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RESUMEN

El proceso de biomineralizacion ocurre en diversos sistemas biolégicos, en donde la
formacion y organizacion esta altamente regulada. En los vertebrados, los cristales de
hidroxiapatita [Caio (PO4)s(OH),] constituyen la fase mineral, la cual se deposita en la
matriz organica, por lo que ha sido uno de los biominerales mas estudiados. Para que
ocurra la nucleacion de los cristales de hidroxiapatita es necesario que haya una fuente
de iones de calcio y fosfatos, y la participacibn de una o varias biomoléculas. El
cemento radicular posee dos proteinas, que hasta el momento son especificas, la
proteina del cemento 1 (CEMP1) y la proteina de adhesion del cemento (CAP). CAP se
ha inmunolocalizado en la matriz del cemento radicular, en espacios endosteales del
hueso alveolar y en zonas paravasculares del ligamento periodontal; asi como en
cementoblastos in vitro e in vivo. Tiene una alta afinidad por la hidroxiapatita y participa

en el proceso de mineralizacion de cementoblastos humanos in vitro.

Objetivos. Determinar in vitro la actividad biolégica de un péptido de CAP durante la
formacion y crecimiento de cristales de hidroxiapatita.

Metodologia. Se emplearon dos técnicas generales de experimentacién, una a partir
de ensayos con gel de metasilicato para visualizar la formacion de cristales en un
sistema libre de células y su posterior evaluacién con distintas técnicas de microscopia
electronica. La segunda técnica, se basa en el estudio del crecimiento cristalino a partir
de “cristales-semillas” de Hidroxiapatita para evaluar el papel del péptido sobre el

crecimiento de estos cristales.

Resultados. Las imagenes de Microscopia Electrénica de Barrido, Microscopia
Electrénica de Transmision de Alta Resolucion, Microscopia de Fuerza Atémica y de
microRaman demostraron que el péptido de CAP esta asociado a la formacién y

composicion de cristales de hidroxiapatita, in vitro.

Conclusion. Nuestros resultados sugieren que el péptido de CAP juega un papel

importante durante el proceso de mineralizacion.



ABSTRACT

Biomineralization is a process that occurs in different biological systems, where the
nucleation and growth are highly regulated. In vertebrates, the mineral phase (crystals
of hydroxyapatite [Caio(PO4)s(OH)] is deposited in the organic matrix. Hydroxyapatite
has been one of the most studied biominerals. Nucleation of hydroxyapatite crystals
only occurs if there are source of calcium and phosphate ions, and involving one or
more biomolecules. The cementum has two proteins which so far are specific,
cementum protein 1 (CEMP1) and cementum attachment protein (CAP). CAP has been
localized in the matrix of cementum and cementoblasts in vitro and in vivo. This protein
possesses high affinity for hydroxyapatite and participates in the mineralization process,

of human cementoblasts in vitro.

Objectives. Determine, in vitro, the biological activity of a peptide CAP during formation
and crystal growth of hydroxyapatite.

Methodology. In this study, we used two experimental techniques: 1. Metasilicate gels
to visualize the formation of crystals in a free cell system by using different electron
microscopy techniques. The second technique is based on the study of crystal growth
from hydroxyapatite “seed-crystals” to evaluate the role of the peptide in the growth

process.

Results. The images obtained with Scanning Electron Microscopy (SEM), High
Resolution Transmission Electron Microscopy (HRTEM), Atomic Force Microscopy
(AFM) and microRaman, showed that the CAP-derived peptide is strongly associated
with the formation and composition of hydroxyapatite crystals in vitro.

Conclusion. Our results suggest that the CAP-derived peptide plays an important role

in the mineralization process.



ANTECEDENTES

Biomineralizacién

La biomineralizacién se refiere al proceso mediante el cual los organismos vivos
producen minerales (1,2). Especificamente, el término biomineral se ha acufiado a los
minerales producidos bajo condiciones estrictamente controladas a través de
componentes tanto minerales como organicos en sistemas bioldgicos. Dichos
biominerales poseen caracteristicas como tamafio, forma y cristalinidad que son
distintas de sus equivalentes abidticamente formados. Esta notable capacidad esti
codificada en los genomas de organismos biomineralizantes, que son capaces de
producir biomoléculas que inducen la nucleacién de minerales polimorfos especificos y
ademas controlan su crecimiento (1). Los primeros estudios sobre biomineralizacion
revelaron dos mecanismos distintos a través del cual los organismos precipitan sales
minerales. Estos son conocidos como biomineralizacion biolégicamente inducida y
biolégicamente controlado (3,4). En la biomineralizacion biolégicamente inducida, los
organismos controlan la composicion de la solucién para favorecer asi la precipitacion
de la fase mineral. Este control indirecto da como resultado una regulacion baja sobre
el tipo de mineral precipitado (3,5,6). Esta falta de control ha sido superada por los
organismos que utilizan la biomineralizaciobn biologicamente controlada. En este
proceso los organismos dirigen la formacion y ubicaciébn de biominerales usando
moléculas bioldgicas especificas adaptadas para controlar la nucleacion, el crecimiento
y la morfologia de los cristales (4,7,8). Estos también pueden utilizar sistemas de
transporte celular, si es necesario, para depositar el material precipitado en su

ubicacion final.



La formaciéon de tejidos mineralizados se produce en casi todos los grupos de
organismos, desde procariotas (nanocristales de magnetita en ciertas bacterias) hasta
los seres humanos (hueso y 6rganos dentarios). El inicio de la mineralizacion tiene
lugar en vesiculas de la matriz intracelular de las células formadoras del tejido
mineralizado (osteoblastos en el caso de hueso), en donde los iones de fosfato de
calcio son acumulados. Las concentraciones de fosfatos de calcio eventualmente
precipitan y forman cristales de hidroxiapatita. Mas tarde, los cristales atraviesan la
membrana de las vesiculas para dar lugar a los nddulos de calcio en el medio
extracelular. Los cristales minerales maduran dentro del andamio proporcionado por las
fibras de colagena. El grado de madurez de los cristales depende de las condiciones
extracelulares como la concentracion de los iones de fosfato de calcio, pH, y la
presencia de proteoglicanos y proteinas no colagénicas de la matriz extracelular
(9,20,11). Las proteinas de la matriz extracelular pueden actuar como nucleadoras,
inhibidoras, moléculas de anclaje o andamios para el depdsito del mineral. Numerosos
estudios, con diferentes sistemas experimentales han intentado determinar el efecto de
proteinas de tejidos minerales en la formacién de cristales de hidroxiapatita in vitro
(12,14). Se ha demostrado, por ejemplo, que la Osteopontina (OPN) es un inhibidor de
la formacion de cristales de hidroxiapatita; mientras que la macromolécula 6sea (BSP)
es un potente nucleador de hidroxiapatita en un sistema de gel de agarosa (15). La
capacidad de estas proteinas para inducir y/o inhibir la mineralizacion se atribuye a
menudo ya sea sus regiones poli-acido [poli-glutamato (poli-Glu) o poli-aspartato (poli-
Asp)] o a sus numerosos residuos de fosfoserina (17, 18). Las proteinas acidas que
participan en cada uno de estos procesos de cristalizacion se cree, pese a su
desorganizada estructura secundaria, proporcionan una plantilla capaz de dirigir la
formacion de novo de fases minerales especificas (10). Por tanto, el papel que juegan
las moléculas en la matriz mineralizante dependera de las interacciones con los iones
calcio del medio durante el crecimiento de la hidroxiapatita, asi como también las

interacciones con otras moléculas.



Interacciones Proteina-Mineral

Un cristal es un cuerpo sélido que posee una disposicién de repeticion regular de
moléculas consistentes, atomos o iones (20). Nucleacion es el evento inicial durante la
precipitacion de un cristal inorganico a partir de los iones disueltos. El proceso se
produce a través de la agregaciéon de iones en fase, desde soluciones individuales para
formar un grupo pequefio, conocido como nucleo. La estabilidad de un nucleo depende
de su tamafo, que a su vez es dependiente del nivel de sobresaturacién de la solucién
(21); nucleos mas grandes que el radio critico tienden a un crecimiento mas grande,
mientras que aquellos por debajo del limite inferior del radio critico tienden a disolverse.
La formacion de un nucleo en una solucibn pura se conoce como nucleacion
homogénea. En contraste, los organismos facilitan la biomineralizacion, a través de
nucleacion heterogénea, en ndcleos pre-existentes o semillas de cristales (el nucleo
recién formado tiene una composicion similar pero diferente al resto) (20). Esto ocurre
debido a la presencia de impurezas y otras moléculas organicas en solucion, lo que

reduce la barrera de energia libre.

Después de la formacion de un nucleo, la tasa de crecimiento es dependiente de la
velocidad de transporte, o difusion, de iones de la red a la superficie del cristal. El
crecimiento de un cristal en una solucién sobresaturada se produce debido a que el
flujo de los constituyentes idnicos unidos a la superficie del cristal supera el flujo de
estos constituyentes que salen de la superficie (22). Hay dos maneras para que se
logre el crecimiento del cristal. El primer método implica el crecimiento de un nucleo de
2 dimensiones en una superficie pre-existente, que, aunque mas favorable que la
creacion de un nucleo 3-dimesional, el crecimiento es menos que el producido en
soluciones altamente supersaturadas (23). Generalmente, el crecimiento cristalino se
da en arreglos de espiral que se crean en las dislocaciones de la red cristalina (roturas
en la red cristalina), conocidos como dislocaciones de tornillo o monticulos de

crecimiento (24).



Al crecer en forma de espiral, proporcionan una fuente perpetua de laminas de
crecimiento. Los animales pueden usar uno o las dos estrategias para promover la
nucleacion de los minerales inorganicos. La primera se logra aumentando el nivel de

sobresaturacion de iones primarios en una solucion (28,29).

El segundo implica el uso de macromoléculas bioldgicas, tales como proteinas o
polisacaridos, como plantillas que imitan la red cristalina de una cara cristalina
particular, compensando asi la entropia desfavorable asociado con la transicién de fase
de solucion solida (30,31). La biomineralizacion implica un minucioso control de la

nucleacion, del crecimiento y de la morfologia por los organismos vivos (26).

Funciones de las proteinas en la biomineralizacion

La incorporacion de componentes organicos durante el crecimiento de los cristales
contrarresta la fragilidad (falta de resistencia) que por lo general acompafa a la rigidez
cristalina. Estos materiales, compuestos biogénicos, tienen propiedades muy diferentes
de las de los cristales puros (27). Mientras que el cristal compuesto de biominerales
proporciona rigidez; el agua y los componentes organicos (proteinas y carbohidratos)
brindan resistencia a cargas de impacto y de la grieta de alargamiento (27). Por otra
parte, los organismos son capaces de modular la rigidez de biominerales para
adaptarse a funciones particulares, por ejemplo, la flexibilidad de huesos esta
relacionada con la proporcion de agua y material organico que abarcan
aproximadamente iguales masas de agua/materia organica y mineral (27). El calcio es
el componente cationico predominante que se encuentra en la mayoria de
biominerales, algunos de los cuales incluyen hidroxiapatita (HAP), oxalato de calcio
(CaOx) y carbonato de calcio (como aragonito o calcita) (30). Los tipos mas comunes
de macromoléculas biolégicas capaces de modular el crecimiento de cristales son

polisacaridos acidos y proteinas de la matriz extracelular (MEC) (30).



Se cree que las proteinas de la matriz extracelular (MEC), altamente acidas, controlan
la precipitacidn y el crecimiento de minerales en el esqueleto de los vertebrados. En los
organos dentarios, la fosfoproteina dentinaria (DPP) y la proteina de la matriz
dentinaria 1 (DMP1) han demostrado que dirigen la nucleacion y el crecimiento de HAP
in vitro (15,33,34). Del mismo modo, BSP, una proteina especifica de tejido
mineralizado de unién a colagena (35,36), es nucleadora de HAP en el hueso (9,15).
Ademas de sus propiedades nucleadoras in vitro, BSP se ha encontrado en focos de

pre-biomineralizacion in vivo (37).

Modulacion de la formacién de cristales por proteinas

Las proteinas con residuos neutros o cargados positivamente generalmente presentan
una baja afinidad a la superficie de los cristales de HAP (38). Se ha observado que las
proteinas salivales con capacidad de adsorberse a la superficie de los dientes (alta
afinidad a HAP) poseen residuos negativos en regiones especificas de la molécula.
Dentro de los sistemas bioldgicos, las moléculas organicas capaces de modificar la
cristalizaciéon inorganica son una clase de proteinas poli-anidnicas. Estas proteinas
poseen proporciones relativamente altas de acido aspartico, acido glutamico, serina y
residuos fosforilados. Recientemente, se han vuelto comunes los estudios basados en
péptidos, derivados de proteinas moduladoras del crecimiento de cristales, en un
esfuerzo para aclarar alin mas los requisitos especificos y el proceso de la interaccién

entre las moléculas orgénicas y minerales (1).



Se sabe que residuos Poli-Glu permiten que las macromoléculas se adsorban de forma
inespecifica a las caras de los cristales; posiblemente debido a caracteristicas
estructurales, porque a pH fisiolégico poli-Asp es desordenado, mientras que poli-Glu
persiste como una hélice extendida (40,41). Curiosamente, ambas moléculas, cuando
se inmovilizan/adsorben a las superficies de germanio, actian como nucleadores HAP
(42), y se ha observado que los grupos acidos de OPN juegan un papel importante en
la unibn a minerales durante la inhibiciobn del crecimiento de cristales (19).
Adicionalmente, se ha visto que la fosforilacion post-traduccional participa en la
regulacion de la biomineralizaciéon, ya que, altera las propiedades inhibitorias de varias
proteinas (16,17,39,43,44). Estudios recientes con péptidos, diferencialmente
fosforilados, derivados de OPN han mostrado adsorcion preferente por alguna cara
especifica de los cristales de oxalato de calcio (CaOx); lo cual sugiere que las
macromoléculas fosforiladas se adsorben a través de interacciones electrostéticas no
especificas entre los grupos fosfato y iones Ca®* (45,46). La combinacién de residuos
acidos y la fosforilacion post-traduccional en la adsorcidon biomineral indican que la
carga negativa es imprescindible para la capacidad de estas proteinas para llevar a

cabo su funcion.

La agrupacién de estas cargas negativas sugiere que la alta afinidad de estas proteinas
ricas en &cido aspartico hacia minerales ricos en calcio, se deriva de su capacidad
para interactuar electrostaticamente con iones de calcio. La adsorcion de estas
moléculas acidicas de la matriz extracelular en ciertas caras de un cristal, podrian
bloguear la adicién de mas iones a esa superficie influyendo en el tamafio y crecimiento

del cristal.
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Péptidos naturales funcionales

Las proteinas y péptidos juegan un papel critico en los procesos biolégicos y
fisiol6gicos en todos los organismos vivos. Los péptidos son pequefias secuencias de
aminoéacidos, que a diferencia de las proteinas, no poseen estructura tridimensional,
pueden cumplir funciones como estimular, regular o inhibir numerosas funciones
bioldgicas; pueden actuar como transmisores de informacién y coordinar distintas
actividades en varios tejidos. Se han encontrado presentes en células o en fluidos del
cuerpo en cantidades pequefias, por lo cual, se consideran como posibles agentes
terapéuticos. Pueden sintetizarse quimicamente a grandes cantidades, y el costo es
mucho menor al compararlos con proteinas. Los péptidos han estado a la vanguardia
de la investigacion cientifica de las ultimas décadas. Su diversidad estructural y alto
nivel de selectividad, los posicionan como principales candidatos para desarrollo
terapéutico. Para este fin, es deseable ser capaz de sintetizar péptidos bajo
condiciones de laboratorio controladas utilizando reacciones quimicas altamente
eficientes. El campo de estudio de la sintesis quimica de péptidos se hizo factible por el
desarrollo de la técnica de Sintesis de Péptidos en Fase Sdélida (SPPS) en 1960 por
Bruce Merrifield, por el que fue galardonado con el Premio Nobel de Quimica en 1984.
Ademas de hacer la sintesis de péptidos practica, esta técnica permite la introduccién
de aminoacidos no nativos y modificaciones post-traduccionales (PTMs) de manera
regulada. A medida que el uso terapéutico de proteinas nativas o recombinantes para
la re-mineralizacién aun no es viable, la investigacién se ha centrado en el desarrollo
de compuestos peptidicos miméticos o a la identificacion de dominios funcionales
dentro de proteinas de origen natural. Los péptidos naturales son en su mayoria
fragmentos de proteinas del tejido 6seo que se sabe que estan implicados en la
mediacion de la formacion de hidroxiapatita.
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La secuencia de aminoacidos en estas proteinas es capaz de unirse a dicho mineral y

hace una plantilla para la integracién estructural de matrices organicas e inorganicas.

Proteinas no colagenas involucradas en la biomineralizacion son ricas en aminoacidos
con residuos acidos que tienen la capacidad de unirse con iones metalicos e inician el
proceso de mineralizacion. Por ejemplo, los péptidos de union a calcio derivados de
DMP1 afectan a la nucleacion in vitro de hidroxiapatita, y la regién rica en acido
glutamico de BSP, esta involucrada en la nucleacion de cristales. Aunque muchas
investigaciones se han dedicado a la aplicacion de péptidos relacionados con la
mineralizacién, hay poca evidencia acerca del empleo de péptidos naturales.

Cemento radicular

Durante la ultima década, han surgido numerosas investigaciones enfocadas en los
mecanismos Yy factores que controlan la formacién del hueso y el periodonto, y con esto
nuevas ideas de como regenerar los tejidos perdidos a consecuencia de patologias,
lesiones o0 desordenes genéticos. Sin embargo, el origen embriolégico del periodonto
sigue siendo un enigma, pues ha sido objeto de especulaciéon debido a que hay dos
teorias sobre dos origenes celulares distintos pero que de ninguna manera son
excluyentes uno del otro. Un tejido dental sui generis y poco estudiado es el cemento
radicular. Hablar sobre el origen del cemento radicular humano pone de manifiesto las
particularidades de este tejido de soporte, el cemento radicular recibe las fibras
provenientes del ligamento periodontal (fibras de Sharpey) y es considerado como un
tejido fundamental para la terapia regenerativa periodontal. La hipotesis clasica de
Paynter y Pudy (1958), propone que los cementoblastos son células descendientes del
foliculo dental que migran a la superficie radicular en desarrollo, donde se diferencian y

secretan matriz mineralizante.
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Esta propuesta encaja con la idea de un origen embrionario comun de los tres
poblaciones celulares del periodonto (cementoblastos, células del ligamento periodontal
y osteoblastos alveolares) (58,59,60).

Una hipotesis alternativa surge en 1975, donde Slavkin y Boyde consideran al cemento
radicular una contribucion epitelial de las células de la vaina epitelial de Hertwig; los
cementoblastos derivan de una transformacion ecto-mesénquima de las células de la
vaina radicular epitelial de Hertwig, las cuales después secretan la matriz del cemento
radicular. La cementogénesis inicia con el depdsito de matriz sobre la superficie
dentinaria por células de la vaina radicular epitelial de Hertwig, las cuales se
desintegran, migran y se organizan como células ectomesenquimales de la papila
dental, y posteriormente se diferencian en cementoblastos. El destino de las células de
la vaina radicular epitelial de Hertwig, también es controvertido, ya que tradicionalmente
se propone que la vaina epitelial se desintegra dejando pequefios grupos de células
epiteliales que sobreviven indefinidamente en el ligamento periodontal, denominados
restos epiteliales de Malassez (53,56,57,60) Estudios recientes sugieren que las
células epiteliales de la vaina radicular epitelial de Hertwig sufren transformacion
ectomesenquimal, para diferenciarse en fibroblastos y cementoblastos, los cuales
secretan el cemento acelular y celular, respectivamente. Aun cuando contindan los
avances en la descripcion de la odontogénesis, el origen del cemento radicular sigue
siendo objeto de debate.

Los cementoblastos y odontoblastos, asi como sus respectivos tejidos han sido
comparados a partir de sus células (moléculas reguladoras de su diferenciacién),
propiedades estructurales y funcionales. Sin embargo, el cemento radicular posee
caracteristicas Unicas. El cemento radicular es un tejido conectivo especializado
calcificado que cubre las superficies radiculares de los 6rganos dentarios, cuyas
funciones son proveer el anclaje del diente en su alveolo, distribuir las fuerzas
masticatorias, mantener el espacio del ligamento periodontal, asi como de mantener
una constante relacién oclusal. La microscopia de luz y electronica han permitido

clasificar al cemento de acuerdo a la presencia o ausencia de células y el origen de las
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fibras colagenas. El cemento radicular, ademas, posee caracteristicas Unicas, ya que
tiene un recambio metabdlico bajo, no presenta aporte sanguineo directo, inervacion,
drenaje linfatico y tampoco presenta espacios medulares como el hueso alveolar
(51,56-58,60).

Proteina de Adhesién al Cemento Radicular CAP

El gen de la proteina de adhesion del cemento (CAP) se localiza en el cromosoma
10p13-p1l4. CAP fue la primera proteina aislada del cemento radicular, se ha
determinado que participa en el reclutamiento y la diferenciacion celular durante la
formacion de cemento (49-52,). Se expresa en células del foliculo dental, promoviendo
su adhesién y diferenciacion (49,50,54,55). Ademas, las células periodontales crecidas
en presencia de CAP son capaces de formar un tejido mineralizado, in vitro (49,50).
Recientemente, se informd de la identificacion de un ARNm obtenido de lisados de
células de ligamento periodontal y células derivadas del cemento utilizando un
anticuerpo especifico para CAP (49,50,54,55). Este ARNm codifica un polipéptido de
140 amino&cidos (nimero de acceso Genbank: AAR22554.1; gi: 38503520). El andlisis
BLAST de la base de datos de proteinas NCBI revelé6 que el N-terminal de 125
aminoacidos de este ARNm es idéntica a una isoforma truncada de 3-hidroxiacil-CoA
deshidratasa 1 / proteina tirosina-fosfatasa (prolina en lugar de arginina catalitica) 1 /
PTPLa (GenBank numero de acceso: AY455942.1; Gl: 38503519); siendo los ultimos
15 aminoacidos la diferencia entre ambas isoformas. Esta nueva molécula fue
nombrada PTPLa / CAP, la cual se expresa en cementoblastos y algunas poblaciones
de células del ligamento periodontal (precursores probablemente de cementoblastos)
pero no se detecta en otros tejidos como la encia o el hueso (50,54). El estudio en un
modelo de defecto de tamafio critico, donde la calota no se regenera per se durante la
vida experimental de los animales (50,54),
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hrPTPLa / CAP mostr6 su potencial en la regeneracidbn Osea craneofacial,
probablemente por la induccion de la neovascularizacion y el posterior reclutamiento de
Células Troncales Mesenquimales, ya que se ha demostrado que la proteina se
expresa por células troncales paravasculares en el ligamento periodontal, las cuales

son progenitores de los osteoblastos y cementoblastos (50,54,55).

Los cementoblastos son las células principales responsables de la formacion de
cemento. En andlisis de hibridacion in situ se demostrd que la expresion de
PTPLa/CAP coincide con la mineralizacion de cemento y se expresoé constitutivamente
en todo el proceso (50). Ademas, CAP nativa, asi como la forma humana y
recombinante (hrPTPLa/CAP) se unen fuertemente a la hidroxiapatita (50,54). Bajo el
analisis de dicroismo circular, la estructura secundaria de hrPTPLa/CAP se compone
principalmente de estructura a-hélice y espiral aleatoria. El punto isoeléctrico tedrico de
hrPTPLa/CAP es 6,37. hrPTPLa/CAP forma estructuras proteicas casi esféricas en
escala nanométrica (4.8 nm). Estas nanoesferas forman, a su vez, agregados
organizados. Se ha demostrado que las proteinas intrinsecamente desordenadas son
multifuncionales y pueden tener propiedades de unién a hidroxiapatita, como es el caso
de SIBLING y HMGI (Y) (29, 30).

El mecanismo exacto a través del cual hrPTPLa/CAP regula este proceso no esta
completamente claro, sin embargo, se sabe que la estructura supramolecular en
nanoesferas puede promover la deposicion de fosfato de calcio mediante la
concentracion de cargas en la superficie hidréfoba, y por lo tanto, actia como una
plantilla de nucleacién interactuando directamente con la hidroxiapatita (33). En este
trabajo, empleamos un péptido derivado de la proteina PTPLa/CAP que podria ser un
motivo funcional con la capacidad de interactuar con cristales de hidroxiapatita.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

El proceso de biomineralizacién es considerado como un paradigma para el desarrollo
de nuevas terapias para la regeneracion de tejidos mineralizados perdidos por diversas
patologias. Los mecanismos moleculares de la cristalizacion de los minerales
biolégicos no son claros, por lo que determinar la interaccion de proteina-proteina y
proteina-mineral de las macromoléculas durante la mineralizacidon permitira el

desarrollo de nuevas terapias regenerativas.

HIPOTESIS

El péptido de la proteina de adhesion del cemento radicular induce la formacion vy
regula el crecimiento de cristales de hidroxiapatita bajo un sistema de metasilicato en
gel libre de células.
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OBJETIVO GENERAL

» Determinar el efecto inductor del péptido de la proteina de adhesién del cemento
radicular (CAPp) en la formacion y crecimiento de cristales de hidroxiapatita, in

vitro.

OBJETIVO ESPECIFICOS

» Identificar la concentracion optima de CAPp en la formacion de cristales en
soluciones supersaturadas.

» Caracterizar mediante diferentes técnicas de microscopia electrénica los
cristales formados por induccién de CAPp en un sistema libre de células.

* Determinar el papel regulador de CAPp en un sistema de crecimiento constante
a partir de una base de hidroxiapatita.

17



INTRODUCCION EXPERIMENTAL

Sintesis del péptido de CAP

Se utiliz6 el péptido de CAP, el cual esta conformado por 15 aminoacidos
(VSFPSCCFSIAVIFM); INVITROGEN. Se preparo el péptido a una concentraciéon de 4

Mg/mL en agua bi-destilada.

Ensayo de nucleacion con Alizarina roja

Para estudiar el efecto del péptido sobre el crecimiento de hidroxiapatita, se coloc6 en
una placa de 96 pozos Nunc maxisorp 10 pL solucion de fosfato (KH,PO, 10Mm,
Na;HPO, 20mM y NaCl 150mM) pH7.4; 80 pL de solucion buffer (HEPES 50mM, NacCl
150mM, a pH4) con diferentes concentraciones del péptido (2.5,5,7.5,10,15 y 20 pg) y
10 pL de solucién de Calcio (CaCl, 50mM, HEPES 50mM, NaCl 150mM a pH4).
Después de 4h de incubacion a temperatura ambiente, se removio todo el liquido de
cada pozo por pipeteo, dejando los cristales precipitados en el fondo de cada pozo
durante toda la noche. Se agregaron 75 L de solucion de Alizarina Roja (0.5%, pH4.2)
y se dejo tefir por 20 seg. La solucién de Alizarina Roja se removié por pipeteo y
posteriormente se agregaron 100 pL de solucion de Cloruro de Cetilpirimidina, la cual
se incub6 durante 1h a temperatura ambiente. Se midié la absorbancia a 570nm
usando un espectrofotbmetro.
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Ensayo de mineralizacién en un sistema libre de células

Para determinar el papel inductor del péptido de CAP en la formacion de cristales de
hidroxiapatita se utilizo el sistema con geles de silicato, a una concentracién de 1.06.
Las concentraciones del péptido derivado de CAP se utilizaron a 100 ug, 200 pg y 500
Mg. Como grupo control se empled el mismo sistema sin proteina. Como solucién de
difusién se utilizé cloruro de calcio (JT Baker) a una concentracion de 100mM
preparado en amortiguador HEPES a una concentracion de 10mM y pH final 7.4. Los

geles se incubaron a 7, 14 y 30 dias.

Los cristales de fosfato de calcio se cristalizaron por reaccion quimica controlada entre
los iones de fosfato y calcio en un medio semisélido (2 mL de Metasilicato de sodio
1.06 g/mL, 1.8 mL de amortiguador HEPES a una concentracion de 10 mM y pH 7.4,
0.2 mL de amortiguador HEPES méas azida de sodio 1% y 1.08 mL de H3PO,4 1 M) a pH
y temperatura fisioldgica. Se agregd el medio a un casete formado por dos vidrios de 7
cm x 9 cm x 3 mm, separados por un marco de neopreno de 3 mm de grosor y sellados
con grasa para vacio. Se prepararon 5 mL del medio semisélido para cada casete;
adicionando 20 pg de hrCAP por cada mL de la solucién de gel de silicato, se utilizé un
grupo control negativo con 20 ug de albumina de suero bovino (BSA Sigma St. Louis,
MO) por cada mL de la solucion de gel y otro grupo control sin proteina. La solucién de
difusiébn empleada fue cloruro de calcio a una concentracion de 100 mM preparado en
amortiguador HEPES a una concentracién de 10 mM y pH 7.4. Se incubaron durante 1,
3y 7 dias.
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Recuperacion de los cristales

Transcurridos los dias de incubacién, los cristales fueron separados del gel con ayuda
de un microscopio estereoscopico (Stemi SV11 Carl Zeiss) y recolectados con
MicroMounts de 150 um (MiteGen Ithaca, NY). Los cristales se dividieron para tomar
fotografias en microscopia electronica de barrido (Jeol 5600LV) y analisis quimico
elemental utilizando espectroscopia por dispersién de energia de Rayos X (EDS), y
microscopia electrénica de transmision de alta resolucion (JEM2010FEG).

Caracterizacion de los cristales

La morfologia y microestructura de los cristales de fosfato de calcio (con y sin proteina)
fueron examinados usando un microscopio electronico de barrido; la composicién
elemental se determin6 por medio de una microsonda y se calcul6 la proporcion Ca/P
mediante el andlisis de porcentajes atdmicos de los elementos identificados en el
espectro. La determinacion de la fase cristalina se realizé con difraccion de electrones

en un microscopio electrénico de transmision.
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Sintesis de cristales de hidroxiapatita

Se utilizé la hidroxiapatita para el ensayo de crecimiento constante, la cual se sintetizé
usando una modificacién del protocolo descrito por Nancollas y Mohan (1970) (49). Se
usaron 250 ml de 0,5 M de Ca(NOs3), los cuales se afiadieron gota a gota a una
solucién de 250 ml, de 0.3 M Na;HPO,4, que se mantuvo entre pH 8.5 y 10.0 mediante
la adicibn de NH,OH concentrado (28-30% solucion) con agitaciébn constante. La
solucién de Na;HPO, también se mantuvo a 70°C mientras se burbuje6 con nitrégeno

saturado con agua.

El precipitado se lavé con H,O destilada y luego se resuspendié en la “solucion madre”
y se sometio a reflujo durante 24 hrs. Los cristales se lavaron a continuacion en un
embudo de vidrio sinterizado a bajo vacio, primero con dH,O pH10 y luego con
acetona. Los cristales se secaron en un matraz Buchner con sellado al vacio y se
almacenaron a temperatura ambiente en un desecador. Mediante difraccion de rayos X
de la HAP sintetizada se verifico la ausencia de otras fases de fosfato de calcio. Los
espectros se recogieron en un microdiffractometer Bruker D8. Se realizaron mediciones
de area de la superficie de HAP usando un Micrometrics ASAP 2010. Se empled un
analizador de area superficial BET para medir el volumen de gas nitrdgeno adsorbido. 2
mg de HAP se disolvieron en 50 ml de solucién de HCI 0.1 M y se dej6é durante la
noche antes del analisis ICP-AES.

La sintesis y caracterizacion de cristales de siembra se realiz6 por Heidi Liao en el
laboratorio de biomineralizacién del Dr. G. Hunter del departamento de Bioquimica de
la Universidad de Western Ontario, Canada.
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Ensayo de crecimiento por composicion constante de HA

Se empleo una modificacién del ensayo de crecimiento desarrollado originalmente por
Nancollas y Koutsoukos (1978) (50). Se prepararon soluciones de fosfato de calcio
metaestable 3.308 ml de dH,O (menos el volumen del péptido), 1.733 ml de 1.2 mM de
NaHPO,, 2.959 ml de 1 mM de Ca(NO3),/300 mM de solucion de NaCl, y el péptido
(disuelto en dH,0) en un vaso Pyrex de doble pared con agitacién para reducir al
minimo las regiones de alta sobresaturacion. La solucion se mantuvo a 37 +0.1°C

usando un sistema de “bafio maria” de agua circulante conectado al vaso Pyrex.

Se empled un electrodo pHC4006 conectado a un gestor de titulacion TIM900. El
electrodo se calibré antes de cada experimento con soluciones tampén estandar de la
IUPAC (pH 7.0 £0.01 y pH 10.0 +0.01) a 37 °C. Para excluir diéxido de carbono
atmosférico de la solucion, se introdujo un tubo de flujo por burbujeo (18.3mL/min) de
nitrdgeno saturado con agua. Para proporcionar tiempo suficiente para alcanzar el
equilibrio, el flujo de nitrogeno se inicid una hora antes de la adicion de cristales de
siembra. Antes de la adicidon de cristales de siembra de HAP, el pH de la solucién
metaestable se ajusté entre 7.4 y 7.41 por la adicion de pequefias alicuotas de NaOH
25 mM. El electrodo de pH controla dos buretas (5mL) operados en el modo de
"maestro-esclavo". La bureta "maestro" contenia 3.5 mM Ca(NO3),/300 mM de NaCl y
la bureta 'esclavo’ contenia 2.1 mM Na;HPO.,/NaOH 1.6 mM. La titulacién se controlo
con un pH de punto final de 7.4 y el pH de la banda proporcional de 0.100. Las buretas
se limitaron a una velocidad minima de 1% / min y una velocidad maxima de 3.0% /

min.
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Se midieron las concentraciones de calcio y fésforo de todas las soluciones usando kits
de ensayo colorimétrico (kit de ensayo de calcio Quanti-Chrom y ALS Pi ColorLock
deteccién del agente Pi) comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante. Después,
se calcularon las concentraciones exactas de las soluciones madre de acuerdo con los
resultados de la prueba. Todas las soluciones fueron previamente filtradas al vacio a
través de las membranas de polietersulfona con tamafio de poro 0.2um

El gestor de titulacion fue programado para mantener un pH de 7.4 por 240 minutos
después del inicio de la reaccidén de crecimiento de los cristales. La reaccion se inicié
mediante la adicion de 450 ul de una suspension de HAP recién hecha en dH,0 (2 mg
HAP), dando una composicion de la solucion de reaccion final de 0.5 mM de Ca(NOs),,
0.3 mM NayHPO, y NaCl 150 mM (volumen total de 8 ml).

La tasa de crecimiento HAP se expres6 como un porcentaje de crecimiento en
comparacion con la observada en ausencia del péptido.
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RESULTADOS.

Se emplearon 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 20 ug/mL de CAPp con el objetivo de observar el
efecto de distintas concentraciones sobre el crecimiento de cristales de hidroxiapatita.
Los resultados muestran que a una concentracion de 20 pg/mL, el péptido podria
promover el crecimiento de los cristales. A bajas concentraciones, aparentemente
podria actuar inhibiendo el crecimiento, sin embargo el mayor porcentaje de inhibicién
(~4%) se da con 2 pug/mL

Figura 1. Efecto de diversas concentraciones del péptido de la Proteina de Adhesion
del Cemento sobre el crecimiento de cristales de HA, mediante tincién con Alizarina
Roja S.
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Transcurrido el periodo de tiempo para el crecimiento de los cristales, estos se
recuperaron manualmente del gel de silicato con MicroMounts de 150um (MiTeGen
Ithaca, NY). Parte de los cristales fueron almacenados en tubos Eppendorf de 1.5ml
para su posterior procesamiento y analisis con microscopia electronica de barrido. El
resto de los cristales se recolectaron en tubos Eppendorf de 1.5ml para su analisis

mediante microscopia electrénica de alta resolucién y microscopia de fuerza atémica.

La morfologia y microestructura de los cristales se examinaron mediante Microscopia
Electronica de Barrido (MEB) con distintos aumentos; las imagenes mostraron
formaciones cristalinas laminares que crecen a partir de un nucleo agrupadas en
esférulas. Al realizar acercamientos de las esférulas formadas, se observan cristales
con crecimiento prismatico muy ordenado bajo la influencia del péptido derivado de la
Proteina de Adhesion del Cemento (Fig. 1).

El andlisis de cristales formados sin la intervencion de alguna macromolécula, se
observd que los cristales muestran crecimientos laminares, dichos cristales se formaron
por la precipitacion de iones Calcio y Fosfato desde la fase movil al gel de Silicato (Fig.
1).
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Fig.1 Imagenes de MEB: A) Muestra control donde se observan placas
desorganizadas. B,C) imagenes de crecimiento cristalino formado en presencia del
péptido de CAP después de 24hrs; la morfologia de los cristales son en placas que se
organizan en esférulas. El tamafio de las esférulas oscila alrededor de 200um. D)
Magnificacion a 7,000 X donde se observa el crecimiento laminar
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La composicién elemental se determiné por medio de una microsonda por la técnica de
Espectroscopia por Dispersion de Energia de Rayos X (EDS) para cada uno de los
grupos empleados en este estudio. Los cristales formados en presencia del péptido de
CAP muestran una fase cristalina cercana a la hidroxiapatita. Por otro lado, los cristales
formados por simple precipitacion estan conformados en un rango de Calcio-Fosforo

gue corresponde a una fase mineral inmadura.

Fig.2 A) Composicion quimica del control en donde se muestran los elementos propios
del sistema de gel (Cl, Si, Na) y la cuantificacion de Calcio y fésforo cuya relacién es de
1.16. B) Las formaciones cristalinas en esférula indican una presencia mayoritaria de
Calcio (Ca) y Fésforo (P), con una relacién estequiométrica Ca/P del orden de 1.57
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A partir de los valores obtenidos del andlisis de EDS, se decidié analizar
exhaustivamente los cristales formados con el péptido de CAP y con Microscopio
Electrénico de Transmisién de Alta Resolucion se determindé la resolucién atémica y las
reflexiones cristlinas que nos permiten identificar la fase mineral de los cristales, los
valores obtenidos se compararon con tablas de Cristalografia Internacionales para
verificar que se trata de Hidroxiapatita. Se obtuvieron las distancias interplanares A)
0.362nm, 0.294nm; b) 0.680nm, 0.340nm y mediante la transformada de Fourier dichas
distancias corresponden a los planos cristalinos 112, 002; y 502, 211 respectivamente,
las cuales corresponden a la fase mineral de Hidroxiapatita (de acuerdo a tablas de
Cristalografia Internacionales JCPDS 44-078.2001)

Fig.3 Imagenes de Alta resolucion donde se muestran los planos cristalinos de los
cristales inducidos con CAPp.
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La topografia de la superficie de los cristales, se analizé mediante Microscopia de
Fuerza Atomica. Las imagenes indican crecimiento unidireccional de los cristales de
HAP con un espesor menor a una décima de micra, los cuales conforman una

superficie irregular.

2.05x1.97 x1.55um

1.97x1.96x1.59 um

Fig.3 Imagenes tridimensionales de la topografia de los cristales obtenidos con el
péptido de la Proteina de Adhesién del Cemento con 2um? de barrido
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Para corroborar la fase mineral de los cristales formados por induccion del péptido de la
Proteina de Adhesion del Cemento, se realizé un estudio de pRaman para determinar
la frecuencia de vibracion del grupo PO,> caracteristico de la Hidroxiapatita. Las
frecuencias obtenidas a 431 cm™, 593cm™, 963cm™ y 1011cm™ corresponden a los
cambios de energia inducidos por los iones PO,* de la Hidroxiapatita.

Hidroxiapatita
Pof 1017 cm
938 cm
567 cm
420cm’

Fig.4 Espectro de pRaman de los cristales inducido con el péptido de la Proteina de
Adhesién del Cemento, que muestran las frecuencias de vibracién del PO,*, que
corresponden a la Hidroxiapatita.
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Una vez que se establecid que la concentracion de 20 pg del péptido de CAP era
capaz de inducir el crecimiento organizado de cristales de hidroxiapatita, se realizaron
ensayos para determinar el efecto de concentraciones menores del péptido en el

crecimiento cristalino.

El ensayo de crecimiento por composicion constante implica el uso de un aparato de
autotitulacion en la que un electrodo de pH controla dos buretas (una de ellas contiene
fosfato de sodio e hidroxido de sodio, y la otra bureta contiene nitrato de calcio y cloruro

de sodio).

El crecimiento de HAP se compone de dos fases, una primera fase de crecimiento
exponencial seguido por un periodo prolongado de crecimiento lineal. La tasa de
crecimiento lineal se observé después de 60 min, donde la tasa de crecimiento es
linealmente proporcional a la masa de HAP.

La relacion lineal demuestra que la nucleacion primaria no se produce durante el curso
del experimento. Asi, el consumo de calcio, fosfato e hidroxido de la solucién se
produce Unicamente debido a la incorporacion de estos iones en la creciente red
cristalina de cristales de HAP.

Los experimentos se realizaron utilizando tanto una masa constante de 2 mg de HAP y
concentraciones crecientes del péptido. Se observé que con concentraciones bajas de
péptido de CAP (principalmente 2.5y 5 ug), estas podrian actuar como un inhibidor en
la formacion de cristales, ya que el volumen final se redujo en un ~14% y ~23%
respectivamente; sin embargo, a partir de concentraciones crecientes se observo un
aumento constante donde a 20 pg se observé un incremento del ~11% en el

crecimiento cristalino con respecto al control.

El grupo control corresponde al desarrollo del crecimiento de cristales de HAP sin

estimulacién, durante los 240 min.
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Figura 2. Efecto de distintas concentraciones del péptido de CAP sobre el crecimiento
de cristales de HAP. En la grafica superior se observa el efecto del péptido sobre el
volumen final de cada ensayo, que se ve reflejado en el crecimiento lineal de los
cristales. La grafica inferior muestra la regresion lineal de los valores obtenidos.
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DISCUSION

Durante el proceso de Biomineralizacion, para que se de lugar a la nucleacion y el
crecimiento, se requiere la formacion biomineral a partir de una fuente de
sobresaturacién suficiente. En la mayoria de los sistemas biolégicos, el sitio de la
deposicion mineral esta aislado del medio ambiente mediante una geometria de
delimitacién fisica. Las vesiculas intracelulares crean compartimentos donde las
composiciones se pueden regular con precision. Este compartimiento debe ser capaz
de modificar la actividad de al menos un constituyente biomineral (por lo general el
cation), asi como los protones y, posiblemente, otros iones. Cualquier flujo de iones
debe cumplir con una restriccion: el fluido debe mantener la electroneutralidad. En
tejidos mineralizados del cuerpo humano (hueso, cemento, dentina y esmalte) se ha
demostrado que aunado a este proceso intracelular, la célula produce una matriz en un
area que se convierte en el sitio de la mineralizacion. El término matriz se refiere a un
grupo de macromoléculas compuestas de proteinas, polisacaridos o glicoproteinas que
se ensamblan para formar una estructura tridimensional. De acuerdo a estudios de Veis
y Perry en 1967; Weiner et al 1983, Swift y Wheeler 1992 la composicion de la matriz
es Unica, ya que muchas de sus proteinas contienen una alta proporcion de
aminoacidos acidos (especialmente aspartato) y grupos fosforilados. La secrecion de
proteinas hidr6fobas en el espacio extracelular podria proporcionar espacio para el
depdsito de minerales. Las estructuras y las composiciones de estos marcos organicos
estan programados genéticamente para llevar a cabo regulacion esencial y/o la
organizacion de las funciones que resultard en la formacion de biominerales
compuestos (2,3,4,14). Se han realizado varios estudios con diversos sistemas
experimentales, libres de células, para determinar el efecto de proteinas de tejidos

mineralizados en la formacién de hidroxiapatita in vitro.
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Los sistemas a base de la difusiébn en gel son comunmente empleados para evaluar la
capacidad nucleadora de cristales usando diversas biomoléculas, debido a que simulan
a las caracteristicas de la matriz de los tejidos mineralizados adem&s que se tiene un
mejor control de la concentracion y la naturaleza de los componentes del gel, difusién
de los iones, y en condiciones similares a las fisiolégicas (pH, temperatura y presion)
que pueden influir en la formacién y crecimiento del gel (28,68).

La teoria clasica supone que la nucleacion y crecimiento cristalino de biominerales se
da por la interaccion de elementos esenciales (iones, moléculas) en soluciones
sobresaturadas, aunque se pueden dar transformaciones de fases en etapas
posteriores. La asociacion de elementos en solucion para la formacién de precursores
o unidades de crecimiento (clusters de Ca/P) es el primer paso importante. Estos
pueden crecer por agregacion y dar lugar a un macro-cristal termodinAmicamente
estable por transformaciones cristalinas amorfas. Esta teoria indica que los
constituyentes pueden unirse en grupos de dos o mas para formar dimeros o trimeros,
por colision. Por tanto, la nucleacion es la aparicion inicial de una nueva fase durante
una transiciébn de primer orden (poco estable) en el que los pequefios nucleos,
formados espontaneamente en una solucién sobresaturada, superan la barrera de
nucleacion. Se han realizado estudios donde la adicion de proteinas (interactian con
iones Ca/P) promueven la nucleacion de cristales de hidroxiapatita (10,14,20,26).

Existen distintas teorias acerca de la interaccién de proteinas con caras especificas de
cristales. La teoria estereoquimica requiere de la rigidez de la estructura 3-laminar, -
hebra o a-hélice de las proteinas para formar enlaces con el Ca®" presente en las caras
del cristal. Estudios recientes han mostrado que las interacciones electrostaticas,
donde la adsorcion de proteinas a cristales se ve favorecida por grupos anionicos
presentes en péptidos o proteinas, no son una regla para todas las proteinas que
interactian de manera estereoquimica con la hidroxiapatita, ya que la falta de
plegamiento de las proteinas de unidén a minerales facilita su absorcion al permitir que
los grupos cargados tengan libertad conformacional para formar enlaces electrostéticos
con iones Ca®" expuestos en la cara del cristal (69,70,71).
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Sin embargo, la interaccién proteina-mineral es todavia mas compleja. Caracteristicas
propias de las proteinas/péptidos como punto isoeléctrico, presencia de grupos fosfato
o carboxilato y la propia carga-neta de la secuencia de aminoacidos juegan un papel
predominante en la interaccién con minerales. Siempre se debe tomar en cuenta que
los estudios in vitro son solo aproximaciones de lo que sucede en sistemas bioldgicos,
ya que in vivo existen un gran numero de variables (distintos iones, pequefas
moléculas, otras macromoléculas). Estudios bioinformaticos, han demostrado que
existen dominios intrinsecamente desordenados y agregacion propensos dentro del
conjunto diverso de secuencias de proteinas de la matriz extracelular humanos (37).
Estos dominios se cree que son responsables de la matriz de montaje observada y

ordenamiento jerarquico de la matriz extracelular.

En este estudio se empleo un péptido de una proteina que se ha demostrado participar
activamente en el proceso de biomineralizacion; se demostré6 que en un medio de
sobresaturacion, se formaron estructuras menos ordenadas y con crecimiento aleatorio
en la ausencia de macromoléculas en comparacion con aquellos cristales formados por
la presencia del péptido. Las caracteristicas fisicoquimicas de esta secuencia de 15
aminoacidos nos sugieren que se dan interacciones electrostaticas entre los grupos
funcionales de los aminoéacidos y los iones, para su eventual ordenamiento en el plano
cristalino que da como resultado la formacion de esférulas compuestas por pequefios
cristales prismaticos muy ordenados que emergen de un nucleo formado por una fase

menos madura a la hidroxiapatita

Los intentos de dilucidar los factores que afectan la precipitacion de minerales
biolégicos han producido diversos ensayos con el objetivo de evaluar su tasa de
crecimiento. Esto se realizaba inicialmente simplemente preparando soluciones
sobresaturadas de fosfato de calcio y el analisis de la caida en la concentracién de los
iones respectivos en el tiempo (49). Estos métodos poseen estas desventajas: 1) la
concentracion de constituyentes minerales, tales como calcio y fosfato, disminuyen en
el transcurso del experimento por lo que se reduce la fuerza motriz para la

precipitacion, y 2) debido a la disminucion incesante en la concentracion de iones
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constituyentes, los experimentos tenian que empezar a nivel de sobresaturacion con
varias fases minerales estables distintas de Hidroxiapatita, incluyendo fosfato tricalcico
[Cas (PO,) 2], fosfato de octacalcico [CagH, (PO4) esH20], fosfato dicalcico anhidro
(CaHPQ,), y dicélcico dihidrato de fosfato (CaHPO42H,0). Estos problemas fueron
resueltos con el desarrollo del método de crecimiento por composicion constante, en el
gue se mantuvieron el pH y las concentraciones de calcio y fosfato a niveles constantes
para la duracion del experimento (50). Asi pues, este nuevo método de activar la
conduccion de experimentos con concentraciones iniciales de fosfato de calcio en la
qgue la HAP era la Unica fase mineral termodindmicamente favorable, de tal manera que
los factores que afectan la tasa de mineralizacion de HAP en sobresaturaciones muy
bajos pueden ser comprendidos (51). Cuando se combina con el uso de cristales de
HAP bien caracterizados, esta técnica elimina la incertidumbre cinética de los ensayos
de nucleacién, lo que permite la elucidacion de los efectos sobre la tasa de crecimiento
de HAP de cualquier molécula en estudio. Ademas, se emplea un flujo constante de
nitrégeno a través de la solucion de reaccién, el cual es esencial para lograr una tasa
lineal de crecimiento de cristales. Si el flujo de nitrégeno no es constante, se disolveran
cantidades variables de di6xido de carbono atmosférico en la solucién de reaccion,
alterando la velocidad de adicion de Calcio y Fosfato en respuesta al crecimiento

cristalino.

La técnica se basa en el estudio del crecimiento cristalino a partir de “cristales-semillas”
de HAP mediante la concentracion constante en el sistema de Ca y P. Dichos
experimentos revelaron que el crecimiento HAP se compone de dos fases distintas:
una tasa de crecimiento rapida inicial que se redujo en el transcurso de los primeros 60
minutos, después de lo cual se observd una tasa de crecimiento lineal (que representa
la cantidad de iones de calcio incorporado en los cristales en crecimiento) a partir de 1
hora hasta 4 h (52,53). La relacion lineal observada entre la tasa de crecimiento de
HAP y la masa de cristales de siembra utilizados indica que el péptido de CAP regula el

crecimiento de HAP de manera proporcional a la concentracion de la macromolécula.
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Por lo tanto, el péptido no solo actia como un nucleador, sino ademas es regulador del
crecimiento de HAP.

La forma de un cristal refleja la naturaleza del entorno en el que crece. En la biologia
de este entorno, y por lo tanto, las formas de cristal, son en general muy bien
controlados. Los analisis detallados de las formas de cristal y, en particular, las caras
de cristal exactas expresadas pueden arrojar mucha luz sobre los mecanismos de
crecimiento (Bouropolous et al. 2001; Aizenberg et al. 1995). Sin duda, el avance de la
tecnologia ha permitido el entendimiento de procesos desde su nivel molecular hasta
nivel atdbmico. En este trabajo se determiné que el péptido de CAP regula la morfologia
de los cristales inducidos desde el sistema de contradifusiébn en gel al observarse
cristales prismaticos muy ordenadas que conforman esférulas; ademas, dichos prismas
cristalinos corresponden a fases maduras de hidroxiapatita, que emergen de un nucleo
constituido por una fase inmadura, indicando que el péptido interactia con la
organizacion de los iones en los distintos planos cristalinos. El proceso de cristalizacion
de la hidroxiapatita aun no es claro y los mecanismos moleculares de la interaccién de
proteina-proteina y proteina-mineral son poco conocidos, por lo que descifrar dichas
interacciones permitira establecer estrategias promisorias en la regeneraciéon de tejidos

mineralizados.
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CONCLUSION

El péptido de la Proteina de Adhesion del Cemento a una concentracion de 20 ug
promueve la formacién de cristales de hidroxiapatita; dicho péptido tiene la capacidad
de regular la morfologia y fase cristalina en un sistema libre de células, el cual se basa
en la precipitacion de una fase movil desde soluciones supersaturadas de Calcio y
Fosfato. La capacidad de controlar la organizacion de iones de Calcio y promover la
formacion de hidroxiapatita es dependiente de la concentracién del péptido, ya que
como se demostré6 en el ensayo de crecimiento por composicion constante a
concentraciones inferiores de 7.5 pg pareciera actuar como un inhibidor. Sin embrago,
a concentraciones superiores promueve la formacién prismatica de cristales altamente
ordenados. El mecanismo exacto de como el péptido de CAP favorece la agrupacion
de los iones para la formacion cristalina de la Hidroxiapatita no es clara, pues el péptido
es altamente hidrofébico por lo que presumiblemente se den interacciones entre varias
moléculas peptidicas y a su vez cada uno de los radicales de aminoacido establezcan
interacciones interatdbmicas con los iones Calcio brindando la capacidad reguladora que
se demuestra en este estudio. Hacen falta estudios moleculares mas especificos para
determinar la interaccion precisa del péptido con los iones y las caras de los cristales.

En este trabajo se plantea el papel regulador de un péptido derivado de una proteina
natural y biolégicamente funcional, por lo que abre un panorama alentador en el
entendimiento del proceso de biomineralizacion que dé lugar a nuevas terapias

regenerativas en el area de la medicina y odontologia.
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