 0.1
Flaor 0.016 0.017 0.02
Azufre 0.01 0.2 0.6
Zinc 0.016 0.018 -
Silice 0.003 - 0.04
Radio atémico 1.62 1.59 1.667 1.667
Ca/P
Cristalinidad 70-75 33-37 33-37 80-100

La similitud estructural y funcional de la HA sintética con los tejidos
mineralizados, la hace una mejor opcion como sustituto 6seo sobre los

fosfatos tricalcicos y ceramicas de biovidrio (Szczes et al., 2017). Es un
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material bioactivo y biocompatible, otra ventaja es que se puede obtener por
diversos procesos de fabricacion. Entre las técnicas de obtencién de HA se
encuentran la precipitacion, hidrolisis y sintesis hidrotermal; también se
obtiene de diferentes fuentes como esqueleto de peces, conchas marinas,
cascara de huevo, huesos de bovino, exoesqueleto de camaron, entre

muchas otras (Szczes et al., 2017).

Como mencionamos, debido a su biocompatibilidad, osteoconductividad,
propiedades mecanicas, la HA es usada como injerto aloplastico. Su
comportamiento mecénico, asi como la velocidad de osteointegracion
dependen del tamafio de sus cristales, porosidad y la interconectividad entre

ellos (Guillen-Romero et al., 2019).

2.4. Proceso Gel-casting modificado

Para controlar la porosidad de andamios de HA se ha desarrollado un
proceso denominado Gel-Casting modificado (PGCM), desarrollado por
Rivera-Mufioz en el afio 2011. Este PGCM posee varias ventajas como:
obtencion de una estructura uniforme y de alta resistencia, simplicidad,
formacién rapida del gel, los moldes pueden fabricarse de cualquier
material, se producen piezas de tamafio, forma y porosidad controlada, asi
como su bajo costo debido a que casi todos sus pasos se llevan a
temperatura ambiente (E. Rivera-Mufioz et al., 2003). Estas ventajas hacen
de dicho método de moldeado de HA una gran alternativa para la confeccién
de implantes (con forma y composicion quimica similar al hueso) dirigidos a

la regeneracion Osea.

Este proceso consta de dos fases: una organica y otra inorganica,
primeramente, se realiza la preparacion de la fase inorganica, la cual se da
al mezclar polvos de HA con etanol (solvente), polivinil butiral (aglutinante),
polietilen glicol (plastificante), acido poliacrilico (dispersante) acido oxalico
(agente formador de microporos) y microesferas de polimetil metacrilato
(agente formador de macroporos). Una vez mezclados, se colocan en
moldes prefabricados con la forma que se desea obtener (a temperatura
ambiente), para después ser desmoldados. Posteriormente se calcinan los
polimeros mediante el proceso de sinterizado, son colocados en una mufla
especial para ser llevados a un horno el cual incrementara su temperatura
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a razon de 1°C por minuto hasta alcanzar una temperatura de 1100°C, se
mantiene por dos horas para eliminar todos los agentes, excepto la HA
(Alonso-Sierra Susana, 2013; E. M. Rivera-Muioz et al., 2001).

Al obtener la muestra ceramica se adiciona la fase organica la cual puede
ser colagena o grenetina, afiadiéndola por goteo a la muestra para obtener

el material compuesto (Alonso-Sierra Susana, 2013).

Adicional a esto se ha planteado la posibilidad de afadir péptidos que
potencien la capacidad osteoinductora del material, esto debido a que
muchos pasos se llevan a temperatura ambiente, permitiendo afadir

moléculas como péptidos y proteinas sin modificar su estructura.

2.5. Péptidos usados en regeneracion 6sea

Los péptidos son cadenas cortas de aminoacidos que contienen secuencias
con una funcién especifica, conocidos como motivos proteicos (Bullock et
al., 2021). Sus tamanos pueden variar de menos de 20 hasta por debajo de
100 aminoéacidos (Bermudez et al., 2021). En el caso de la regeneracion
Osea, estos péptidos suelen provenir de proteinas relacionadas a la
formacién de tejido 6seo (Bullock et al., 2021). Estos péptidos se usan
frecuentemente, debido a que presentan menos problemas en comparacion
con la utilizacion de las proteinas completas; entre los qué estan la dificultad
de sintesis de algunas proteinas, problemas asociados a la respuesta
inmune local y la susceptibilidad de degradacion (Bermudez et al., 2021).
Un ejemplo de esto es que las proteinas tienen un plegamiento especifico,
el cual al unirse a un material o interactuar con el medio puede verse
modificado lo que ocasiona que los dominios de sefializacion estén ocultos,
es decir que no estén disponibles para interactuar adecuadamente con el
medio (Ma, 2008). Los péptidos, al no tener el mismo plegamiento de las
proteinas completas, pueden dejar “al descubierto” algunas regiones con
actividad biologica. En cuanto a la inmunogenicidad, las proteinas son
sintetizadas por meétodos recombinantes, que requieren procesos de
purificacion, asi como numerosos controles de calidad que suelen
representar un alto costo. Los métodos de sintesis de péptidos, como el
método en fase sélida son relativamente menos costosos que sintetizar la
proteina completa (dependera del tamafio del péptido y los residuos que lo
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conformen), asi como més eficientes para lograr una mayor sintesis y

pureza de los péptidos (Bullock et al., 2021).

Existen numerosos péptidos que han sido estudiados para la regeneracion

0sea, a continuacion, mencionaremos algunos de estos.

2.5.1. Péptidos RGD

Descubiertos por Pierschbacher en 1984, contienen arginina, glicina y acido
aspartico. Este dominio se encuentra en proteinas de la matriz 6sea como
la fibronectina, vitronectina y colagena. La union a este tipo de péptidos se
da por las integrinas, que permiten su reconocimiento e interaccion, el hecho
de que las integrinas estdn en muchos tipos celulares puede conducir a
respuestas inespecificas. Aunque aumentan la adhesion y propagacion
celular no siempre es asi. Este tipo de péptidos se han utilizado para mejorar
la osteoinduccion de andamios de HA uniéndolos mediante adsorcion con
resultados variables en estudios in vivo donde se han reportado
diferenciacion osteogénica, asi como aumento de la mineralizacion de la
matriz, por otro lado, también se ha informado que no causa efectos

negativos en la adhesion de osteoblastos (Bullock et al., 2021).

2.5.2. Péptidos FHRRIKA y KRSR

La union de osteoblastos no sélo se da por integrinas, sino también por la
integracion de proteoglicanos de heparan sulfato transmembrana, los cuales
tienen secuencias de unién a heparina que se encuentran en proteinas

asociadas al tejido 6seo (Bullock et al., 2021).

FHRRIKA, fue descubierto en 1999, contiene un dominio de union a
heparina que permite la proliferacion y propagacion celular, asi como
mineralizacibn de la matriz celular. Se ha usado para funcionalizar

superficies de cuarzo mediante silanizacion (Bullock et al., 2021).

KRSR es un péptido de union a heparina presente en la sialoproteina 0sea,
osteopontina y trombospondina, se informé sobre ella en 1998, dentro de
sus funciones se encuentra la adhesion de células osteogénicas sobre vidrio
de borosilicato (Bullock et al., 2021) .
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2.5.3. Péptido P15

Es un péptido contenido en la secuencia de la colagena tipo | (Gly-Thr-Pro-
Gly-Pro-GIn-Gly-lle-Ala-Gly-GIn-Arg-Gly-Val-Val), se reporté en 1997. En
estudio in vitro e in vivo, mejora la union y proliferacion de células
osteogénicas, asi como la diferenciacion de células troncales. Puede actuar
como un sustituto de colagena, esta secuencia ha sido aprobada por la FDA
para tratar defectos periodontales y se vende bajo la marca PepGen p-15®
de la casa comercial Dentsply. Se ha realizado su unién a hueso bovino
mediante adsorcion superficial, disminuye la adhesion de fibroblastos y
aumenta la adhesion de células osteogénicas. Al usarse en humanos se ha
encontrado que permite la regeneracion del ligamento periodontal (Bullock
et al., 2021).

2.5.4. Péptidos biomiméticos de BMP

Las proteinas morfogénicas 6seas han sido estudiadas en el campo de la
regeneracion 6sea. Se ha utilizado un péptido derivado de la BMP-2
conocido como P24 (Ser-Lys-lle-Pro-Lys-Ala-Ser-Ser-Val-Pro-Thr-Gly-Leu-
Ser-Ala-lle-Ser-Thr-Leu-Tyr-Leu-Asp-Asp-Asp, asi como otros derivados de
BMP-7 y BMP-9 estos contienen epitopos del nudillo de la proteina que
permite su unién a receptores de BMP como mecanismo de accion. Tanto
BMP-2 como su péptido tienen un tiempo de retencion bajo, lo cual reduce
su eficacia, siendo la metodologia de unién para prolongar su liberacién su

principal limitante (Bullock et al., 2021).

2.5.5. Péptido derivado de la proteina de adhesion del cemento
(pPHACD1/CAP)
Este péptido proviene de la proteina de adhesién del cemento
(HACD1/CAP) que es la isoforma 2 de la proteina 3-hidroxiacil-CoA
dehidratasa 1 (HACD1)(Valdés De Hoyos et al.,, 2012) esta ultima esta
formada por 288 aminoacidos y su funcion es catalizar la reaccion de
elongaciéon de acidos grasos de cadena larga en el musculo cardiaco
(Blondelle et al., 2015; Uwanogho et al., 1999). Su gen codificante posee 6
exones y se localiza en el cromosoma 10 p13-14 (Alvarez-Pérez et al., 2006;
Saito et al., 2001; Liu et al., 1997;Barkana et al., 2000). HACD1/CAP es un
splicing alternativo del gen HACD1 y esté formada por 140 residuos, siendo
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los primeros 125 residuos los mismos que se presentan en la regiébn amino-
terminal de HACD1. Sin embargo, los ultimos 15 residuos del carboxilo
terminal son Unicos de HACD1/CAP (Alvarez-Pérez et al., 2006).

HACD1/CAP fue la primera proteina cemento especifica identificada,
caracterizada y purificada a partir de extractos de cemento maduro de
bovino y de humano (Arzate et al., 1992). Esta proteina ha demostrado estar
involucrada en el reclutamiento y diferenciacion de cementoblastos, por lo
que participa activamente en la formacion del cemento radicular y en el
proceso de mineralizacion. Mientras que su funcién a nivel celular parece
estar regulada por las vias de sefializacion intracelular Smad-1 y la via de
MAPK (Montoya et al., 2014).

El andlisis in silico muestra que HACD1/CAP tiene un peso molecular de
14.9 kDa y un punto isoeléctrico es de 7.78, mientras que, en ensayos
experimentales, se ha demostrado que tiene la capacidad de formar

cristales de HA en un sistema libre de células (Montoya, 2015).

Derivado de la caracterizacién bioquimica y estructural de la proteina
HACD1/CAP y del hecho de que justo el sitio activo de la proteina HACD1
es el lugar del corte en el splicing alternativo del gen y su sustitucién por la
secuencia uUnica de 15 aminoéacidos (VSFPSCCFSIAVIFM); se hipotetizo
que dicha secuencia confiere a HACD1/CAP una funcién distinta a la de
HACD1, y que esta region es la que dirige el proceso de mineralizacién en

la proteina (Nidome, 2018).

En el Laboratorio de Biologia Periodontal de la Facultad de Odontologia se
han realizado trabajos experimentales empleando el péptido que contiene
Gnicamente la  secuencia de C-terminal de HACD1/CAP
VSFPSCCFSIAVIFM (pHACD1/CAP). Tiene un peso molecular de 1.65 kDa
y un punto isoeléctrico de 5.48 (Salgado, 2014). Se estudi6é su actividad al
inducir la formacion de cristales de HA en un sistema libre de células,
mimetizando asi la funcién de la proteina hrHACD1/CAP. En este caso, se
colocaron diferentes concentraciones de péptido 2.5, 7.5, 10, 15y 20 ug/mL,
es decir 0.00025%, 0.0005%, 0.00075 %, 0.001%, 0.0015% y 0.002% en
placas de 96 pozos con 10 pL de solucion de fosfato (KH2POs4 10 mM,
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Na2HPO4 20mM y NaCl 150mM pH 7.4), 80 pL de solucién buffer (HEPES
50mM, NaCl 150mM, a pH 4) y10 pL de solucion de Calcio (CaClz 50mM,
HEPES 50mM, NaCl 150mM a pH 4), se caracterizaron los cristales
obtenidos que correspondian a la fase mineral de HA, los cuales fueron
altamente ordenados, ademas se encontr6 que a una concentracion de
0.00075% el péptido parecia actuar como inhibidor de la nucleacion
mientras que a 0.002% es la cantidad Optima para actuar como nucleador
de los cristales de HA (Montoya, 2015). En 2014 se estudio la regeneracion
de defectos Oseos severos en tibias de conejo con el uso del
pHACD1/CAP(Salgado, 2014). El trabajo consistiéo en realizar un defecto
segmental de 10 mm en la tibia de conejos Nueva Zelanda e implantar el
péptido contenido en un vehiculo de gelatina reabsorbible. Los resultados
demostraron que en el grupo donde se implant6 el péptido se obtuvo hasta
un 70% de regeneracion de tejido 6seo en la zona del defecto (Salgado,
2014).

En 2016 se utiliz6 pHACD1/CAP en un estudio preclinico como tratamiento
de la osteoporosis en un modelo inducido en ratas Wistar (Hernandez,
2016). Se utilizé una dosis diaria durante 12 semanas del péptido de 40 y
80 pg/dia en los grupos experimentales. Después de la eutanasia de los
animales, se realizaron pruebas biomecanicas de compresion a la 5ta
vértebra lumbar, el andlisis histolégico del tejido 6seo de vertebras y la
cabeza del fémur, asi como el analisis de la densidad mineral ésea
(Hernandez, 2016). Los resultados demostraron que los animales a los que
se les administr6 pHACD1/CAP aumentaron su densidad mineral 6sea a 91
y 92 % (40 y 80 ug, respectivamente) comparados con el grupo control sin
tratamiento cuya densidad O6sea era de 76 % (Hernandez, 2016). La
resistencia a la compresion también se incremento en los grupos tratados
con el péptido, mientras que el analisis histologico demostré un aumento en
el grosor trabecular 6seo y con caracteristicas muy similares al tejido 6seo

sano (Hernandez, 2016).

En el aflo 2020 se realizé un estudio de funcionalizacion de superficies de
titanio (Ti) y oxido de titanio (TiOz2) con pHACD1/CAP incubadas en una

solucion de saliva artificial a pH fisiolégico. Se observd la adsorcion del
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péptido sobre las superficies mediante microscopia de fuerza atémica en
donde las superficies tratadas con el péptido mostraban menor rugosidad
qgue los grupos control, lo cual se atribuyé a que el péptido se alojaba en
estas rugosidades (Ureiro, 2020). Ademas, realizaron pruebas de viabilidad
celular en donde las superficies funcionalizados permitieron una mayor
sobrevida celular que los grupos control (Ureiro, 2020). También,
encontraron la formacién de depdsitos de minerales a los 21 dias de
incubacion que al ser caracterizados mediante EDS, XRD y espectroscopia
infrarroja transformada de Fourier por reflectancia total atenuada (ATR-
FTIR), correspondian a HA carbonatada, demostrando una vez mas la
capacidad del péptido para organizar y dirigir la formacion de cristales de
HA (Ureiro, 2020).

Finalmente, el estudio mas reciente donde se utilizd6 el pHACD1/CAP se
reporté en 2022, donde se demostré su eficacia para el tratamiento de
defectos periodontales en modelos de rata wistar, donde se realizd un
defecto de tamafio critico de 3 x 2 x 1 mm en la raiz vestibular del primer
molar inferior derecho (Aguilar, 2022). Para el grupo experimental utilizaron
satin mas el andamio de Gelfoam® embebido con en una solucion de
25ug/mL de pHACD1/CAP, hubo dos grupos control, a uno se les colocé
satin y gelfoam y al otro sélo satin realizando la eutanasia de los animales
a los 30 dias (Aguilar, 2022). Se establecié que el grupo experimental
tratado con pHACD1/CAP induce la regeneracion de los tejidos
periodontales: cemento radicular, ligamento periodontal y hueso alveolar
(Aguilar, 2022).

Estas investigaciones establecen un precedente del potencial
biotecnoldgico del péptido pHACD1/CAP en el area de la regeneracion
Osea. Por primera vez se cuenta con un péptido que mimetiza la funcion
bioldgica en el proceso de mineralizacién de la proteina HACD1/CAP, lo que
permite poder obtener grandes cantidades del péptido a un costo menor
comparado con el de producir la proteina completa de manera recombinante

y hacerlo asi una opcion terapéutica viable.
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2.6. Metodologias de unién de péptidos a biomateriales

Existen diferentes métodos para unir péptidos a biomateriales que van
desde la adsorcion hasta procesos quimicos de multiples pasos. Estos
métodos tienen como objetivo permitir la funcionalizacion del biomaterial al
afadir moléculas osteoinductoras como los péptidos previamente

mencionados.

2.6.1. Adsorcion

Es la méas utilizada debido a que es simple, en esta los sustratos como HA
se incuban en una solucién que contiene una concentracion del péptido
elegido, permitiendo una interaccion fisica representada por interacciones

débiles como fuerzas de Van der Waals (Bullock et al., 2021).

En ocasiones los péptidos son modificados al agregar secuencias de
aminoacidos que tienen afinidad hacia el material elegido, sin embargo, esto
representa una alteracion de la secuencia que podria afectar la estructura

original del péptido, comprometiendo su funcion.

Algunas complicaciones observadas son el control de la concentracion o la
liberacion del péptido. Se han realizado estudios donde se observa la
liberacion del 50% del péptido en 14 dias, otros autores han mencionado

gue se pierde un 100% en los primeros 4 dias (Bullock et al., 2021).

2.6.2. Silanizacion

Suele usarse para unir materiales con grupos hidroxilo como en la HA,
primero se usa un agente oxidante para dejar los hidroxilos necesarios, que
reaccionan con el siloxano, que es altamente reactivo y se une
covalentemente al hidroxilo, para posteriormente unirlo a los extremos
carboxilo de los péptidos, sin embargo, en estas reacciones suelen
requerirse temperaturas de 120 °C, lo cual podria afectar a los componentes
organicos. Como ventajas, estan que la capa de silano generada tiene

propiedades osteoconductoras y que no es toxica (Bullock et al., 2021).

2.6.3. Reticulacion por carbodiimida
La carbodiimida permitira la reticulacion mediante la formacién de un enlace
amida, en este caso no se requiere usar atomos adicionales como en la

silanizacién, puede ser realizada a temperatura y presion ambientales, de
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igual forma se obtienen subproductos que son inofensivos que se eliminan
en los pasos de lavado posteriores. Las reticulaciones obtenidas son
resistentes a la digestion enzimética y pueden unir covalentemente la
colagena a sustratos. Se usan 3 cabodiimidas: diclohecilcabomiida, N-
diisorpropilcarbodiimida y 3-dimetilaminpropil-3-etilcabodiimida, la es la mas
usada, ya que las otras dos son alergenos e insolubles en agua (Bullock et
al., 2021).
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3. Planteamiento del problema

El tratamiento de los pacientes con defectos éseos se ve comprometido por
la falta de capacidad osteoinductiva y osteoconductora de los materiales
empleados para dicho fin, lo cual provoca que muchos de los tratamientos
sean prolongados e incluso deficientes. Actualmente no se cuenta con un
material sintético que sea osteinductivo, osteoconductivo y que pueda ser
modelado a las necesidades del paciente.

Por lo anterior, hacemos la siguiente pregunta de investigacion: ¢la adicion
de pHACD1/CAP a los andamios de HA sintetizados por el PGCM

promovera interaccion quimica entre el péptido y el andamio?

4. Justificacion

Existe la necesidad de buscar nuevas alternativas que integran materiales
osteoconductores y moléculas osteoinductoras para mejorar la regeneracion
Osea. Por lo tanto, es importante el disefio y estudio de biomateriales que
mimeticen la estructura del tejido 6Oseo, tanto a nivel estructural, de
composicién quimica y con moléculas que se sabe que promueven el
proceso de mineralizacion. La combinacion de una hidroxiapatita sintética
con caracteristicas quimicas y de estructura similares a las que se
encuentran en el tejido 6seo, con una molécula que ha demostrado
promover el proceso de mineralizacién (pHACD1/CAP) puede generar un
tratamiento prometedor en la regeneracién de tejido 0seo.

5. Hipotesis
pHACD1/CAP tendra una interaccion quimica con la hidroxiapatita
sintetizada por el proceso de gel-casting modificado.
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6. Objetivos

6.1. General
Analizar la interaccion quimica y su efecto en la estructura y composicion de

la HA obtenida por gel casting funcionalizada con pHACD1/CAP.

6.2. Objetivos especificos

1. Generar muestras de HA por PGCM de 9 mm de diametro por 15 mm
de grosor con la adicién de péptido y sin péptido.

2. Caracterizar el material mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM), espectroscopia por dispersion de energia de Rayos X (EDS),
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR),
espectroscopia Raman y difraccidon de rayos X (XRD),

3. Realizar una propuesta teorica por docking molecular, de la
interaccién entre la HA con el pHACD1/CAP
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7.Metodologia
7.1. Sintesis de pHACD1/CAP

La sintesis del péptido se realizo por la técnica de en fase sélida Fmoc/tBu,
gue permitio la obtencion de la secuencia de 15 aminoacidos del C-terminal
de la proteina HACD1/CAP (VSFPSCCFSIAVIFM) (Invitrogen, Carlsbad,
USA).

7.2. Disefio y fabricacién de los moldes para elaborar hidroxiapatita
Se disefid y elaboré un contenedor cilindrico de aluminio de 12 cm de
diametro interno, de 1 cm de grosor y 2 cm de profundidad (imagen 4a). En
el interior del contenedor se fijaron diferentes moldes de acero inoxidable:
cilindros de 0.9 cm y de 0.5 cm de diametro, ambos por 1.5 cm de largo y
prismas rectangulares de 0.9 cm y de 0.5 cm por lado por 1.5 cm de altura
(imagen 4b).

Imagen 4. a) Contenedor Cilindrico. b) Diferentes tipos de piezas para obtencion de

hidroxiapatita de diversas formas
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Una vez obtenidos tanto el contenedor cilindrico como las piezas de
diferentes formas, estas Ultimas se pegaron en el contenedor usando

cianoacrilato, para posteriormente obtener moldes en negativo de silicon

(imagen 5).

Imagen 5. Disposicion para la obtencién de moldes negativos.

Se utilizé silicdn p-53 (imagen 6) para la realizar el “molde negativo” (imagen

7) y se confeccionaron estos moldes, para comenzar a realizar el método de

sintesis.

Imagen 6. Silicon P-53 Imagen 7. Molde en negativo hecho con silicon P-53

29



7.3. Elaboracién de la fase inorganica del proceso de Gel casting
modificado (PGCM)

En trabajos previos ha reportado el uso del PMMA (polimetilmetacrilato) para
obtener porosidades de hasta 50 um y de acido oxalico para obtener poros
de menos de 5 um. En este trabajo se utilizaron esferas de varios polimeros
para conseguir porosidades, ademas del acido oxalico. Los polimeros

empleados fueron:

Polimetilmetacrilato (PMMA): su féormula quimica es [CH2C(CHs)

(CO2CH3)]n, es insoluble en agua. Tiene una temperatura de ignicion
(temperatura a la que una molécula se incinera por completo) de 300 °C.
Estas tienen diferentes tamafios y tienen una forma esferoidal que nos
permite obtener diferentes porosidades, si bien el fabricante no indica el
tamafio de las particulas, se le han realizado andlisis por técnicas de
microscopia para determinarlo, de ellas se establecid que las particulas
tienen un tamafno ~20 - 40 um. El PMMA fue obtenido de la casa comercial
Sigma Aldrich®.

Polietilmetacrilato (PEMA): tiene la siguiente formula quimica [CH2 C(CHz)

(COz2 Cz2 H s5)]n, su temperatura de ignicion es ~100 °C. Este posee diferentes
tamafios ~200 um. Este compuesto tampoco reaccionard quimicamente con
alguno de los otros reactivos usados en el PGCM, también se obtuvo de la

casa comercial Sigma Aldrich®.

Polibutiimetacrilato (PBMA): (CsH1402)n este compuesto tiene la

particularidad de ser disuelto en diversos solventes, en los cuales debe estar
en agitacion por un periodo de 12 h, por lo que al mezclar con los otros
reactivos no se degradara, su temperatura de transicion es de 107 °C por lo
gue a temperaturas mayores llegara a su punto de ignicién. Al observar sus
particulas estas presentan un tamafio de ~50 um. Obtenido de la casa

comercial Sigma Aldrich®.

Para llevar a cabo el PGCM se utilizaron los reactivos presentes en la tabla
2.
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Tabla 2. Reactivos usados en el Proceso Gel Casting Modificado

Reactivos Cantidad Funcion en el PGCM

Etanol (EtOH) (Merk) 15 ml Solvente

Polivinil butiral (PVB) pm 36,000 (Fluka) | 0.625¢g Aglutinante

Polietilen glicol (PEG) pm 6,000 (Fluka) | 0.57 g Plastificante

Acido poliacrilico (APA) 0.1 g diluidos en 1 ml Dispersante

Hidroxiapatita (HA) (Aldrich) 7549 Polvos de ceramica

Acido oxalico (Ac Ox) (Fluka) 0.3¢g Formador de
microporos

Microesferas de polimetilmetacrilato, | En muestras de PEMA y | Formador de

Polibutilmetacrilato, Polietilmetacrilato | PBMA se usaron 1.5 mg de | macroporos
(SigmaAldrich®) cada uno, para el PMMA,
debido a que su densidad
es poca se us6 como
medida 10mL de una

probeta de 50mL

Procedimiento:

1. En un vaso de precipitado se agreg6 el solvente junto con el PVB y
se mezclo por agitacion magnética por 5 minutos hasta obtener una
solucion homogénea.

2. El PEG se pes6 y se fundi6 en una parrilla de calentamiento;
posteriormente se le afiadio el APA.

3. Unavez mezclados el PEG y el APA, se incorporaron la solucion del
paso 1.

4. Se mezcla la HA con el &cido oxalico (Ac. Ox). Esta mezcla se afiadié
lentamente a las microesferas de  polimetiimetacrilato,
polibutiimetacrilato o polietiimetacrilato.

5. Por ultimo, la solucién del paso 3 se vierte a la mezcla de los polvos
(paso 4) para obtener la pasta ceramica.

6. Se rellenan los moldes con la pasta ceramica utilizado una espatula.

Se debe asegurar que la mezcla rellene los moldes totalmente; para
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lograrlo, debe comprimirse la pasta con la ayude de la espétula, un
par de veces.

7. Se dejan secar las muestras en el molde a temperatura ambiente
hasta que se evapore el EtOH. Durante este tiempo se lleva a cabo
el fraguado y la formacion de los microporos.

8. Una vez fraguadas se desmoldan las piezas, se guardan en cajas
Petri y se etiquetan.

9. Al obtener las piezas se llevan a sinterizacion:

a) Las muestras se colocaron dentro de un crisol de alimina.

b) Posteriormente se llevan a la mufla la cual incrementa la temperatura
1°C por minuto, hasta alcanzar los 1100 °C

c) Al llegar a 1100 °C se quedan por dos horas, esto permite que las
particulas de HA se sintericen y los polimeros sean eliminados. El
proceso dura aproximadamente 30 h, ya que para alcanzar los
1100°C se tarda 18.3 h, mas las dos horas que se deja en esta

temperatura, después se deja enfriar a temperatura ambiente.

En el esquema 1 se representan los pasos para la obtencion de la fase

inorganica del PGCM.

Fase inorgénica

Plastificante +

Polvos (HA)
dispersante Esferas
de
Aglutinante+ Agente PMMA
solvente formador de
e Muestra
Mezclar a temperatura ambiente Cerdmica
— (hidroxiapatita

Moldear
Secar a temperatura ambiente
Desmoldar
Calcinar polimeros

Sinterizar 1100 °C por 2 h

7

Esquema 1. Preparacion fase inorganica
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7.4. Adicion del péptido de HACD1/CAP

Se realizo la dilucion del péptido de HACD1/CAP en agua bidestilada,
filtrada a 0.02 um. Se tenia una dilucién original de 14.5 pug en 200 pL (7.25
%).

Calculamos el volumen de cada pieza de HA. la cual correspondia a 450
mm3. Se tomaron 10 pL de la dilucién original del péptido y se diluyeron en
140 pL, para un total 150 pL (0.48 %), esto para agregar 1 uL por cada mm?3
de volumen de las piezas de HA.

Posteriormente se agregd por goteo en 4 caras de las piezas de HA y se
colocaron en una incubadora a 37 °C por 24 h.

7.5. Elaboracién de Fase organica del proceso de Gel casting
modificado
Se preparo de la siguiente forma:

1. Se peso la cantidad de grenetina, que fue de 1.4 g.

2. Enun vaso de precipitados se calenté 100 mL agua a 80 °C.

3. Agregamos la grenetina al agua hasta obtener una solucién
homogénea.

4. Se afadi6é por goteo la solucion a las piezas de HA.

5. Se dejaron secar las piezas a temperatura ambiente.

El hecho de agregar grenetina o coldgena como fase organica en el proceso
ha demostrado mejorar las caracteristicas fisico-mecanicas del material
(Alonso-Sierra et al., 2017).
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7.6. Técnicas de caracterizaciéon

7.6.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)
Mediante esta técnica obtuvimos informacion estructural de las muestras y

determinamos el tamafio y distribucidon de los poros en la HA.

Se emple6 un microscopio electronico de barrido (Hitachi SU8230) operado
a 20 KV. Las piezas de HA fueron recubiertas con oro en un equipo Sputter
Coater EMS 550, para mejorar la observacion; se adhirieron al porta
muestras del microscopio con tintura de plata para evitar que estas se
movieran. Se usaron electrones secundarios para la obtencion de las
imagenes las cuales fueron tomadas a distintos aumentos para observar la

morfologia de los poros presentes en el material.

7.6.2. Espectroscopia por Dispersion de Energia de rayos X (EDS)

Permite realizar un analisis semicuantitativo elemental de la muestra,
demostrando la distribucién de un determinado elemento o de varios tipos
de atomos en la muestra, estimando cualitativamente la abundancia y
distribucién de un elemento, también sera posible analizar la relacién Ca/P.
Esta técnica la realizamos para saber si al agregar el pHACD1/CAP

obtendriamos una relacién Ca/P adecuada.

Las muestras se pulverizaron y adhirieron a un porta-muestras metalico,
previamente pulido y limpio, utilizamos una cinta de carbén para fijarla. Se
usé un microscopio electronico de barrido marca Hitachi SU8230 con un
voltaje de 20 Kv a 500X con detector Bruker XFlash 6/60.

7.6.3. Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Se basa en la absorcién de la luz infrarroja por parte de las moléculas, la
cual excita los enlaces presentes en las moléculas y provoca vibraciones en

estos.

El espectro infrarrojo se traza de acuerdo con la inversa de la longitud de
onda, cuya unidad son los cm, que estara en el eje X, mientras que en el
eje Y se encuentra el porcentaje de transmitancia, la cual estara
determinada por la absorbancia que tuvo la molécula, en el caso de tener

una transmitancia de 100 % se determinara que en esa regién no hubo
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absorbancia de la luz infrarroja, por lo que no hay moléculas presentes. Este

espectro nos muestra la “huella digital” de lo que se pone a prueba.

Para su interpretacion nos apoyamos en los reportes preexistentes en la
literatura. La amplitud de cada banda es determinada por las interacciones
quimicas, si hay muchas interacciones el pico sera muy amplio, cuando hay
pocas interacciones, el pico sera agudo. Por otro lado, la intensidad del pico
estara relacionado con la concentracion, entre mas alta sea el pico sera mas

intenso.

Las muestras se analizaron en un espectrofotometro Pekin Elmer, se uso
un plato de cristal de diamante/ZnSe, en el rango del espectro infrarrojo de
400 a 4000 cm 1,

Se prepararon las muestras con bromuro de potasio (KBr) para obtener
pastillas y poder realizar la espectroscopia. Esto se realiza al moler las
muestras junto con KBr, utilizando un mortero y un pistilo. Se toma alrededor
de 1mg de la muestra triturada y se le agregan 100 mg de KBr.
Posteriormente, se llevan a un troquel el cual ejerce una presiéon de entre
700 y 1000 kg/cm?.

El KBr funciona como “ventana” para poder realizar la espectroscopia, este
compuesto no absorbe infrarrojo por encima de 400cm, es uno de los
compuestos mas usados para poder observar los espectros.

Se colocan las pastillas de la muestra en el aparato y se hace incidir un haz
infrarrojo, el cual producira excitacion en los enlaces presentes en la

muestra que los hara vibrar de diferente forma y a distintas frecuencias.

7.6.4. Espectroscopia Raman

Para el analisis Raman se las muestras se trituraron usando un mortero y
pistilo y pesaron para un analisis mas detallado, se utilizé un espectrometro
Bruker Senterra (Bruker, Billerica, MA, EE. UU.) para complementar los
analisis de estructura quimica de todos los materiales compuestos. Las
condiciones de operacion durante todos los analisis fueron un voltaje de 100

mV, una resolucion de numero de onda de 3-5 cm?1, y un objetivo de 20.
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7.6.5. Difraccion de rayos X (XRD)

Permite determinar la estructura cristalina de las muestras y confirmar la
fase cristalina que se obtuvo después de la sintesis. EI XRD requirio la
pulverizacion de las muestras para después ser analizadas en un
difractometro miniflex Rigaku UIV. Las muestras se colocaron en un porta
muestras Porton Zero Background Holder. La identificacion se lleva a cabo
con un archivo de datos de referencia de difraccion de polvos (PDF)

proporcionado por el Centro Internacional de Datos de Difraccion (ICDD).

7.7. Modelo in silico de docking molecular entre hidroxiapatita y
pHACD1/CAP

El docking es una simulacion molecular por computadora que permite

analizar el comportamiento de un sistema, fisico, quimico o biol6gico a lo

largo del tiempo, para lo cual se calcula las fuerzas entre los &tomos que lo

conforman.

El analisis de docking molecular fue realizado con el programa informatico
Autodoc Vina®, para dilucidar el posible mecanismo de interaccién entre
pHACD1/CAP y un cristal de HA. Para dicho fin se utilizé un cristal HA en

celda unitaria obtenido de la base de datos Zinc (https://zinc.docking.org/) y

el modelo tridimensional de pHACD1/CAP se realiz6 mediante el servidor i-
Tasser (htttps://zhangroup.org). El resultado del docking se visualizé con el
programa UCSF-CHIMERA®.

La caja de simulacion fue definida a mano abarcando el total de la superficie
del péptido. Al péptido se le afiaden los hidrégenos usando UCSF Chimera
eligiendo los estados de protonacion a pH neutro con base en los valores de
pKa estandar. Nameros de modos de union son 10, exhaustividad de 8, y

diferencia de energia maxima de 3 kcal/mol.

A la estructura elegida se le hizo una minimizacion de energia usando el
campo de fuerza AMBER ff14SB: STEPS: 100; Steepest descent: 100. Las
conformaciones de los rotAmeros cambiaron significativamente, pero no la
estructura global. Se evaluaron choques estéricos, rotameros, cargas y
angulos diedros en el grafico de Ramachandran usando el programa

MolProbity del servidor de Duke University.
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Finalmente, el servidor i-Tasser usa una base de datos de proteinas, cuya
estructura tridimensional ha sido resuelta (PDB) y se realiz6 un empalme
por homologia de secuencia con el pHACD1/CAP (VSFPSCCFSIAVIFM).
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8. Resultados

8.1. Obtencidon de muestras

Lo primero que obtuvimos fueron las muestras después de la fase inorganica
de PGCM. Un punto critico de este paso es el desmoldado después de la
sinterizacion de las muestras, debido a que aln no se les agregaba la fase
organica, por lo que las muestras eran fragiles y al aplicar demasiada

presion se podian fragmentar.

En laimagen 8 se observan las muestras modeladas mediante el gel-casting
modificado, cumpliendo el objetivo de obtener muestras con las

caracteristicas planteadas.

el ALARR

5 10 15 20

mm Lduulmdu

Imagen 8. Muestras moldeadas por PGCM. prismas rectangulares y cilindricos de

hidroxiapatita
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8.2. Microscopia electronica de barrido

8.2.2. PEMA y PMMA

En la imagen 9 se muestran diferentes micrografias de las piezas de HA a
las que se les coloc6 PEMA y PMMA como agentes formadores de poros

previo al proceso de sinterizado (a, b y ¢) y posterior a este (d, e y f).

PEMA+PMMA

Previo sinterizado Posterior sinterizado

1 =
RC7 3.0kV 19.1mm x30 LM(L) g RC9 3.0kV 19.1mm x100 LM(L)

RCT3.OKV19.1mmx00lMy RC10 3.0kV 19. 1mm x200 LM(L)

Imagen 9. Micrografias de piezas de hidroxiapatita elaboradas con PEMA y PMMA
antes y después del sinterizado. a, b y ¢, muestras antes del sinterizado. d, e y f

muestras después del sinterizado
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En laimagen 9 a, b y c previo al sinterizado, se pueden observar espacios
correspondientes a PEMA mayores a 100um, desprendidas al momento de
preparacion de la muestra (a). A 100x se visualizan microesferas de PMMA
y PEMA de ~50 y 200 um respectivamente. (b) En la micrografia a 200x
donde se observa una mayor amplificacién, uno de los espacios
ocasionados por las microesferas de PEMA es de ~ 200 um, se visualizan
microesferas de PMMA mas pequeiias de ~ 50 um (c). En “d” podemos
observar poros de 300 um, asi como poros ~50 um. Ademas, dentro de los
poros de mayor dimensidn se encuentran poros pequefios que representan
interconexiéon de los poros. En “e” a 200x observamos poros de ~300 um
con poros en su interior (interconexion). En “f” observamos a 200x donde se

localiza otra region con poros mas pequefios ~50 pum.
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8.2.3. PBMA y PMMA
En laimagen 10 se presentan micrografia obtenidas antes de la sinterizacion

(@, b y ¢) y posterior a esta (d, e y f) de muestras elaboradas con la
combinacion de PBMA y PMMA.

PBMA+ PMMA

Previo sinterizado Posterior sinterizado

£ c S
T
1

RC3 3.0kV 19.1mm x100 LM(L) 500pm

V 19.1mm x30 LM(L)

RC5 3.0kV 19.1mm x100 LM(L)

Imagen 10. Muestras realizadas con PBM + PMMA a, b y ¢, muestras antes del sinterizado. d, ey f

muestras después del sinterizado

En a, b y c observamos micrografias de las muestras previo al sinterizado a
100x, 600x y 1000x. aqui se aprecian microesferas de PBMA y PMMA de
un tamafo aproximado ~ de 50-25 um. En d, e y f a 30x, 100x y 200x
observamos porosidades ~ 200, 50, 25 pm.
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8.2.4. PMMA
Finalmente presentamos imagenes de HA en la que sélo se us6 PMMA
como agente formador de poros (imagen 11), al finalizar la sinterizacion de

las muestras.

. S S A B e
RC2 3.0kV 8.0mm x350 LM(L) RC2 3.0kV 8.0mm x1.20k LM(L)

RC2 3.0kV 19.2mm x6.00k SE(L)

Imagen 11. Micrografias de piezas de hidroxiapatita elaboradas con PMMA

después del proceso de sinterizado

En estas imagenes utilizamos aumentos de 350x(a), 1200x(b) y 5000x(c) se
aprecian poros de 5 hasta ~ 40 pum.

De todas estas imagenes visualizamos que las esferas de diferentes
polimeros usadas para la formacion de poros fueron calcinadas durante el
proceso de sinterizacion que deja los poros del tamafio de los diferentes
polimeros, ademas de notar el proceso de union entre las diferentes

particulas de HA.

De estas opciones decidimos trabajar con la combinacién de PEMA y PMMA

ya que nos permitié obtener porosidades de diferentes tamafios que pueden
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tener una adecuada funcion bioldgica. Por esto, la adicion de pHACD1/CAP

se hizo sobre piezas realizadas con esta combinacion.

8.3.4. Hidroxiapatita adicionada con péptido

Enlaimagen 12 paneles a, b, cy d visualizamos aumentos a 1000x, 5000x,
10000x, y 40000x respectivamente, después de afadir el péptido a los
andamios de HA. Podemos apreciar que el afiadir el péptido no genera

alguna variacion en la superficie de la HA.

AnP5 15.0kV 9.3mm x1.00k LAT9UL) 0 " AnP5 15.0kV 9.4mm x5.00k LAT9(UL)

AnP5 15.0kV 9.4mm x10.0k LAT9UL) " AnP5 15.0kV 9.3mrm x40.0k LAT9(UL) 1.00pm

Imagen 12. Micrografias de piezas de hidroxiapatita con pHACD1/CAP
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8.4. EDS
En la imagen 13 se observan los resultados del EDS de la hidroxiapatita

obtenida por PGCM que contenia pHACD1/CAP.

x 0.001 cps/eV

1000

800

600

400

200

- . i
2 4 6 8 10 12 14

Imagen 13. Espectro EDS de HA con pHACD1/CAP

En la tabla 3 se muestran el porcentaje de elementos que se pueden

detectar mediante esta técnica.

Elemento % atomico % peso

3.62 1.73
49.96 31.77
3.11 3.47
16.45 20.25
26.86 42.78
Ca/P 1.632

Tabla 3. Elementos encontrados en el material mediante EDS.

La técnica nos permiti6 conocer la relacion atomica Ca/P de 1.632

considerando los % atémicos.
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8.5. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

e Espectro de pHACD1/CAP de 15 aminoacidos.

En la imagen 14, se presenta el espectro FTIR del péptido de HACD1/CAP

100 _/_,\

95 1

— pCAP 15

90 1
-NH2

89 - CH, Y CHs

80 1

Transmitancia (%)

75 4
Cc=C

70 T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
Numero de Onda cm
Imagen 14 Espectro FTIR de pHACD1/CAP

Se encuentran bandas atribuidas a grupos carboxilo y amina pertenecientes

al péptido. También visualizamos grupos metilo (CH3) y metileno (CHz).
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e Espectro Hidroxiapatita.

presenta el espectro de los polvos de hidroxiapatita de la casa comercial
Sigma Aldrich® usados en el proceso. Este espectro nos sirvio como control
permitiéndonos identificar los cambios que se presentan conforme se llevan
a cabo las diferentes etapas del PGCM.

— HAp
100 -

90 -

80

[N
M 1

OH

Transmitancia (%)

20 ~ PO4
PO4

10 1 PO,

1 PO
0 T T T T T T T T T T T T T

1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

-1
Longitud de Onda cm

Imagen 15. Espectro FTIR de HA.

En el caso de la hidroxiapatita, se cuenta con informacion de las bandas

tipicas presentes el material, estas son las siguientes:

e -~1033 cm presenta una banda ancha e intensa corresponde al
grupo fosfato (PO4%).

e -~962 cmse presentan estiramientos simétricos de los enlaces P-O

e ~630y 3570 cm*atribuidos al grupo hidroxilo

e ~563y600cm?son bandas originadas por la deformacién del grupo
PO4*
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e Espectro de las muestras después del sinterizado.

Se hizo la espectroscopia FTIR después del sinterizado de las muestras,
donde los diferentes reactivos utilizados para obtener las piezas son
calcinados y las particulas de HA sufren una especie de “fusion”. El espectro

de la hidroxiapatita obtenido después del sinterizado (imagen 16):

100 ~ o
—— HA post. smterlzado\
80 -
S
8 60
(@]
g
= PO,
g OH
40 co
& OH ’
= o
PO
20 !
PO,
PO
0 T T T T T T T 4 1
4000 3000 2000 1000 0

Longitud de onda (cm™)

Imagen 16. Espectro FTIR. Material después del sinterizado

Como se puede observar, las bandas que presenta el espectro después del
sinterizado son practicamente iguales a las que se presentan en el espectro

FTIR de la imagen 16, estdn presentes bandas que corresponden al
espectro de la HA.

Posteriormente se realiz6 la espectroscopia FTIR de la HA con grenetina.
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e Hidroxiapatita + grenetina

Al agregar la grenetina durante el proceso se obtuvo el siguiente espectro
(imagen 17).

100 4 —— HA + Grenetina

80

o2}
o
1

Transmitancia (%)
5
1

20

PO,

o+

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™)

Imagen 17. Espectro FTIR. HA con grenetina.

Se observa presencia de una banda que corresponde a una vibracion en el

enlace C=0 que corresponde a grupos Amida I.
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e Hidroxiapatita + pHACD1/CAP

El espectro FTIR del material al afiadir el pHACD1/CAP por adsorcion, se
presenta en la imagen 18.

En el espectro se observan las bandas presentes en la HA como:
PO4 ~1042,~805,~611-569 y ~421 y OH ~3710 y ~710.

Ademas, se aprecia un grupo de bandas pequefias ~1881-1390 que
corresponden a las vibraciones de los enlaces NH2, C=C, COO-, C=0,

presentes en el péptido, lo que nos permite deducir la presencia de este en
el material.

— Hap+peptido

200 ~

150 ~

100 ~

Trasmitancia (%)

a
o
1

T T T T T T T
4000 3000 2000 1000 0

Longitud de onda (cm™)

Imagen 18. Espectro FTIR Hidroxiapatita + péptido HACD1/CAP
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8.6. Espectroscopia RAMAN
8.6.1. HA con grenetina

En laimagen 19 se presenta el espectro Raman de HA con grenetina, donde
se observan las bandas tipicas de la HA. El pico ~974 cm se asocia al
modo vibracional del estiramiento simétrico del grupo POas (enlace P-0), se
aprecian dos picos de baja intensidad a 406 y 610 cm™* asociados a la flexion
de PO* (enlace O-P-O) y un pico a 1324 cm asociado al estiramiento
asimétrico de PO (enlace P-O). También se presentaron sefiales a un lado
de pico mas alto, entre ~1000-1200 que pueden representar estiramientos

de los enlaces de P-O.

6000 4 ——— Hap+grenetina
974
4000
2
©
S
XS]
[7)]
C
)
£ 2000
o ©
25 29 25 38
it I
o
(g TN TR — w«wﬁ/\«, ¢ Mmmﬂ_‘

T T T T
2500 2000 1500 1000 500 0
Desplazamiento Raman (cm-1)

Imagen 19. Espectro Raman Hidroxiapatita + grenetina
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8.6.2. HA con pHACD1/CAP

Observamos un pico ~976 cm™ que representa el estiramiento simétrico del
grupo POs (enlace P-O), también se aprecian dos picos de baja intensidad
entre 360 y 615 cm™ asociados la flexion del grupo POs (enlace O-P-0), el
conjunto de picos a 1079, 1316 y 1386 cm™ se asocia al estiramiento
asimétrico 3 de POa4 (enlace P-O). En la imagen 20 se presenta el espectro

Raman de HA con pHACD1/CAP.

Hap+pHACD1/CAP
976
10000 -
<
2
©
0]
S
&
[ 5000
k=
o
o n.nfg o®
29 5 8 I0x
™M m — <t © ©
— - 8 /\J\Am ™
0 e T 1 1

: l . ; . ; ;
2500 2000 1500 1000 500 0
Desplazamiento Raman (cm-1)

Imagen 20. Espectro Raman Hidroxiapatita + pHACD1CAP

El pico ~976 cm™! se corresponde al estiramiento simétrico del grupo POa4
(enlace P-0O), también se aprecian dos picos de baja intensidad a 410y 615
cm asociados a la flexion de PO* (enlace O-P-O) y un pico a 1324 cm™
asociado al modo de estiramiento asimétrico 3 de POa4 (enlace P-O). también
se aprecian sefiales a un lado de pico mas alto, entre ~1000-1200 que

pueden representar estiramientos de los enlaces de P-O

Podemos observar que este espectro presenta algunas diferencias con el

de HA con grenetina, siendo mas evidente que los picos de 1316 y 1383
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cm* disminuyeron su intensidad y los picos entre 367 y 615 cm parecen

haber aumentado, sobre todo a 580 cm™.
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8.7. Difraccion de rayos X (XRD)

Presentamos difractogramas del polvo de HA previo al PGCM y de la HA al
finalizar el PGCM junto con el péptido. Para su interpretacion se uso el PDF
JCPDS 09-0432. En la imagen 21 se presenta el difractograma de la HA

inicial usada en este estudio.

09-0432> Hydroxylapatite - Cab(PQ4)3({CH)
09-0169= Whitlockite - Ca3(PC4)2
Experimental Hydroxyapatite

Intensity(Counts)

Imagen 21. Difractograma de la hidroxiapatita inicial. Bandas rojas correspondientes a hidroxiapatita

de las tablas PDF 09-0432, Bandas azules correspondientes a Withlockita de las tablas 09-0169

En el difractograma se presentan en color negro los picos obtenidos de las
muestras de hidroxiapatita, al hacer comparacion contra las tablas PDF
JCPDS 09-0432, marcadas en rojo, ademas de bandas correspondientes a
hidroxiapatita estan presentes bandas correspondientes a Withlockita, de
acuerdo con el PDF JCPDS 09-0169. En este difractograma las bandas

correspondientes a hidroxiapatita son las mas intensas.

En laimagen 22 presentamos el difractograma de la HA después del PGCM

y al agregarle el péptido.
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09-0432> Hydroxylapatite - Ca5{P04)3(0OH)
09-0169= Whitlockite - Ca3(P04)2
Experimental Hydroxyapatite

Intensity(Counts)

Iw&'M
40 50 60 70

2 Theta(°)

Imagen 22. Difractograma de hidroxiapatita después del PGCM y de afiadir el pHACD1/CAP
Bandas rojas correspondientes a hidroxiapatita de las tablas PDF 09-0432, Bandas azules

correspondientes a Withlockita de las tablas 09-0169

En este difractograma los picos correspondientes a la whitlockita aumentan
su intensidad, ocasionada por el sinterizado al cual fueron sometidas las

muestras.

De esto podemos concluir que la fase mineral no se ve afectada al agregar
péptido de HACD1/CAP.
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8.8. Modelo in silico

8.8.1. Cristal de hidroxiapatita
El modelo in silico del cristal de HA se presenta en la imagen 26 .

Las esferas de color verde representan a los atomos de calcio (Ca) dentro
de la molécula del cristal de HA, las esferas de color rojo son los atomos de
oxigeno de los grupos OH y los bastones de color amarillo con rojo son los
grupos fosfatos (PO4). Hay que recordar que, estos diferentes iones y
grupos funcionales tienen diferente tipo de carga lo cual determinara su
interaccién con la molécula de pHACD1/CAP, el Ca tiene carga positiva,
mientras que los OH y PO tienen carga negativa.

Imagen 26. Imagen de la hidroxiapatita disefiada mediante Autodoc Vina
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8.8.2. Modelo de pHACD1/CAP

Imagen 27. Modelo in silico de pHACD1/CAP

En la imagen 27 observamos el modelo tridimensional del pHACD1/CAP. El
100 % de la estructura secundaria es no repetitiva (tubo café), mientras que
las cadenas laterales se presentan en azul. La secuencia de aminoacidos
nos indica que el 66 % del péptido esta formado por aminoacidos

hidrofébicos y solo las serinas y cisteinas son polares sin carga.

VSFPSCCFSIAVIFM, los aminoacidos en rojo tienen naturaleza apolar,
mientras que los aminoacidos marcados en negro (serinas y cisteinas) son
polares sin carga que podrian tener interaccion con la HA, esto debido a que
presentan grupos funcionales como el grupo OH- de las serinas y sulfhidrilo,
en el caso de las cisteinas (SH).
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8.8.3. Docking molecular entre hidroxiapatitay pHACD1/CAP

El analisis de docking molecular entre el cristal de HA y pHACD1/CAP en
condiciones de vacio, arroj6 diez posibles modelos de interaccién entre
ambas moléculas. En la tabla 4 se enlistan los diferentes puntajes, asi como
los valores RMSD (desviacion cuadratica media de las posiciones
atomicas), RMSD I.b (low bound o limite inferior) y RMSD u.b. (upper bound
o limite superior). Los modelos remarcados con verde son aquellos que se

tomaron en cuenta en este trabajo.

Los valores bajos de I.bo RMSD obedecen a condiciones energéticamente
mas favorables, es decir interacciones donde el gasto energético sea

minimo para que la interaccion pueda suceder de manera espontanea.

Puntaje RMSD I.b. RMSD u.b.
43 00 @ D0

-4.0 247 9.032

-3.7 3.01 8.57

-3.6 6.014 10.585

-3.6 3.866 6.657

-3.6 10.726 15.743

-3.5 2.657 7.152

-3.5 12.226 17.111

-3.5 11.599 14.332

-3.4 2.266 6.94

Tabla 4. Diferentes modelos de asociacién entre las dos moléculas,

Para identificar la interaccibn mas favorable entre el cristal de HA y
pHACD1/CAP, ademas los valores de RMSD, se analizaron los diez
modelos de interaccidon (proximidad de serinas y cisteinas con el cristal,
distancias atdmicas y numero de interacciones atdbmicas de cada una de las
posibilidades). Se seleccionaron los modelos de RMSD I.Lb /u.b0/0y 2.47
/ 9.0 como mejores candidatos que permiten explicar la interaccién entre

ambas moléculas.

Modelo con valores de RMSD de 0
Se presenta en la imagen 28, en donde para una mejor visualizaciéon, se

ocultaron las cadenas laterales de los aminoacidos apolares y sin
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interaccion con el cristal de HA, las zonas rojas del péptido corresponden a

los aminoacidos apolares, las rosas a las cisteinas y las azules a las serinas

En este modelo, de las 3 serinas, sOlo la serina de la posicion 2 tuvo

interaccion con los atomos de HA.

Imagen 28. Modelo con valores de RMSD de 0 de la interaccion entre HA y pHACD1/CAP

En la literatura se ha informado que, distancias interatomicas de ~ 2-3 A
podrian representar interacciones electrostaticas entre atomos de distintas
moléculas(Wang et al., 2017). Se realizaron mediciones entre el grupo OH
de la serina de la posicién 2 con los atomos de la HA. La distancia con el
atomo de calcio cercano fue de 2.3 A, la interaccion se puede deber a
fuerzas de Van der Waals. El siguiente atomo en proximidad es un oxigeno
de un grupo hidroxilo de la HA a 2.34 A, en este caso es posible la formacion

de un puente de hidrogeno.

Modelo RMSD I.b./u.b. 2.47/9.032

En este modelo, las serinas de la posicion 2 y 5 tienen distancias
interatdmicas con el cristal de HA que permiten la interaccion (imagen 29).
Al igual que en el modelo anterior, solo se presentan las cadenas laterales

de los aminoéacidos con posibilidad de interaccion con la HA.
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El atomo mas cercano para la serina 2 es un calcio a una distancia de 2.47
A'y el siguiente &tomo mas cercano es un oxigeno de un grupo fosfato (area

roja de los bastones rojo con amarillo).

Para la serina 5 el &tomo mas cercano es un hidrégeno de un grupo OH de
la HA a 3.5 A, le sigue un atomo de calcio a 3.89 A (podria representar
interaccion de Van der Waals) y finalmente, un atomo de oxigeno de un
grupo OH de la HA a 3.922 A (podria ser un puente de hidrogeno). Este
modelo presenta dos posibles interacciones simultaneas entre las serinas

de posicion 2 y 5 hacia la HA.

Los hallazgos de estos dos modelos muestran que el péptido, pese a su
naturaleza mayormente apolar, puede tener una asociacion con la HA

mediante las serinas.

Imagen 29. Modelo con valores de RMSD de 2.47/9.032(l.b./u.b.) de la interaccion entre
HA v pPHACD1/CAP
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9. Discusion

El estandar de oro dentro de los biomateriales para la regeneracion ésea es
el injerto autdlogo, sin embargo, tiene diferentes inconvenientes (obtencion
limitada, edad del individuo, necesidad de dos sitios quirdrgicos, etc.) que,
en ciertas situaciones lo hace una opcion no viable para usarse como
terapéutica(Garcia-Gareta et al., 2015b). Por lo que existe la necesidad de
encontrar sustitutos 6seos que semejen las condiciones del estandar de oro
(adecuada osteoinduccion, osteoconduccion, que no provoque reacciones

de rechazo inmunoldgico o de infeccidn) y que sea facil de sintetizar.

Una de las caracteristicas mas importantes que estos materiales deben
cumplir es la presencia de una adecuada porosidad, ya que esta favorece la
migracion y crecimiento celular, asi como la formacién de vasos sanguineos;
el tamafio de estos poros es crucial para un adecuado funcionamiento. En
estudios previos se ha encontrado que tamafios de poros de ~300 pum
permiten una mayor osteogénesis al permitir una mayor permeabilidad y
vascularizacion (Turnbull et al., 2018). Los poros de ~100 um son mas
favorables para la condrogénesis y los poros ~10 pm mejoran las
interacciones de las células con el andamio o injerto 6seo. En este trabajo
se obtuvieron diferentes tamafios de poro al emplear diferentes polimeros,
particularmente la mezcla de esferas de PEMA y PMMA que nos permitio
obtener porosidades de ~250 pm hasta de menos de 20 um. Aparte del
tamafio los poros, otro aspecto a considerar es la interconexion de estos, la
cual es otro factor que permitira un funcionamiento 6ptimo, en las diferentes
imagenes 9, 10 11 y 12 se logra observar esta interconexién. Previamente
se obtuvieron porosidades de ~1 hasta 40 um, donde se utilizé sélo PMMA
como agente formador de poros, al agregar PEMA logramos obtener poros

de mayor calibre que podrian mejorar el funcionamiento.

Diferentes moléculas han sido usadas para llevar a cabo la ingenieria de
tejidos uniéndolas a andamios, de las mas usadas se encuentran las BMP’s
debido a su papel en el desarrollo de huesos y cartilagos, asi como su
capacidad para fomentar la proliferacion y diferenciacion de células
osteoprogenitoras, pero se enfrentan a la problematica de la formacion
ectdpica de tejido 6seo(Leblanc et al., 2011). En el caso de pHACD1/CAP,
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no se ha encontrado la formacién de tejido 6seo ectopico, lo cual le otorga
seguridad al usarlo como agente terapéutico, aunado a que previamente ha
demostrado su capacidad y eficacia en la formacion de cristales de HA en
sistemas libres de células, regeneracién de defectos 6seos de tamafio
critico en calvarias de rata y tibias de conejo, asi como defectos
periodontales de molares de rata, ademas también ha demostrado su
capacidad para funcionalizar superficies de titanio y fomentar la formacion
de cristales de HA sobre estas; todos estos antecedentes nos indican que
es alternativa bastante atractiva para funcionalizar andamios de HA sintética
para usarse como aloinjerto (Aguilar, 2022; Montoya, 2015; Salgado, 2017;
Ureiro, 2020).

La relacion Ca/P obtenida mediante EDS fue de 1.63 lo que indica que el
material obtenido tiene la relacion Ca/P de la HA. Existen otras fases de

fosfatos de calcio con relacion Ca/P diferentes (tabla 5).

Ca/P Formula Fase cristalina

1 CaHPOq4 Monetita (fosfato
dicélcico)

1 CaHPO4H20 Brushita (fosfato
dicalcico dihidratado)

1.33 Cas(HPOa4)2(P04)45H20 | Fosfato octacélcico

1.43 Ca1o(HPO4)(POa)s Whitlockita

1.67 Ca1o0(POa)s(OH)2 Hidroxiapatita

Tabla 5. Relacién Ca/P de diferentes fosfatos de calcio.

Esto lo convierte en un material apto para utilizarse como ya que es una

relacion dentro del rango de la HA que se encuentra en el cuerpo humano.

En relacion con el andlisis de FTIR del péptido, se encuentran bandas
atribuidas a grupos carboxilo y amina pertenecientes al péptido. También
visualizamos grupos metilo (CHs3) y metileno (CH2), los cuales podrian
corresponder a cadenas laterales de los diferentes aminoacidos, como en la
valina que presenta un CHs, la serina que posee un grupo CHz. Al combinar

grenetina con el péptido, FTIR pep/gren, se puede observar el parecido de
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trasmitancia (%)

este espectro con el de la HA junto con la grenetina, ya que ambas son

moléculas con componentes peptidicos.

Otro punto por destacar en nuestro trabajo es la union de pHACD1/CAP al
andamio de HA. Dentro de los diferentes métodos de union de moléculas a
HA se encuentran la silanizacién, la adsorcion y la reticulacion por
carbodiimida, en este trabajo se utilizd la adsorcién. La interaccién del
péptido en la HA se analizo por espectroscopia FTIR. Uno de los trabajos
donde se usO esta técnica para determinar la presencia de un péptido en
particulas de HA/TCP-B ( Acharya et al.,, 2012), encontramos espectros
similares, debido a los materiales usados tienen una composicién elemental
muy parecida. En ambos espectros se muestran las bandas tipicas de la HA
con los OH alrededor de 3710 cmy las diferentes bandas correspondientes
a los grupos POg, la zona de mayor interés para nosotros y ese estudio se
da entre 1390 y 1881 cm™ que se observa en ambos espectros nos indica
gue hay enlaces NH2, COO, C=0 en el material lo que podemos atribuir a
que el péptido esta presente en el material.

-
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Imagen 30 Comparacion del FTIR obtenido en este trabajo y el FTIR obtenido por
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La limitante de esta técnica es que no permite cuantificar cuanto péptido de
la solucién se adsorbié en la superficie del material, sin embargo, si

podemos deducir que esta presente en el material.

Los difractogramas obtenidos nos han demostrado que el agregar el
pHACD1/CAP, parece no afectar la estructura de la HA, en estudios previos
se demostraron los difractogramas correspondientes a las diferentes etapas
del PGCM, donde tampoco se encontr6 un cambio importante en esta
técnica (Alonso-Sierra Susana, 2013).. La aparicién de una fase mineral
diferente a la hidroxiapatita, en este caso la whitlockita se da como resultado
del tratamiento térmico al cual fueron sometidas las muestras, sin embargo,
esto no afecta la biocompatibilidad del biomaterial debido a que, la
whitlockita es la segunda fase mineral con mayor presencia en el hueso
nativo humano representando entre el 25-35% del contenido

inorganico(Jeong et al., 2019).

Se han realizado trabajos in silico para elucidar el papel de los aminoacidos
en la interaccién con superficies ceramicas como la HA; uno de estos
trabajos estudio la adsorcion BMP-7 en la superficie (001) de la HA, los
extremos carboxilo (-COO) y amina (-NH2) son los principales encargados
de la adsorcion formando interacciones electrostéaticas el caso de los COO-
y los cationes Ca*™* de la superficie de la HA; y con puentes de hidrogeno
formados entre de NH2/NHs y los fosfatos de la HA (Zhou et al., 2007).
Nuestros resultados de docking molecular muestran que la interaccion
puede estar mediada por los residuos de serina presentes en la secuencia
del pHACA1/CAP. Ademas de trabajos que estudian el comportamiento de
la interaccidon de proteinas completas, se han realizado estudios utilizando
péptidos derivados de proteinas relacionadas con la regeneracion osea,
donde se estudiaron péptidos derivados de BMP-7 KQLNALSVLYFDD de
13 aminoacidos y su interaccion sobre modelos de HA disefiada con
superficies concavas y convexas, particularmente la superficie (110), en
este caso encontraron que el acido aspartico(ASP) y la asparagina(ASN)
tuvieron interaccion sobre superficies concavas entre los calcios de HA y
oxigenos de ASP y ASN. EI OH de las lisinas interactuaron con los atomos
de O que se encuentran en los grupos POsde la HA (Wang et al., 2017).
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10.Conclusiones

La finalidad de afiadir moléculas osteoinductoras a injertos aloplasticos es
compensar su falta de osteoinduccion, el primer paso para ello es la
caracterizacion de estos biomateriales, este trabajo nos permitié comenzar
una nueva linea de investigacion que en un futuro podria ser una opcién

mas para los tratamientos de regeneracion 6sea.

Los resultados presentados en este estudio nos permiten concluir que
obtuvimos un material con adecuadas caracteristicas quimicas Yy
morfolégicas (al obtener una adecuada porosidad y forma deseada), La
porosidad jerarquica obtenida por la combinacion de PEMA y PMMA, podria
mejorar la relacion entre andamio y el tejido huésped que, beneficiara al

funcionamiento de este tipo de implantes 6seos.

También, se demostrd que el pHACD1/CAP tiene afinidad por la HA, pese
a su naturaleza principalmente apolar esto le permite interactuar con la

superficie de los andamios con el fin de lograr la funcionalizacion de estos.

El estudio de docking molecular permitié dar una explicaciébn a como se
podria dar la interaccién entre el biomaterial y una biomolécula, lo que
demuestra que este tipo de modelos son una gran alternativa para dar una

explicacion tedrica de las interacciones entre estos.

11.Perspectivas

Una vez determinado que el péptido tiene afinidad por la superficie de la HA,
se debe indagar mas el efecto sinérgico que podrian tener en el proceso de
mineralizacién. Se podria empezar por realizarse estudios de diferenciacion
y viabilidad celular sobre el material, asi como un modelo de defecto 6seo
de tamafio critico en alguna especie para indagar el potencial del material
compuesto en la regeneracion 0sea. También podrian realizarse estudios

para medir las propiedades fisico-mecanicas del material

Otro aspecto para considerar en el futuro es el realizar mas estudios in silico
de los péptidos derivados de HACD1/CAP vy cristales de HA para poder

obtener mas informacion de cémo podrian realizar su interaccion bajo
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condiciones fisioldgicas y con las diferentes superficies de los cristales de

HA, lo cual podria hacerse utilizando dinamica molecular.
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