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RESUMEN

La finalidad de este trabajo es aportar conocimiento acerca de la proteina de adhesion del
cemento radicular (HACD1/CAP) y mediante su caracterizacion bioquimica poder generar

las condiciones necesarias para su posterior cristalizacion.

Para cumplir con los objetivos planteados; se obtuvo la proteina de forma recombinante
mediante la clonacion en el plasmido pET-DEST42 y su posterior expresion en la bacteria
Escherichia coli BL21. Como resultado de la construccion, se generd una proteina de fusién
conformada por la secuencia codificante de la proteina HACD1/CAP y dos banderas (V5 y
6x-His) unidas en el extremo carboxilo terminal. La purificacion de la proteina recombinante
se llevd a cabo mediante el empleo de cromatografias de afinidad a hidroxiapatita, niquel y
exclusion molecular, mientras que la identidad se confirmé mediante inmunodeteccion por
Western blot.

La pureza de la proteina se confirmd por espectrometria de masas MALDI-TOF, ademas
dicho analisis fue de utilidad para identificar en primera instancia posibles estados de
oligomerizacion. La masa molecular de la proteina recombinante hrHACD1/CAP obtenida
es de 19,375 Da y de una segunda especie de mayor peso molecular detectada es de
36,824 Da.

El siguiente paso en la caracterizacion bioquimica fue determinar si hrHACD1/CAP
presentaba plegamiento y su porcentaje de estructura secundaria. Mediante dicroismo
circular, se demostré que hrHACD1/CAP tiene un contenido de 34% de a hélices, 16% de
laminas B y 50% de estructura aleatoria. Para tener una perspectiva del acomodo
tridimensional de la proteina se generd un modelo tridimensional tedérico que, ademas,
permitié vincular los resultados experimentales con relacion al plegamiento y formacion de

posibles puentes disulfuro que intervienen en las asociaciones entre la proteina.

Otro de los objetivos de este trabajo fue el investigar qué condiciones pueden modificar la
estabilidad estructural de hrHACD1/CAP, para tal fin se llevaron a cabo estudios de
calorimetria diferencial de barrido mediante la prueba de Thermal shift. El estudio demostré
que hrHACD1/CAP incrementa su estabilidad térmica en presencia de niveles de pH

cercanos al fisiolégico (pH 6.4, 6.8 y 7.2).

Para completar la caracterizacion del plegamiento se realizaron estudios de dispersién
dinamica de luz (DLS), que permiti6 conocer el comportamiento de hrHACD1/CAP en

solucion y asi entender cuadl es la interaccién intermolecular de la proteina consigo misma.
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Se demostré6 que hrHACD1/CAP presenta diferentes estados de oligomerizacién y que

estos son dependientes de temperatura.

Finalmente, para determinar si hrHACD1/CAP presenta actividad bioldgica asociada a la
mineralizacion, se llevé a cabo la prueba de formacién de cristales de fosfato de calcio
empleando el sistema libre de células de contradifusién en gel de silicato. Se demostré que
hrHACD1/CAP tiene la capacidad de nucleacion, regulacion y direccion del crecimiento de
cristales de hidroxiapatita. Se obtuvieron estructuras esferoides de diametro que oscila
entre los 400 a 800 um, los cuales presentan un centro de nucleacion a partir del cual crecen

estructuras minerales tipo drusa.

Los resultados de este proyecto establecen las bases para entender el mecanismo de
acciéon de HACD1/CAP, ademas se ha asentado un precedente que puede contribuir en un
futuro a la cristalizacion de esta proteina, a su caracterizacion tridimensional y a

comprender su funcion biolégica especifica.



ABSTRACT

The intention of this work is to provide knowledge about the cementum attachment protein
(HACD1/CAP) and through its characterization to generate the necessary conditions for its

subsequent crystallization.

To achieve the objectives aims; the protein was obtained trough recombination by cloning
in the plasmid pET-DEST42 and the subsequent expression in the bacterium Escherichia
coli BL21. Because of the construction, a fusion protein was generated consisting of the
coding sequence of the HACD1/CAP protein and two flags (V5 and 6x-His) joined at the
carboxyl end. The purification of the recombinant protein was carried out using affinity
chromatographies to hydroxyapatite, nickel and molecular exclusion, while the identity was

confirmed by immunodetection by Western blot.

The purity of the protein was confirmed by MALDI-TOF mass spectrometry, in addition to
this analysis was useful to identify in the first instance possible oligomerization states. The
molecular mass of the recombinant protein hrHACD1 / CAP obtained is 19.375 Da and the

other species with the highest molecular weight detected is 36.824 Da.

The next step in the biochemical characterization was to determine if hrHACD1/CAP
presents secondary structure and the percentage of this. Using circular dichroism (DC), it
was shown that hrHACD1/CAP has a content of 34% of a helix, 16% of 8 sheets and 50%
of random coil. To have a perspective of the three-dimensional arrangement of the protein,
a theoretical three-dimensional model was generated that, in addition, allowed to link the
experimental results in relation to the folding and formation of possible disulfide bridges that

intervene in the associations between the protein.

Another objective of this work was to investigate which conditions can modify the structural
stability of hrHACD1/CAP, for this purpose differential scanning calorimetry studies were
settle on using the Thermal shift test. The study showed that hrHACD1/CAP increases its
stability in presence of pH levels close to physiological (pH 6.4, 6.8 and 7.2).

To complete the characterization of the folding, dynamic light scattering (DLS) studies were
carried out. This study allowed to know the behavior of hrHACD1/CAP in solution and thus
to understand what is the intermolecular interaction of the protein with itself. It was
demonstrated that hrHACD1/CAP presents different oligomerization states and that these

are temperature dependent.



Finally, to determine if hrHACD1/CAP presents biological activity associated to
mineralization, the calcium phosphate crystal formation test was accomplish using the
silicate gel counterdiffusion cell-free system. It was demonstrated that hrHACD1/CAP could
nucleate, regulate and direct the growth of hydroxyapatite crystals. Forming spheroidal
structures with a diameter ranging from 400 to 800 um, which have a nucleation center from

which druse-like mineral structures grow.

The results of this project establish the bases to understand the mechanism of action of
HACD1/CAP, in addition a precedent has been established that can contribute in the future
to the crystallization of this protein, to its three-dimensional characterization and to

understand its specific biological function.



INTRODUCCION

El cemento radicular fue descrito por primera vez en 1835 por los discipulos de Purkinje
como un tejido mineralizado que cubre la superficie radicular de los 6rganos dentarios. Sus
principales funciones son proveer el anclaje para las fibras de colagena del ligamento
periodontal (fibras de Sharpey), mediar en la insercion del diente al hueso alveolar, distribuir
las fuerzas masticatorias y tiene un papel primordial en la reparacion de la superficie
radicular (Baab 1985; Page et al, 1978).

Se asume que el cemento radicular es similar al hueso porque comparte caracteristicas
tanto en composicién como en estructura, ambos se componen aproximadamente de un
50% de contenido inorganico formado por fosfatos de calcio que se encuentran en forma
de cristales de hidroxiapatita [Ca1o(POa4)s(OH).]. El otro 50% esta formado por la matriz
organica que consiste primariamente de colagenas tipo | (90%) y Tipo lll (5%), las cuales,
en su conjunto, desempefian un papel estructural. Contiene, ademas, proteinas que
participan en el proceso de biomineralizacion como fibronectina (FN), sialoproteina ésea
(BSP), osteopontina (OPN), fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina (OC), osteonectina
(SPARC) y diversos factores de crecimiento como IGF-I, IGF-Il, FGFa, FGFb, PDGF y TGFp3
pero no son cemento especificas (Bartold, 2006; Saygin, 2000).

A pesar de estas similitudes, el cemento radicular tiene caracteristicas unicas que lo
diferencian del hueso. Tiene un recambio metabdlico bajo, carece de inervacion, drenaje
linfatico, de irrigacion sanguinea directa y a la fecha se han identificado dos proteinas
cemento-especificas: la proteina de adhesion del cemento radicular (HACD1/CAP) y la
proteina del cemento 1 (CEMP1), que le dan su caracteristica de ser considerado un tejido
unico (Bartold, 1998; Arzate et al, 2002).

El gen que codifica para la proteina HACD1/CAP se localiza en el cromosoma 10 region
p13-14, se considera un splicing alternativo (isoforma 2) del gen HACD1 (3-hidroxiacil CoA
dehidratasa 1). La proteina HACD1/CAP (UniProtkKB - BOYJ81-2) esta formada por 140
aminodcidos y tiene una masa molecular tedrica de 14,900 Da, aunque la proteina nativa
ha mostrado tener una movilidad relativa de 54,000Da, posiblemente la proteina en su
forma nativa puede estar formando diversos tipos de oligdbmeros, en este caso podria
tratarse de un trimero, aunado el peso de las posibles modificaciones post traduccionales
que pueden ser generadas por un modelo de expresion eucarionte (modelo de expresion
nativo), en el cual diversas moléculas como carbohidratos y grupos fosfato pueden ser
afnadidos a la estructura del polipéptido (Montoya et al, 2014), lo que resulta en el aumento

de la masa molecular del producto proteico (Rath et al, 2009).



Se ha demostrado que esta proteina promueve la migracion celular con mayor afinidad para
las células del ligamento periodontal y de hueso alveolar que para fibroblastos gingivales
hacia la superficie radicular, ademas, promueve la adhesion celular mediada por integrinas
aVp1, incrementa la actividad especifica de la fosfatasa alcalina y promueve la
condrogénesis y mineralizacién en células mesenquimatosas, es decir, induce la

diferenciacion celular (lvanovski, 1999).

Todos estos datos indican que la proteina HACD1/CAP tiene un papel fundamental en la
homeostasis del cemento radicular y que participa activamente en procesos de
mineralizacion, sin embargo, a la fecha no se conocen los mecanismos, estructura e
interacciones con ligandos que puedan favorecer su plegamiento y actividad bioldgica
(Arzate, 1992; Saito, 2001; Wu, 1996; Ivanovski, 1999).



MARCO TEORICO
Periodonto

El periodonto es un complejo sistema de tejidos, mineralizados y no mineralizados que en
su conjunto proveen multiples funciones al érgano dental, entre sus principales funciones
destacan el generar soporte, estabilidad y generar resistencia a las cargas funcionales
masticatorias (Cho, 2000; Nanci y Bosshardt, 2006).

El periodonto esta constituido por dos tejidos no mineralizados, la encia y el ligamento
periodontal y por dos tejidos mineralizados, el hueso alveolar y el cemento radicular. En un
estado de salud general en homeostasis este conjunto de tejidos trabaja de forma constante
y sin alteraciones. Sin embargo, de existir alguna alteracion en uno de los componentes de
este sistema dinamico, las funciones pueden verse disminuidas, llegando a la generacion
de enfermedad periodontal y la subsecuente pérdida del 6rgano dental de no ser

restablecida la homeostasis perdida (Iwata, 2014).
Encia

Es un tejido formado principalmente por epitelio gingival y tejido conectivo que se encuentra
en la cavidad oral recubriendo al hueso alveolar del maxilar y la mandibula. Posee diversos
espesores dependiendo de la posicion anatémica en la cual se encuentre y su principal
funcidn es la proteccion de los agentes quimicos, fisicos y biolégicos (Carranza, 1996; Cho,
2000; Pitaru, 1994; Schroeder, 1997).

Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es un tejido conectivo especializado, el cual tiene su ubicacion
anatémica entre la superficie radicular dental y el hueso alveolar. Su componente principal
son estructuras fibrilares de tejido conectivo dispuestas sobre la periferia de la superficie
radicular dental. La disposicion de estas fibras tiene multiples direccionalidades, lo que
genera un entramado reticular fibrilar. La principal funcion de este tejido es el ser el soporte
del 6rgano dental, estabilizandolo con el hueso alveolar, soportar las fuerzas de la
masticacion y es un sistema de percepcion mecano sensorial (Lindhe, 2003; McCulloch,
2000; Nanci, 2007).



Hueso alveolar

La cavidad oral esta conformada por los procesos maxilares y mandibulares, dividido a su
vez en procesos alveolares y cuerpo basal. En los procesos alveolares, formados tras la
erupcion de los érganos dentales, y que tienen la funcion de alojar las raices dentales, hay
una disposicion en forma de paredes, una cortical interna, una externa y hueso esponjoso.
Este tejido sufre un recambio y remodelacién constante a lo largo de la vida del individuo,
por lo tanto, se trata de un tejido dinamico. Su principal componente es un 50% de matriz
inorganica, principalmente cristales de hidroxiapatita y de 50% de una matriz organica,
principalmente proteinas colagenas (tipo | y lll) y proteinas no colagenas como sialoproteina
Osea, osteocalcina, osteopontina, osteonectina y proteinas morfogenéticas de hueso,

ademas de multiples factores de crecimiento (Bartold, 2006; Cho, 2000).
Cemento radicular

El cemento radicular es un tejido que se encuentra sobre la superficie radicular del érgano
dental, desde la unién cemento-esmalte localizada en el cuello del diente hasta el apice de
este. Esta conformado aproximadamente por un 50% de contenido inorganico constituido
principalmente por hidroxiapatita y de un 50% de contenido organico. De este porcentaje el
principal elemento es la colagena tipo | (90%), colagena tipo Il (5%) y en menor proporcion
colagena tipo Xll, proteinas no colagenas como la BSP, DMP-1, FN, OCN, ON, OPN y
algunos factores de crecimiento (Arzate, 1996; Garant, 2003). A pesar de que el contenido
estructural de este tejido es muy similar a la del hueso alveolar difieren en que el cemento
radicular carece de irrigacion, inervacion y drenaje linfatico propio; ademas, en su
composicién se expresan dos proteinas cemento-especificas: proteina del cemento 1
(CEMP-1) y la 3-Hidroxiacil coenzima A dehidratasa 1/ proteina de adhesién del cemento
(HACD1/CAP). Estas proteinas solamente se expresan en este tejido, por lo cual deben
tener un papel fundamental en procesos relacionados con la produccién de cemento de
novo, la regulacién de expresion de células involucradas en el proceso de remineralizacion
y por ende en cualquier proceso relacionado con mantener la homeostasis de este tejido.
Sin embargo, debido a la disposicién anatomica de dicho tejido y de la cantidad sobre la
superficie radicular dental, hace muy dificil su obtencién para poder aislar y estudiar a
dichas proteinas cemento especificas, por lo tanto, permanece como el tejido mineralizado

menos estudiado del cuerpo humano.



Niveles de organizacién estructural de las proteinas

Las proteinas pueden presentar cuatro niveles de organizacién, el primer nivel, la estructura
primaria, esta dada por la secuencia de aminoacidos unidos entre si mediante un enlace
covalente denominado enlace peptidico. En el segundo nivel de organizacién, la estructura
secundaria, la cadena polipeptidica opta por dos acomodos estructurales, las hélices alfa:
producto de un enrollamiento helicoidal sobre si misma de la estructura primaria y la lamina
beta: una disposicion en zigzag de la cadena. Ademas, existen multiples formaciones de
giros de las cadenas polipeptidicas o acomodos aleatorios que difieren de las
clasificaciones antes mencionadas (estructura aleatoria o random coil). Este tipo de
organizacion estan estabilizados por enlaces “débiles”, como lo son los puentes de

hidrégeno, fuerzas de Van der Waals e interacciones hidréfobas.

La estructura terciaria es el plegamiento de la estructura secundaria en un acomodo
tridimensional que hace que las proteinas monoméricas adquieran una funcion especifica.
Los enlaces caracteristicos de este tipo de nivel de organizacién resaltan los puentes
disulfuro y multiples interacciones débiles, estas interacciones pueden ser modificadas por
diversos agentes que se encuentren en la solucién proteica, ya que, un incremento o
disminucion de la carga iénica de los solutos en solucién puede alterar la disposicién de
moléculas y la interaccién entre ellas, formando nuevos enlaces o rompiéndolos. En el
ultimo nivel de organizacion, estructuras cuaternarias, multiples cadenas polipeptidicas con
una disposicion de estructura terciaria se unen mediante enlaces covalentes, formando un

complejo proteico que puede llegar a tener multiples funciones (Lehninger, 2009).

Por lo anteriormente dicho, es importante conocer cual es el nivel de organizacion de una
proteina, pues esto determinara en gran medida cual es su papel dentro de un proceso
biolégico. Como ejemplo, podemos mencionar al proceso de mineralizacion, el cual se da
en multiples organismos vivos como en las conchas de algunos moluscos y en los
mamiferos, en la formacién de hueso, esmalte, dentina y cemento radicular dental (Atala et
al, 2011). Dependiendo del plegamiento que adquiera la proteina (hélices alfa, laminas
beta), del medio y las condiciones en las que se encuentre, podra dar pie a que lleve a cabo
diversas actividades (puede formar un sitio de unién). En el caso del proceso de
mineralizacidon se necesita en primera instancia, tomar iones minerales (calcio o fosfato) del
medio en el que se encuentren o de otras biomoléculas (acidos nucleicos, proteinas), se

debe de propiciar la precipitacion de sales para que se inicie la nucleacién de una estructura
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mineral mayor y finalmente se tiene el papel de regular, direccionar y mantener el

crecimiento de las estructuras mineralizadas que componen a un organismo Vivo.
Proteinas involucradas en el proceso de biomineralizacion del cemento radicular

Como se mencion6 anteriormente en el proceso de biomineralizacién participan multiples
proteinas que tienen diversas funciones, desde ser las responsables de obtener sustratos
minerales del medio, precipitar sales minerales, nuclear cristales de calcio y organizar la
agregacion y posterior crecimiento mineral. La nucleacion de dichos cristales puede ser de
tipo homogénea, si en el proceso se ven involucrados solamente la saturacion de minerales
que forman los cristales, o de tipo heterogénea si ademas de existir la saturacion local de
minerales estan involucradas macromoléculas como proteinas que promueven la formacion
de estos cristales. Este ultimo tipo de nucleacion es el que se lleva a cabo en los seres

vivos (Arzate, 2015; Nakae y Narayanan, 1991).
Fosfatasa alcalina (ALP)

Esta proteina tiene un peso de 42,190 Da (UniProtKB - P28296), mayoritariamente
enriquecida en estructura secundaria de alfa hélices. Es una hidrolasa, la cual tiene la
capacidad de regular las concentraciones extracelulares de fosfatos mediante la
desfosforilacion de diversas moléculas que se encuentran en el medio como nucledétidos,
proteinas y alcaloides; esto lleva a clasificar a la ALP como un marcador del inicio del
proceso de biomineralizacion, en el cual se reclutan moléculas minerales del medio para la

formacion de cristales (Whyte, 1989).
Sialoproteina 6sea (BSP)

La sialoproteina ésea es un componente importante de la matriz mineralizada del hueso,
dentina, cemento y cartilago calcificado. La BSP es una fosfoproteina de la matriz
extracelular de hueso, aislada a partir de hueso cortical con un peso aproximado de 23,000
Da, sin embargo, presenta una movilidad relativa de 60-80,000 Da en geles SDS-PAGE, el
cual muestra una gran diferencia en peso tedrico obtenido a partir de su secuencia de
aminoacidos (Hernandez, 2011). El papel de esta proteina es el de servir como nucleador
de cristales de hidroxiapatita durante el proceso de biomineralizacion y se le ha considerado
como un marcador de la diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos (Kagayama, 1998;
Roach, 1994).
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Osteocalcina (OCN)

Es una proteina de 10,963 Da, constituye de hasta el 2% del total de las proteinas del
hueso. Se caracteriza por tener una uniéon muy fuerte a la apatita de calcio. (UniProtkB -
P02818). Es producida por osteoblastos y osteoclastos, localizada principalmente en hueso
alveolar, cemento radicular y dentina. Tiene la funcion de modular el crecimiento, tamafo y
forma de los cristales de hidroxiapatita que forma estos tejidos y esta completamente

involucrada en el proceso de remodelaciéon 6sea (Lian, 1998).
Osteopontina (OPN)

También llamada sialoproteina ésea | (BSPI) es una proteina con un peso molecular teérico
de 35,400 Da. En su secuencia contiene multiples sitios putativos de union a hidroxiapatita,
tiene la capacidad de unirse a colagena, fibronectina y osteocalcina. Esta proteina puede
ser localizada en el frente de mineralizacion de hueso, aunque se ha encontrado en
multiples sitios no mineralizados como el riidn y secreciones como saliva, leche y bilis. Las
funciones principales de esta proteina son el regular la adhesion celular, regular la actividad

osteoclastica y la regulacion de la mineralizaciéon de la matriz extracelular (Bartold, 1998).
Proteinas cemento especificas: CEMP1y HACD1/CAP
Proteina del cemento 1 (CEMP-1)

Es una proteina conformada por 247 aminoacidos, de un peso molecular teérico de 25.9
kDa. El gen que codifica para esta proteina se localiza en el cromosoma 16 regién p13.3
(Arzate y Olson, 1992). Se ha demostrado que esta proteina regula la actividad de los
cementoblastos, mediante la induccién de la diferenciacion. Tiene una participacion en el
proceso de mineralizacion, migracion y proliferacion de fibroblastos gingivales; ademas,
promueve la nucleacion de cristales de fosfato octacalcico, la cual es una fase mineral
predecesora de los cristales de hidroxiapatita. (Alvarez, 2006). Estudios de caracterizacién
realizados a la proteina CEMP1 expresada de forma recombinante en Pichia pastoris
(Romo et al, 2016), han demostrado mediante dicroismo circular que la proteina tiene un
porcentaje de estructura secundaria de 28.6% de hélice alfa, 9.9% de laminas beta y 61.5%

de estructura aleatoria.
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Proteina de adhesién del cemento (HACD1/CAP)

La 3-Hidroxiacil coenzima A dehidratasa 1/ proteina de adhesién del cemento, esta
conformada por una secuencia de 140 aminoacidos, tiene un peso molecular tedrico de
14.9 kDa y una movilidad relativa de 54 kDa y tiene un punto isoeléctrico teérico de 7.82.
El gen que codifica para la proteina HACD1/CAP se localiza en el cromosoma 10 region
p13-14, se trata de una de las dos isoformas del gen HACD1 (Valdés et al. 2012), la primera
de ellas se expresa en tejido muscular y se ha demostrado que cataliza multiples reacciones
en el ciclo de los acidos grasos de cadena larga, ademas de participar en la formacion de
membranas lipidicas. Por otro lado, la isoforma 2, difiere de la secuencia canénica en los
siguientes aminoacidos: 126-140: IVHCLIGIVPTSVIV — VSFPSCCFSIAVIFM (UniProtKB-
BOYJ81-2)

1e 20 3e 48 S
MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPLS PTSPRCAATM ASSDEDGTNG
60 70 80 =15 100
GASEAGEDRE APGERRRLGVY LATAWLTFYD IAMTAGWLVL AIAMVRFYME
11@ 128 138 14a 158
KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT FALLEIVHCL IGIVPTSVIV TGVQVSSRIF
160 170 188 19& 200
MVWLITHSIK PIQMEESVVL FLVAWTVTEL TRYSFYTFSL LDHLPYFIKW
219 220 238 248 250
ARYNFFIILY PVGVAGELLT IYAALPHVKK TGMFSIRLPM KYNVSFDYYY
260 270 280
FLLITMASYI PLFPQLYFHM LRQRRKVLHG EVIVEKDD

Secuencia de aminoacidos de la Isoforma 1 HACD1 (Entrada: UniProtKB - BOYJ81-1)
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18 20 3@ 40 5@
MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPLS PTSPRCAATM ASSDEDGTNG

66 70 80 1% 108
GASEAGEDRE APGERRRLGY LATAWLTFYD IAMTAGWLVL AIAMVRFYME
118 120 13@ 148

KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT FALLEVSFPS CCFSIAVIEM

Secuencia de aminoacidos de la isoforma 2 HACD1/CAP, en el recuadro rojo se observan
los 15 aminoacidos que diferencian a la isoforma 2 de la isoforma 1 (Entrada: UniProtKB -
BOYJ81-2)

Se ha demostrado que HACD1/CAP puede tener un papel importante en el reclutamiento y
diferenciacion de células que contribuyen en la formacion del cemento radicular; ademas,
puede unirse a la hidroxiapatita para regular la formacion de dichos cristales en el proceso
de formacion de cemento radicular dental, estos cristales son de suma importancia en los
mecanismos de remodelacion del cemento radicular y en general en el mantenimiento de
la homeostasis de los tejidos que conforman al periodonto (Montoya et al, 2014; Pitaru et
al, 1995).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

El cemento radicular permanece como un tejido pobremente caracterizado a nivel celular y
molecular, sin embargo, se ha demostrado que es un tejido Unico, tanto a nivel histolégico
y por la expresion de proteinas especificas de dicho tejido: HACD1/CAP y CEMP1. Las
investigaciones realizadas sobre HACD1/CAP demuestran que esta proteina es de suma
importancia en el proceso de cementogénesis y tiene un uso potencial en la regeneracion
de tejidos mineralizados. Por lo que, la investigacion sobre las interacciones con ligandos
especificos que favorezcan el plegamiento e incrementen la estabilidad estructural de
HACD1/CAP permitira identificar las regiones de su estructura asociadas a su funcion

biolégica y establece las bases de su caracterizacion tridimensional.

HIPOTESIS

La identificacién de condiciones fisicas y quimicas que favorezcan el plegamiento y
estabilidad estructural de la proteina HACD1/CAP permitiran tener las bases para llevar a

cabo la solucién de la estructura tridimensional de la proteina.
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OBJETIVOS

Objetivo General: Determinar los estados de plegamiento — oligomerizaciéon de
hrHACD1/CAP

Objetivos especificos

Obtener a la proteina HACD1/CAP de forma recombinante utilizando como sistema
de expresion a la bacteria Escherichia coli BL21.

Identificar a la proteina recombinante hrHACD1/CAP y purificarla a homogeneidad.
Determinar la masa molecular y confirmar la pureza de esta por espectrometria de
masas MALDI-TOF.

Identificar por medio de ensayos de desplazamiento térmico niveles de pH que
modifiquen la estabilidad estructural de hrHACD1/CAP.

Determinar el contenido de estructura secundaria mediante dicroismo circular.
Determinar el grado de monodispersidad/oligomerizacién/agregacion de la proteina
en solucion mediante dispersion dinamica de luz.

Generar un modelo tridimensional tedrico ad initium de la proteina y comparar con
los resultados experimentales de plegamiento y estructura secundaria.

Realizar pruebas de actividad biolégica asociadas a mineralizaciéon en un sistema

libre de células.

16



MATERIAL Y METODOS

Expresion de la proteina hrHACD1/CAP

Se crecieron células de Escherichia coli de la cepa BL21 que contenian el vector de
expresion pDEST42/HACD1/CAP a 37 ° en medio LB (Luria-Bertani), adicionado con 100
Mg/ml de ampicilina, hasta alcanzar una densidad o6ptica de 0.4 a A de 600 nm, en ese
momento se adiciond IPTG a una concentracion final de 1mM para que se iniciara la
expresion de hrHACD1/CAP. El cultivo se incubé 24 horas a 37 °C en agitacion constante
a 200 rpm. La recuperacién de las bacterias se realizé mediante centrifugacion, en ciclos
de 15 min a 7000 rpm. Finalmente, se re-suspendio el botdn celular con amortiguador de
lisis (100mM de NaCl, 20 mM de fosfato de sodio y 2 mM PMSF), empleando 1.5 ml del
amortiguador por cada gramo de biomasa, se homogeneizo y el botdn celular fue sometido
a 3 ciclos de sonicado, (potencia del 50%, intermitencia de 70 y tiempo de 3 min) con un
equipo de vibracion ultrasénica (Sonic Ruptor 250 Ultrasonic Homogenizer. OMNI
International). Posteriormente el lisado celular se centrifugo a una velocidad de 7000 rpm
en un ciclo de 10 min a una temperatura de 4°C (Multifuge 3S-R Heraeus) para separar la
fase soluble de los restos celulares. El sobrenadante fue sometido a una nueva
centrifugacion, esta vez a 14,000 rpm en un ciclo de 10 min a de 4°C (Centrifuge 5417R
Eppendorf) para clarificar el medio. Con este procedimiento se pudo obtener en la fase
soluble las proteinas citoplasmaticas. Finalmente se llevd a cabo la cuantificacion de
proteinas de la fase soluble mediante el método de Bradford, utilizando un
espectrofotometro DU® 640 Spectrophotometer Beckman a una longitud de onda UV de
595 nm.

Cinética de expresién de la proteina hrHACD1/CAP.
Se realiz6 la cinética de expresion de hrHACD1/CAP para comparar cambios en el perfil
electroforético del cultivo sin la induccion de la proteina recombinante y 24, 48 y 72 horas

posteriores a la induccion con IPTG, empleando electroforesis SDS-PAGE 15%.

Identificacion de hrHACD1/CAP.

Para confirmar la identidad de la proteina recombinante, se empled el cultivo de 24 horas
de induccion, debido a que el perfil electroforético mostraba la mayor diferencia de
expresion de proteinas en comparacion al cultivo sin inducir. Se emple6 inmunodeteccion

por Western Blot con anticuerpos especificos dirigidos contra hrHACD1/CAP: a 3G9
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anticuerpo monoclonal dirigido contra la proteina HACD1/CAP bovina, a CAP anticuerpo
policlonal dirigido contra la proteina HACD1/CAP humana, a Péptido anticuerpo policlonal
dirigido contra la region de 15 aminoacidos que no se presenta en el splicing 1 de HACD1
y a His anticuerpo policlonal dirigido contra la bandera de Histidinas de la proteina
recombinante hrHACD1/CAP.

Purificacion de hrHACD1/CAP.
Debido a que en el perfil de expresion se identificd que la proteina se presentaba en dos
especies (mondémero y una especie de mayor peso molecular) se realizaron dos protocolos

de purificacion, uno para cada especie.

Purificacién de la especie de hrHACD1/CAP de mayor peso molecular.
El extracto crudo de proteina fue preparado en un amortiguador de PBS 1X adicionado con
100mM de NaCl, 1ug/ml de PMSF, DNAsa y RNAsa 5ug/ml cada uno pH 6.8.

El primer paso de purificacién consisti6 en una cromatografia de intercambio catiénico
usando una columna XK16 (General Electric®) con un volumen de 15 ml de Hidroxiapatita
de 60-180 ym (HA-Ultrogel®, Sigma®). El flujo de elucion, presion y absorbancia a 280 nm
fue controlado con un equi6 de FPLC (AKTA start General Electric ®) la visualizacién del
cromatograma se llevo a cabo mediante el programa Unicorn start (General Electric ®). En
este primer paso se us6 un gradiente lineal de fosfato de sodio pH 6.8 de 25 mM a 500 mM

adicionado con 100mM de NaCl.

En el segundo paso de purificaciéon se empleé una cromatografia de afinidad a iones
metalicos. Utilizando una columna de 20 ml HisPrep FF 16/10 (GE) con una fase
estacionaria de agarosa-Niquel. La elucion fue realizada con PBS 1X adicionado con
100mM de NaCl pH 6.8 mediante gradiente lineal de 10 mM a 200mM de imidazol. Las

condiciones de la cromatografia fueron controladas con el equipo de FPLC AKTA start.

En el ultimo paso de la purificacion se hizo con una cromatografia de intercambio catiénico
con una columna de 3ml de carboximetil celulosa CM-650c (TSK-GEL TOYOPEARL® CM-
650M. SUPELCO®), empleando una bomba peristaltica Dynamax a un flujo de 0.5ml por
minuto, utilizando un gradiente escalonado de acetato de sodio de 60 mM, 80 mM, 100 mM,
200 mM y 300 mM adicionados con 100mM de NaCl pH 5.

18



En cada paso de cromatografia, las muestras de interés fueron visualizadas mediante
electroforesis y geles SDS-PAGE al 15% e inmunodeteccion por Western Blot, utilizando

los anticuerpos a 3G9, a CAP, a Péptido y a His.

Purificacién de mondmero.
El extracto crudo de proteina fue preparado en un amortiguador de PBS 1X adicionado con
1ug/ml de PMSF, DNAsa y RNAsa 5ug/ml cada uno pH 6.8.

El primer paso de purificacién consisti6 en una cromatografia de intercambio catiénico
usando una columna XK16 (General Electric®) con un volumen de 15 ml de Hidroxiapatita
de 60-180 ym (HA-Ultrogel®, Sigma®). El flujo de elucion, presion y absorbancia a 280 nm
fue controlado con un equi6 de FPLC (AKTA start General Electric ®) la visualizacion del
cromatograma se llevo a cabo mediante el programa Unicorn start (General Electric ®). Se
empled un gradiente escalonado de 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM,
300 mMy 500 mM de fosfato de sodio pH 6.8.

Para el segundo paso de purificacion se empled una cromatografia de exclusién molecular
con la columna HiPrep Sephacryl S-100 HR (GE Healthcare Life Sciences), empleando PBS

1X como eluyente y un flujo de 0.5ml/min.

Como Uultimo paso de purificacion de la proteina, se realizd una cromatografia de
intercambio catiénico con una columna HiScale 16/20 (General Electric ®), con un volumen
de 3 ml de Hidroxiapatita de 60-180 um (HA-Ultrogel®. Sigma®), Se empled un gradiente
escalonado de 25 mM, 50 mM, 75 mM, 100 mM, 150 mM, 200 mM, 300 mM y 500 mM de
fosfato de sodio pH 6.8.

En cada paso de cromatografia, las muestras de interés fueron visualizadas mediante

electroforesis y geles SDS-PAGE al 15% e inmunodeteccién por Western Blot, utilizando

los anticuerpos a 3G9, a CAP, a Péptido y a His.
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Determinacion de la masa molecular.

La masa molecular de la proteina hrHACD1/CAP fue determinada empleando espectrometria
de masas MALDI-TOF (Matriz Assisted Laser Desortion / lonization-time of flight). Se empleo
una solucion de hrHACD1/CAP purificada a una concentracion de 1mg/ml dializada en
amortiguador de HEPES 10 mM pH 6.8. La matriz inicial empleada en el procedimiento fue
acido 2’ 5’ — Dihidroxibenzoico y las proteinas de referencia utilizadas para calibrar el equipo
fueron taumatina (22,653.43 Da) y lisozima (14,721.13 Da). Finalmente, para el analisis de la
relacion masa/carga (m/z) para el ion molecular se hizo el empleo del espectrémetro de

masas Microflex Bruker Daltonics.

Elaboracién del modelo tridimensional te6rico de hrHADC1/CAP.

Se utilizd el servidor informatico I-TASSER (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-
TASSER/) para realizar la construccion de la estructura tridimensional de la proteina
hrHACD1/CAP, empleando la secuencia de aminoacidos de la misma. A partir del modelo
que genero el servidor, se realizé la visualizacion y analisis del mismo mediante el software
UCSF Chimera version 1.11.2rc. Utilizando el modelo tedrico se hizo un analisis del

porcentaje de estructura secundaria y dimensiones de la molécula.

Determinacion del contenido de estructura secundaria.

El contenido de estructura secundaria fue determinado mediante Dicroismo Circular (D.C.)
en el espectro de luz UV lejano (190-260nm). La muestra se preparé dializando la proteina
purificada contra amortiguador HEPES a 10 mM, pH 7.2, a una concentracion de 0.2 mg/ml.
El espectro de dicroismo se obtuvo en un espectropolarimetro Jasco J -710, utilizando una
cubeta de cuarzo de 0.1 cm de paso Optico. El espectro final fue el promedio de tres
acumulaciones individuales realizadas cada nanémetro a una velocidad de barrido de 20
nm/min.

El procesamiento de los datos se realizé con el software en linea Dicroweb® que utiliza
multiples algoritmos para determinar el contenido de estructura secundaria en la muestra
analizada. Entre los cuales se encuentran K2D (Neural Network), que es ideal en proteinas

que tienen en su estructura un alto contenido de hélices a.
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Ensayos de desplazamiento térmico de hrHACD1/CAP (pH).

Los ensayos de desplazamiento térmico se realizaron con la finalidad de identificar si los
niveles de pH pueden modificar la estabilidad estructural de hrHACD1/CAP. Para dicho fin,
se utilizé el sistema Stock Options pH Screen HR2-241(Hamptom Research), el cual tiene
como parametro inicial un pH de 2.0 y aumenta gradualmente en su escala en valores de
0.2 hasta llegar a un pH final de 11.0, teniendo un total de 45 condiciones. Se emple6 como
reportero el fluoréforo SYPRO Orange S5695 (Sigma). Los ensayos de desplazamiento
térmico se realizaron en una microplaca de 96 pozos de RT-PCR donde se carg6 10 ul en
45 pozos con cada una de las 45 soluciones del sistema Stock Options pH Screen. A estos
pozos, se le agregd a cada uno 10ul de una solucion de hrHACD1/CAP (0.5mg/ml en
amortiguador de HEPES 10mM, pH 7.2), adicionada con el fluoréforo SYPRO Orange a una
dilucion final de 1:1000. La medicién de la temperatura media de desnaturalizacion (Tm) se
llevé a cabo en un termocliclador de PCR de tiempo real (StepOne Plus Real Time PCR
system, Applied Biosystems) y la programacion se realizé con el software StepOne (Applied
Biosystems) utilizando un ciclo de calentamiento para cada condicién desde 25°C hasta
96°C con una lectura por cada grado centigrado de incremento. El analisis se llevd a cabo
mediante la construccion de derivadas negativas para obtener la Tm de cada una de las

condiciones probadas.

Comportamiento de oligomerizacion/monodispersidad en  solucién de
hrHACD1/CAP.

Para dilucidar el comportamiento de hrHACD1/CAP en solucién y su interaccion proteina-
proteina que puede resultar en un aumento en su radio hidrodinamico debido a la formacién
de diversas especies como mondémeros, dimeros u otros oligdmeros se llevé a cabo el
estudio de dispersion dinamica de luz.

Para realizar este estudio se utilizé el equipo de Dispersion Dinamica de Luz “Zetasizer
Nano” (Malvern Co) y el programa informatico Zetasizer Family Vol 7 para la visualizacién
y el andlisis de los datos. Para el estudio se emplearon 400 pL de hrHACD1/CAP purificada
a una concentracion 0.75 mg/ml resuspendida en amortiguador de fosfato de sodio 10mM
pH 6.8. Se emplearon 4 temperaturas diferentes, 20, 25, 30 y 37 °C y diez lecturas para

cada una.
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Prueba de actividad biolégica: Caracterizaciéon morfolégica de cristales inducidos
con hrHACD1/CAP

Se utilizo el sistema de contradifusién en gel de silicato para determinar si hrHACD1/CAP
tiene actividad bioldgica relacionada con la capacidad de actuar como un nucleador y/o
regulador de cristales de fosfato de calcio.

Este sistema consiste en el empleo de dos vidrios de 7 cm x 9 cm x 3mm, los cuales llevan
entre ellos un marco de neopreno y 6 pinzas metalicas para fijar los componentes y evitar
fugas. Dentro del sistema se forma un gel compuesto de 2 ml de metasilicato de sodio 1.06
gr/ml, 2 ml de HEPES 10mM pH 7.4 y 1.08 ml de HsPOa. En la parte superior del sistema
se colocan 5 ml de la solucién de difusion, la cual esta compuesta de 200 mM de cloruro de
calcio preparado en amortiguador de HEPES 10mM, pH 7.4.

En el interior del gel de silicato de sodio se adiciona la proteina purificada a una
concentracién de 20 ug/ml. Las pruebas se incubaron durante tres periodos de tiempo
diferentes (10, 14 y 21 dias) a 37°C. Transcurrido el periodo de tiempo para la formacion
de los cristales, éstos se recuperaron del gel de silicato y fueron almacenados para su
posterior procesamiento y analisis con microscopia electronica de barrido (SEM) para

observar su morfologia tridimensional.

Caracterizacion de composicién de cristales inducidos con hrHACD1/CAP

Los cristales formados en el sistema de contradifusién en gel de silicato fueron analizadas
mediante analisis de energia dispersiva de rayos X (EDS) para determinar su composicion
elemental y radio calcio / fosforo (Ca/P) para determinar su grado de mineralizacion.
Ademas, para conocer su composicion elemental exacta, los cristales fueron analizados
mediante Microscopia Electronica de Transmisién de alta resolucion (HRTEM). Se utilizé
un microscopio JEOL JEM-2010, con un cafién Termoidnico LaB6, a un voltaje de
aceleracion de 200 kV. Se determind la distancia interplanar a partir de la transformada
rapida de Fourier y con ayuda del software Digital Micrograph se midieron las distancias

interplanares, corroborando con ello la fase cristalina de las estructuras analizadas.
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RESULTADOS

Disefio del vector pDEST42/HACD1/CAP.

El vector de expresion pDEST42/HACD1/CAP (Imagen 1) adiciona un aproximado de 4 kDa
a la proteina recombinante (http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/12276010),
debido a la fusibn en el extremo carboxilo terminal de dos banderas: V5
(GKPIPNPLLGLDST) y 6xHis (HHHHHH). Dichas banderas sirven para la identificacién y
purificaciéon de la proteina recombinante (Bornhorst, 2000). Por lo tanto, el peso molecular

esperado para hrHACD1/CAP es de aproximadamente 20 kDa.

1 MGRLTEAAAAGSGSRAAGWAGSPPTLLPLSPTSPRCAATMASSDEDGTNG
51 GASEAGEDREAPGERRRLGVLATAWLTFYDIAMTAGWLVLAIAMVRFYME
101 KGTHRGLYKSIQKTLKFFQTFALLEVSFPSCCFSIAVIFMGKPIPNPLLG
151 LDSTHHHHHH

Imagen 1. Mapa del vector pET-DEST42/HACD1/CAP y secuencia hrHACD1/CAP
(Secuencia de la proteina en azul, en rojo subrayado bandera v5 y en rojo bandera de

seis histidinas).

Cinética de expresién de la proteina recombinante humana hrHACD1/CAP.

Se realizo la cinética de expresion de hrHACD1/CAP (Imagen 2A) mediante electroforesis
y geles SDS-PAGE 15% a partir del cultivo de E. coli tomando una muestra del mismo cada
24 horas desde el momento previo a la induccion (dia cero) hasta las 72 horas. Se observa
que a partir de las 24 horas de induccién se presenta un perfil de expresion distinto donde

sobresale una proteina con una Mr de 20 kDa que se mantiene hasta las 72 horas de cultivo.
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Se empled el cultivo de 24 horas para confirmar la identidad de la proteina recombinante
mediante Western Blot (Imagen 2B) con la bateria de anticuerpos especificos contra
hrHACD1/CAP. El resultado del Western blot empleando los 4 anticuerpos antes
mencionados dio positivo para la proteina de Mr de 20kDa, pero también identifico a otra
especie con una Mr cercana a 40kDa. A partir de este resultado se hipotetizd que lo
observado se trataba de una especie con un mayor peso molecular para la proteina
recombinante. Por lo que se decidié realizar la purificacion de las dos especies por

separado, con dos metodologias distintas que se presentan a continuacion.

Imagen 2. (A) Cinética de expresion de hrHACD1/CAP en E. coli BL 21 inducida con
IPTG. (B) Inmunodeteccién por Western Blot de hrHACD1/CAP después de 24hr de
induccién mediante: a 3G9, a CAP, a Péptido y a His. La bateria de anticuerpos reconoce

especie monomeérica (Mr 20kDa) y otra con mayor peso molecular (Mr 40kDa).

Purificaciéon de la especie de hrHACD1/CAP de mayor peso molecular.

En el primer paso de purificacion de la especie de mayor peso molecular se realizé una
cromatografia de intercambio catidnico. En el cromatograma (Imagen 3) se puede apreciar
la fraccién del extracto crudo que no tuvo interaccion con la columna (1), el intervalo de
lavado de las proteinas no unidas a la columna (2), la fraccion de proteinas con afinidad a

la hidroxiapatita con un rango de elucion de 100mM a 220mM de fosfato de sodio dibasico
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con 100mM de NaCl pH 6.8 en agua desionizado (3) y el lavado final de la columna con
500 mM de fosfato de sodio con 100mM de NaCl (4) . Del extracto crudo (carril 2) pico 3 del
cromatograma ( carril 3 a 7) y pico 4 del cromatograma (carril 8 y 9) se realizé electroforesis
SDS-PAGE (Imagen 4).

Imagen 3. Cromatografia de intercambio catiénico. Primer paso de purificacion de

hrHACD1/CAP. 1 Fracciones no unidas a la columna. 2 Regién de lavado. 3 Rango de
elucion de la proteina hrHACD1/CAP en 100mM y 220 mM de fosfato de sodio . 4 Lavado
final con 500mM de fosfato de sodio.

Tabla 1. Porcentajes de captura de la cromatografia de intercambio catidnico
(Primer paso de purificacion)

Numero Inicial Total final
de pico 1 2 3 4

Porcentaje
de 100% 77.76% 2.06% | 15.48% 4.66% | 99.96%
fraccion

Miligramos
de 392mg | 304.81mg | 8.07mg | 60.68mg | 18.26mg | 391.82mg
proteina
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Imagen 4. Electroforesis SDS-PAGE del primer paso de purificaciéon de hrHACD1/CAP.
Extracto crudo (carril 2) pico 3 del cromatograma ( carril 3 a 7) y pico 4 del cromatograma

(carril 8 y 9).

Como segundo paso de purificacion se realizé una cromatografia de afinidad a iones
metalicos (Niquel) con un gradiente lineal de 10mM a 200mM de Imidazol mas 100mM de
NaCl en PBS 1X pH 6.8, como extracto crudo se usaron las fracciones correspondientes al
pico 3 de la cromatografia previa, juntandolas en una sola fraccién, sin concentrar y sin
dializar. El cromatograma del segundo paso de purificacion (Imagen 5) mostré 5 fracciones,
los cuales corresponden a la fraccion del extracto crudo que no tuvo interaccion con la
columna (1), el intervalo de lavado de las proteinas no unidas a la columna (2), la fraccion
de proteinas con afinidad a niquel con un rango de elucién de 24mM a 60mM (3), la fraccion
de proteinas con afinidad a niquel con un rango de elucion de 60mM a 80mM de imidazol
(4) y el lavado final de la columna con 200 mM de imidazol (5).

El resultado de la cromatografia de visualizé por electroforesis SDS-PAGE (Imagen 6).
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Imagen 5. Cromatograma del segundo paso de purificacion de hrHACD1/CAP por

cromatografia de afinidad a iones metalicos (niquel). 1 Fraccién de proteinas no unidas a

la columna. 2 Regidn de lavado. 3 Rango de elucion de proteinas de 24mM a 60 mM de

imidazol. 4 Rango de elucién de proteinas de 60mM a 80 mM de imidazol. 4 Lavado final

de la columna con 200mM de imidazol.

Tabla 2. Porcentajes de captura de la cromatografia de afinidad a iones metélicos.

(Segundo paso de purificacién)

Numero | Inicial Total
de pico 1 2 3 4 5 final
Porcentaje

de 100% | 13.90% | 9.13% | 17.19% | 24.40% | 35.38% 100%
fraccion
Miligramos

de 60.68mg | 8.43mg | 5.55mg | 10.43mg | 14.80mg | 21.47mg | 60.68mg
proteinas
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Imagen 6. Electroforesis SDS-PAGE del cromatograma del segundo paso de purificacion
de hrHACD1/CAP por cromatografia de afinidad a iones metalicos (niquel). Extracto
Crudo (carril 2) pico 3 del cromatograma (carril 3), pico 4 del cromatograma (carril 4) y

pico 5 del cromatograma (carril 5).

Para el tercer paso de purificacion se empled una cromatografia de intercambio catiénico
con una columna de carboximetil celulosa CM-650c, utilizando un gradiente escalonado con
acetato de sodio con 100mM de NaCl pH 5, con eluciones de 60 mM, 80 mM, 100 mM, 200
mMy 300 mM. Como extracto crudo, se utilizaron las fracciones correspondiente a los picos
3 y 4 de la cromatografia anterior, dializada contra el amortiguador de elucién (acetato de
sodio 20mM con 100mM de NaCl pH 5).

El resultado de la cromatografia de visualizd por electroforesis SDS-PAGE (Imagen 7).
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Imagen 7. Electroforesis SDS-PAGE del tercer paso de purificacién de la especie de
mayor peso molecular de hrHACD1/CAP por cromatografia de intercambio catiénico
(carboximetil celulosa CM-650c). Extracto Crudo (carril 2), 20mM (carril 3), 60mM (carril
4), 80mM (carril 5), 100mM (carril 6), 200mM (carril 7) y 300mM (carril 8).

Se concentraron las fracciones correspondientes a los carriles 6 — 8 (100mM-300mM) de la
cromatografia del tercer paso de purificacion mediante filtros para centrifuga de 10kDa de
tamafo de poro (Amicon Ultra 0.5 mL) y dializados contra HEPES 10mM pH 7.2. El
resultado se visualizo por electroforesis y geles SDS-PAGE (Imagen 8). Se llevo a cabo una
cuantificacion de proteina para conocer el rendimiento mediante el método de Bradford,

obteniendo como resultado 3.14 mg de proteina purificada por litro de cultivo.

Tabla 3. Porcentajes de captura de la cromatografia de intercambio catidnico.

(Tercer paso de purificacion)

Fraccién Inicial Lavado-60mM | 80mM-300mM | Total final
Porcentaje de

fraccion 100% 87.55% 12.55% 100%
Miligramos de

proteinas 25.23mg 22.09mg 3.14mg 25.23mg
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Imagen 8. Electroforesis SDS-PAGE de la especie de mayor peso molecular de
hrHACD1/CAP, concentrado y dializado contra HEPES 10mM pH 7.2. Carril 2, 10ug de
proteina, carril 3, 20ug de proteina, carril 4, 25ug de proteina y carril 5, 30ug de proteina.

Purificacion de monémero de hrHACD1/CAP

Para aislar el monémero de hrHACD1/CAP se decidié emplear una metodologia diferente
a la antes mencionada, para el primer paso de purificacion se empled una cromatografia de
intercambio cationico (hidroxiapatita) utilizando un gradiente escalonado de 25mM, 50mM,
75mM, 100mM, 150mM, 200mM, 300mM y 500mM de fosfato de sodio dibasico pH 6.8. En
el cromatograma se puede apreciar dos fracciones importantes, la primera (Imagen 9. 1y
2 ) reresenta a las proteinas que no se unieron a la columna, mientras que en la segunda
(Imagen 9. 3 - 9) representa un grupo de proteinas con afinidad creciente a la hidroxiapatita
con un rango de elucion de 25mM a 500mM de fosfato de sodio dibasico pH 6.8. El

resultado de la cromatografia se visualizd por electroforesis SDS-PAGE (Imagen 10).
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Imagen 9. Cromatograma del primer paso de purificacion del mondémero de

hrHACD1/CAP por cromatografia de intercambio catiénico (Hidroxiapatita). 1y 2

Fracciones de proteinas no unidas a la columna. 3 — 9 Rango de elucién de proteinas con

afinidad a la hidroxiapatita (25mM — 500mM de Fosfato de sodio dibasico pH 6.8).

(Primer paso de purificacion)

Tabla 4. Porcentajes de captura de la cromatografia de intercambio cationico.

Numero Inicial Total
de pico 1 2 3 4 5 6 7 8 9 final
Porcentaje

de 100% | 16.89% | 24.6% | 9.57% | 16.35% | 10.41%. | 6.21% | 6.40% | 3.32% 5.4% 99.15%
fraccion
Miligramos

de 479mg | 80.90mg | 117mg | 45.8mg | 78mg | 49.8mg | 29.7mg | 30.7mg | 15.9mg | 26.29mg | 472.4mg
proteina

31




Imagen 10. Electroforesis SDS-PAGE del primer paso de purificacion del monémero de
hrHACD1/CAP por cromatografia de intercambio cationico (Hidroxiapatita). Extracto
Crudo (carril 2), 25mM (carril 3), 50mM (carril 4), 75mM (carril 5), 100mM (carril 6),
150mM (carril 7), 200mM (carril 8 y 9) y 300mM (carril 10 y 11).

Para el segundo paso de purificacion del monédmero se empled una cromatografia de
exclusion molecular (HiPrep Sephacryl S-100 HR - GE Healthcare Life Sciences), utilizando
las fracciones correspondientes a los picos 6 y 7 de la cromatografia previa y empleando
PBS 1X como eluyente. En el cromatograma (Imagen 11) se puede apreciar dos fracciones
importantes, (Imagen 11.2) las proteinas con mayor peso molecular y (Imagen 11.3) las
proteinas con menor peso molecular, es esta ultima fraccién se encontraba con mayor
pureza el mondmero de hrHACD1/CAP. A su vez, esta fraccién se empled como crudo para
el ultimo paso de purificacion, sin dializar ni concentrar.

El resultado de la cromatografia se visualizé por electroforesis SDS-PAGE (Imagen 12).
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Imagen 11. Segundo paso de la purificacion del monémero de la proteina hrHACD1/CAP

Cromatografia de exclusién molecular, PBS 1X como eluyente. 2. Proteinas con mayor

peso molecular. 3. Fraccién que contiene al monémero de la proteina.

Tabla 5. Porcentajes de captura de la cromatografia de exclusion molecular.

Numero | Inicial Total
de pico 1 2 3 4 5 6 final
Porcentaje

de 100% | 13.80% | 30.14% | 16.33% | 28.51% | 4.66%. | 6.01% | 99.45%
fraccion
Miligramos

de 60.4mg | 8.33mg | 18.20mg | 9.86mg | 17.22mg | 2.81mg | 3.63mg | 60.05mg
proteina

33



Imagen 12. Electroforesis SDS-PAGE del cromatograma del segundo paso de purificacién
del monémero hrHACD1/CAP por cromatografia de exclusién molecular. Pico 2 del

cromatograma (carril 2), pico 3 del cromatograma (carril 3).

Para el tercer paso de purificacion se empled una cromatografia de intercambio catidnico
(hidroxiapatita) utilizando un gradiente escalonado de 25mM, 50mM, 75mM 100mM,
150mM, 200mM, 300mM y 500mM de fosfato de sodio dibasico pH 6.8. En el cromatograma
(Imagen 13) se puede apreciar dos fracciones importantes, la primera (Imagen 13. 1)
reresenta a las proteinas que no se unieron a la columna, mientras que en la segunda
(Imagen 13. 2 - 8) representa un grupo de proteinas con afinidad creciente a la hidroxiapatita
con un rango de elucion de 25mM a 500mM de fosfato de sodio dibasico pH 6.8.

El resultado de la cromatografia de visualiz6 por electroforesis SDS-PAGE (Imagen 14).
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Imagen 13. Cromatografia de intercambio cationico. Tercer paso de purificacion de

mondémero de hrHACD1/CAP. 1. Proteinas no unidas a la columna. 5 y 6 Rango de

elucion del monémero de la proteina hrHACD1/CAP en 100 mM y 150 mM de Fosfato de
sodio dibasico pH 6.8 en agua desionizada.

Tabla 6. Porcentajes de captura de la cromatografia de intercambio cationico

Numero | Inicial Total
de pico 1 2 3 4 5 6 7 8 final
Porcentaje

de 100% | 24.87% | 10.65% | 11.15% | 7.44% | 14.81% | 14.53% | 7.85% | 8.69% | 99.99%
fraccion
Miligramos
de 9.86mg | 2.45mg | 1.05mg | 1.09mg | 0.73mg | 1.46mg | 1.43mg | 0.77mg | 0.85mg | 9.83mg
proteinas
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Imagen 14. Electroforesis SDS-PAGE. Cromatografia de intercambio catiénico. Ultimo
paso de purificacion del monémero de hrHACD1/CAP. Carril 2 (pico 5 del cromatograma)

y carril 3 (Pico 6 del cromatograma).

Se concentraron las fracciones correspondientes a los carriles 2 y 3 (100mM y 150mM) de
la cromatografia del tercer paso de purificacion mediante filtros para centrifuga de 10kDa
de tamano de poro (Amicon Ultra 0.5 mL) y dializados contra HEPES 10mM pH 7.2. El
resultado se visualizd por electroforesis y geles SDS-PAGE (Imagen 15). Se llevé a cabo
una cuantificacién de proteina para conocer el rendimiento mediante el método de Bradford,

obteniendo como resultado 2.89mg de proteina purificada por litro de cultivo.
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Imagen 15. Electroforesis SDS-PAGE del monémero de hrHACD1/CAP, concentrado y
dializado contra HEPES 10mM pH 7.2. Carril 2, 4ug de proteina, carril 3, 6ug de proteina,
carril 4, 8ug de proteina y carril 5, 10ug de proteina.

El rendimiento final de la purificacion del monémero es equivalente a 2.89 mg de proteina
por cada litro de cultivo, mientras que para la especie de mayor peso molecular, el
rendimiento final fue de 3.14 mg por cada litro de cultivo.

Con estos resultados pudimos determinar que la especie con el mayor rendimiento es la
especie de mayor peso molecular, por lo cual, a partir de este punto optamos por trabajar
con esta ultima, debido a que los experimentos posteriores exigian una cantidad grande de

proteina.

La identificacion de la proteina recombinante se realizé por inmunodeteccion mediante
Western Blot, para el monémero (A) y para la especie de mayor peso molecular (B)
utilizando la bateria de anticuerpos antes mencionada (a 3G9, a CAP, a Péptido CAP y a
HIS). Imagen 16.
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A B
Imagen 16. Inmunodeteccion por Western Blot. a 3G9, a CAP, a Péptido CAP y a His para

el monémero de hrHACD1/CAP (A) y para la especie de mayor peso molecular (B).

Asi mismo se hizo una electroforésis en gel SDS-PAGE de la especie de mayor peso
molecular purificado sin reductores (Imagen 17 A) y de la misma muestra tratada con
agentes reductores como [B-Mercaptoetanol, DTT y urea 8 M (Imagen 17 B), para
determinar si esta especie se trataba de un dimero de la proteina formado por puentes
disulfuro. Como resultado obtuvimos la presencia de las dos especies, monémero y un
posible dimero cuando la muestra se trataba con reductores, confirmando asi la hipétesis
de la formacion de puentes di sulfuro que promueven la dimerizacion del monémero de
hrHACD1/CAP.

A B
Imagen 17. (A) muestra sin reductores. (B) Muestra tratada con agentes reductores [3-

Mercaptoetanol, DTT y Urea 8 M.
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Determinacidn de la masa molecular

Para confirmar experimentalmente la masa molecular de la proteina se realizé la
espectrometria de masas MALDI-TOF. Al realizar la espectrometria de masas se observé
en el espectro dos picos, el de mayor intensidad con una masa de 36,824.811 Da y el
segundo con una masa de 19,375.721 Da (Imagen 18).

En el espectro de masas también se puede apreciar que solo se encuentran estas dos
especies, lo cual indica que la proteina tiene un grado de pureza ideal para los estudios

posteriores.

Imagen 18. Espectro de masas MALDI — TOF de hrHACD1/CAP. Proteina purificada a

una concentracion de 1mg/ml dializada en amortiguador de HEPES 10mM pH 6.8. La

matriz inicial empleada en el procedimiento fue acido 2’ 5’ — Dihidroxibenzoico. Pico de
19,375.721 Da y pico de 36,824.811 Da.
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Elaboracion del modelo tridimensional teérico de hrHADC1/CAP

Se utilizé el servidor informatico I-TASSER para realizar la construccién de un modelo
tridimensional teérico de hrHACD1/CAP, empleando la secuencia de aminoacidos de la

proteina recombinante.

1 MGRLTEAAAAGSGSRAAGWAGSPPTLLPLSPTSPRCAATMASSDEDGTNG
51 GASEAGEDREAPGERRRLGVLATAWLTFYDIAMTAGWLVLAIAMVRFYME
101 KGTHRGLYKSIQKTLKFFQTFALLEVSFPSCCFSIAVIFMGKPIPNPLLG
151 LDSTHHHHHH

Secuencia de aminoacidos de hrHACD1/CAP,

A partir del modelo que el servidor generé (Imagen 19) y mediante el empleo del software
UCSF Chimera (Gasteiger et al, 2005; Zhang, 2008), se hizo un analisis de la estructura,
cuantificacion del porcentaje de estructura secundaria y posibles interacciones
interatdmicas que pudieran explicar la formacion de la especie dimérica que el modelo
predice. El porcentaje de estructura secundaria de la prediccion es de 58.75% de alfa hélice
y 41.25% de estructura aleatoria (Tabla 7). La posibilidad de una interaccion de tipo cistina

fue predicha en el modelo en las cisteinas de posicién 36 (Imagen 20).
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1 MGRLTEAAAAGSGSRAAGWAGSPPTLLPLSPTSPRCAATMASSDEDGTNG
51 GASEAGEDREAPGERRRLGVLATAWLTFYDIAMTAGWLVLAIAMVRFYME
101 KGTHRGLYKSIQKTLKFFQTFALLEVSFPSCCFSIAVIFMGKPIPNPLLG
151 LDSTHHHHHH

Imagen 19. Modelo tridimensional teérica de hrHACD1/CAP.

Alfa Hélice (Rojo) 58.75 %
Estructura aleatoria (Verde) 41.25 %

Bandera V5 (Azul) y Bandera 6xHis (Cian)

Tabla 7. Porcentaje de estructura secundaria obtenido a partir del analisis del modelo

tridimensional tedrico de la proteina recombinante hrHACD1/CAP.
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1 MGRLTEAAAAGSGSRAAGWAGSPPTLLPLSPTSPRCAATMASSDEDGTNG
51 GASEAGEDREAPGERRRLGVLATAWLTFYDIAMTAGWLVLAIAMVRFYME
101 KGTHRGLYKSIQKTLKFFQTFALLEVSFPSCCFSIAVIFMGKPIPNPLLG
151 LDSTHHHHHH

Imagen 20. Posibles interacciones inter atdmicas que pudieran llevar a la especie
monomeérica de hrHACD1/CAP a formar un dimero mediante puentes di sulfuro con las

cisteinas de la secuencia (color rojo) en la posicién 36, 131 y 132.
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Determinacién del contenido de estructura secundaria.

El contenido de estructura secundaria fue determinado mediante Dicroismo Circular (D.C.)
(Kelly, 2005) en el espectro de luz UV lejano (190-260nm). El espectro final fue el promedio
de tres acumulaciones individuales realizadas cada nanémetro a una velocidad de barrido

de 20 nm/min (Imagen 21).

En el espectro de dicroismo circular se observé un perfil caracteristico de proteinas
enriquecidas en hélices alfa con valores maximos negativos en 208 - 222 nm y positiva
entre 191 - 193 nm (Venyaminov y Yang, 1996; Zimmer, 1974). Se realizé la deconvolucién
de los datos y el analisis de estos con el software en linea Dicroweb®. El algoritmo de
seleccion fue K2D (Neural Network), el cual se basa en comparar el espectro de dicroismo
circular con espectros de dicroismos circulares de proteinas con estructura resuelta y cuyos
datos se encuentran en el Protein Data Bank (Bohm et al; Greenfield, 2006), este algoritmo
es ideal para proteinas enriquecidas de a hélices (Sreerama, 1999; Hennesy y Johnson,
1981). El resultado experimental fue de 34% de a hélices, un 16% de laminas B y un 50%

de estructura aleatoria (Tabla 8).
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Imagen 21. Espectro de Dicroismo circular de hrHACD1/CAP

Hélice alfa

Lamina beta

Estructura aleatoria

34%

16%

50%

Tabla 8. Porcentajes de estructura secundaria mediante el uso del algoritmo K2D en el

servidor Dicroweb®
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Ensayos de desplazamiento térmico de hrHACD1/CAP (pH)

Los ensayos de desplazamiento térmico se realizaron con la finalidad de identificar los
niveles de pH que pudieran modificar la estructura de hrHACD1/CAP. Se encontraron 12
condiciones de pH que promueven la estabilidad estructural de la proteina a altas
temperaturas (Gréfica 1) entre las cuales resalta el pH 7.2 (1.0 M HEPES de sodio), donde
la Tmes de 67°C y pH 6.8 (1.0 M Cacodilato de sodio trihidratado) y 6.4 (1.0 M Cacodilato
de sodio trihidratado) con una de Tm 70°C y 70.8°C respectivamente (Tabla 9).

Por otra parte, se puede observar en la grafica 1 y a su vez la tabla 9, los valores de pH
que no favorecen el plegamiento de hrHACD1/CAP, como son pH 8.8 (1.0 M TRIS HCI)
(55°C), pH 9.4 (0.5 M CAPSO) (52°C), pH 10 (0.5 M CAPS) (47.8°C), pH 5.0 (1.0 M Citrato
de sodio tribasico dihidratado)(59°C), pH 5.2 (1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado)
(61°C), pH 5.4 (1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado) (63°C), pH 5.6 (1.0 M Citrato
de sodio tribasico dihidratado) (64°C) y pH 5.8 (1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado)

B3 pH 5.0 B6 pH 5.6

(650C) p B12pH 6.8 C10pH 8.8
B4 pH 5.2 B7pH 58 Ciou 70 D1pH 9.4
B5 pH 5.4 B10 pH 6.4 C9pH 8.6 D4pH 100

Fraccion desplegada

D5 eree e O A Iy I I

e

0.0 T [

Temperatura ("C)

4 PH5.0 4 pH5.6 . pHE.8  pHE.8
# pH5.2 pH5.8 =+ pH7.2 % pHO4
+ pH54 # pH64 +*+ pHBG pH 10.0

Grafica 1. Tm de la proteina hrHACD1/CAP en diversos niveles de pH.
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pH Amortiguador Titulante ™™
5.0 1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado HCI 59°C
5.2 1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado HCI 61°C
5.4 1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado HCI 63°C
5.6 | 1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado HCI 64°C
5.8 | 1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado HCI 65°C
6.4 1.0 M Cacodilato de sodio trihidratado HCI 70.8°C
6.8 1.0 M Cacodilato de sodio trihidratado HCI 70°C
7.2 1.0 M HEPES de sodio HCI 67°C
8.6 1.0 M TRIS HCI NaOH 57°C
8.8 1.0 M TRIS HCI NaOH 55°C
9.4 0.5 M CAPSO NaOH 52°C
10 0.5 M CAPS NaOH 47.8°C

Tabla 9. Tm de la proteina hrHACD1/CAP en diversos niveles de pH. Condiciones que

favorecen el plegamiento (Rojo) y condiciones que no favorecen el plegamiento (Azul, pH

4cido y verde, pH basico) (APENDICE 1. Tabla completa de las condiciones empleadas

en el experimento)

46



Comportamiento de oligomerizacion / monodispersidad en solucion de
hrHACD1/CAP.

Para determinar el comportamiento de oligomerizacion de la proteina se realizaron ensayos
de DLS utilizando incrementos de temperatura en la misma solucion de proteina. Con dicho
ensayo se comprobd que hrHACD1/CAP no permanece en estado monomérico, sino que
busca interacciones con ella misma de tipo hidrofébico (Tabla 10).

Se observd que, en las temperaturas de 20, 25 y 30°C (Imagen 22. A, B 'Y C
respectivamente) existe polidispersidad en las moléculas, esto significa que la proteina se
encuentra en multiples estados de oligomerizacion o estados de asociacién entre ella
misma. Por otro lado, se encontré una variante importante al modificar la temperatura a
37°C, ya que la diferencia radica en que solo aparece una poblacion especifica, lo que
demuestra que la proteina hrHACD1/CAP en una solucién de fosfato de sodio 10mM pH

6.8 a una temperatura de 37°C es monodispersa (Imagen 22. D).

Con estos datos, se observa la formacion de tres poblaciones que se mantienen constantes
(Poblacion 1: 105.6 + 37.5 kDa, poblacién 2: 1.12e+6 kDa y poblacién 3: 3.8e+8) en todas
las temperaturas, excepto en 37°C donde solo se observa la poblacion 2. A partir de los
estimados de masa molecular se calcul6 el numero de unidades monomeéricas (1 unidad
monomeérica = 19.3 KDa) que forman estas poblaciones.

Poblacion 1, conformada por: 2 — 5 unidades monomeéricas, poblacién 2, conformada por:
58,000 unidades monoméricas y poblacion 3, conformada por: 160,000 unidades

monomeéricas.
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Imagen 22. Ensayos de DLS. A, By C. Temperaturas de 20, 25 y 30°C respectivamente.
hrHACD1/CAP se encuentra en multiples estados de oligomerizacién o estados de
asociacion entre ella misma. hrHACD1/CAP a 37°C se encuentra en un estado de

monodispersidad. D.
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Temperatura Pico Radio Hidrodindmico Porcentaje
poblacional
1 6.503 + 0.6349 nm 8.3%
20°C 2 220.2 + 36.34 nm 67.3%
3 5560 + 641.9 nm 24.4%
1 8.721 £ 0.9769 nm 11.6%
25°C 2 190.1 £ 55.37 nm 27.3%
3 825.0 £ 314.9 nm 37.7%
1 8.721 £ 1.212 nm 11%
30°C 2 220.2 £ 61.09 nm 34.6%
3 712.4 +242.9 nm 50.2%
2 458.7 £ 76.21 100%
37°C

Tabla 10. Analisis de DLS de hrHACD1/CAP. Temperatura de 20, 25, 30y 37°C. Se
observan las variantes de temperatura y su relacion con la presencia de nimero de picos

presentes en el espectro, su respectivo radio hidrodinamico y su porcentaje poblacional.

Finalmente, la proteina en solucion a 37°C fue sometida a un cambio de temperatura
llevandola a 16°C (Imagen 23. B), con el objetivo de poder observar si la proteina al haber
alcanzado la estabilidad estructural unimodal podia mantenerse a pesar de un cambio
abrupto en la temperatura. El resultado obtenido fue una distribucion trimodal con un
porcentaje poblacional mayoritario para el Pico 3 (Tabla 11). Estos resultados demuestran
que la estabilidad en la organizacion de la proteina es sensible a la temperatura y que puede

ser reversible a estados desorganizados al hacer un cambio en la temperatura.
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Imagen 23. Ensayos de DLS. Temperaturas de 37°C (A) y 16°C (B). Cuando a

hrHACD1/CAP se le aplica una disminucién en la temperatura cuando se encuentra en un

estado monodisoerso (A), la proteina cambia a multiples estados de oligomerizacion o

estados de asociacion entre ella misma (B).

Temperatura Pico Radio Hidrodinamico Porcentaje
poblacional
1 5.615 £ 0.7100 nm 12.3%
16°C 2 78.82 £ 13.37 nm 16.8%
3 396.1 £76.94 nm 20.0%
1 458.7 + 76.21 100%
37°C

Tabla 11. Analisis de DLS de hrHACD1/CAP. Temperatura de 16 y 37°C. Se observan las

variantes de temperatura y su relacion con la presencia de numero de picos presentes en

el espectro, su respectivo radio hidrodinamico y su porcentaje poblacional.
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Como dato importante, el indice de hidrofobicidad de la proteina (GRAVY: Grand average
of hydropathicity) es de -0.011 (https://web.expasy.org/protparam/), segun este dato, que
denota el potencial hidrofilico o hidrofébico de una proteina donde a mayor valor de GRAVY
mas hidrofobico es la proteina y con un analisis al modelo tridimensional de hrHACD1/CAP
(Imagen 24) podemos inferir que la proteina es parcialmente hidrofilica, teniendo una regién
en su superficie que podria exponer secuencias de aminoacidos hidrofébicos, esto es de
interés debido a que estos datos podria explicar la formacion de oligébmeros de

hrHACD1/CAP, promovidos por la interaccion entre estas superficies hidrofébicas.

Imagen 24. Modelo de accesibilidad solvente de hrHACD1/CAP. Superficie hidrofilica
(azul), zonas neutras de interaccion hidrofilica (blanco) y zonas de interaccion hidrofébica
(rojo).
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Prueba de actividad biol6gica
Caracterizacion morfolégica de cristales inducidos con hrHACD1/CAP

Para demostrar que nuestra proteina presenta actividad biolégica asociada a la
mineralizacién y que esta corresponde con los resultados previos obtenidos con otras
moléculas asociadas a biomineralizacién (Fan D, et al 2011; Romo, 2016; Villareal E, et al
2009) se utilizé el sistema de contradifusién en gel de silicato para determinar si tiene la

capacidad de actuar como un nucleador y/o regulador de cristales de fosfato de calcio.

Como se puede observar en la Imagen 25 (A y B) se muestran los cristales inducidos por
hrHACD1/CAP a los 10 dias de incubacion, dichos cristales tienen forma de esferoides del
orden de los 400 um de diametro, estos presentan estructuras tipo drusa que emergen de

un centro de nucleacion.

Imagen 25. A. Formacioén de esferoides del orden de los 400 um de diametro a los 10 dias
de incubacioén. B. Detalle de la superficie de la estructura de la imagen A, donde se

observan las prolongaciones que emergen del centro del esferoide.

En la imagen 26. A. Se muestra la formacion de esferoides del orden de los 800 ym de
diametro a los 14 dias de incubacion inducidos con hrHACD1/CAP. B. detalle de la
superficie del esferoide, presencia de estructuras similares a las obtenidas a los 10 dias de

incubacion.
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Imagen 26. A. Formacioén de esferoides del orden de los 800 um de diametro a los 14 dias
de incubacion. B. Detalle de la superficie de la estructura de la imagen A, donde se

observan las prolongaciones que emergen del centro del esferoide.

En la imagen 27 (A y B) puede observarse que hasta los 21 dias de incubacion sigue
existiendo formacion de cristales con caracteristicas muy similares a los tiempos de 10y 14
dias, a su vez puede observarse y confirmarse en la imagen 28 A, que estas estructuras se
originan a partir de un centro de nucleacién, la imagen 28 B corresponde al grupo control
en ausencia de la proteina hrHACD1/CAP, en dicho grupo no hay formacién de las

estructuras minerales esféricas.

de incubacion. B. Estructuras tipo drusa que emergen de un centro de nucleacion.
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Imagen 28. A. Formacion de cristales a partir de un centro de nucleacion a los 21 dias de
incubacion inducidos con hrHACD1/CAP. B. Control sin proteina a los 21 dias de

incubacion

A su vez puede observarse en la Imagen 29 A y B los mismos patrones de formacion de
esferoides con proyecciones cristalinas tipo drusa a los 21 dias de incubacién inducidos

con la proteina.

Imagen 29. A. Estructuras tipo drusa que emergen de un centro de nucleacion. B.
Formacioén de esferoides del orden de los 300 um de diametro a los 21 dias de

incubacion.
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En la imagen 30 A, se puede observar la formaciéon de esferoides del orden de los 400 um
de diametro a los 21 dias de incubacion, mientras que, en B, se observa nuevamente las

estructuras tipo drusa que emergen de un centro de nucleacion.

#1558 18841m FR-USATI

Imagen 30. A. Formacioén de esferoides del orden de los 400 um de diametro a los 21 dias
de incubacion con hrHACD1/CAP. B. Estructuras tipo drusa que emergen de un centro de

nucleacion.
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Caracterizacion de composiciéon de cristales inducidos con hrHACD1/CAP

Se llevd a cabo el analisis de composicion elemental mediante EDS sobre las estructuras
esferoides de un tiempo de incubacién de 21 dias para conocer sus componentes
elementales, en el espectro de EDS en la imagen 31 A, se puede apreciar la composicion
de los cristales inducidos con hrHACD1/CAP, dichos cristales estan formados

principalmente por calcio como el elemento mas abundante seguido del fésforo.

La Imagen 31 B es el espectro del grupo control sin proteina incubado durante 21 dias,
donde se demuestra que las placas estan compuestas principalmente de fésforo, seguidas
de calcio. Para conocer a qué fase mineral de las estructuras formadas corresponde, se
analizé la relacion de calcio / fésforo (Ca/P) la cual tiene la funciéon de servir como un
marcador de diversos estados de mineralizacion, para obtenerla se tomaron los conteos de
intensidades atémicas del espectro de EDS tomando en cuenta al calcio y al fosforo como

el 100% de los elementos presentes en la muestra.

El resultado para los cristales inducidos con hrHACD1/CAP fue una relacion Ca/P de 1.36,
este dato fue comparado con tablas de referencia de estados de mineralizacion, dicha tabla
nos indica que las estructuras esferoides obtenidas estan formadas por fosfato octacalcico,
el cual es un precursor de la hidroxiapatita, mientras que la relacion Ca/P del grupo control

fue de 0.95, que corresponde a fosfato dicalcico (Tabla 12).
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Imagen 31. Espectros EDS de los cristales inducidos con la proteina (A), cuya relacion

Ca/P es de 1.36, correspondiente a la fase mineral de fosfato octacalcico. Espectros EDS

de las placas formadas en el grupo control sin proteina (B) cuya relaciéon Ca/P 0.95,

correspondiente a fosfato dicalcico.

Relacion Ca/P de referencia

Relacion Formula Fase Mineralizada
Ca/P
1 CaHPO4 Monetita (Fosfato dicalcico)
1 CaHPO4H.0 Brushita (Fosfato dicalcico
dihidratado)
1.33 Cag (HPO4)2 (PO4)4 5H20 Fosfato octacalcico
1.43 Caio HPO4 (PO4)s Whitlockita
1.67 Ca10(POa4)s (OH): Hidroxiapatita

Tabla 12. Relacion de Ca/P de referencia de los fosfatos de calcio de relevancia bioldgica

en mamiferos. (Romo, 2014).
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Para determinar de manera exacta la fase mineral de las estructuras esferoides formadas
en el sistema de contradifusién de gel de silicato, se decidié someter a las muestras al
analisis mediante Microscopia electronica de transmision de alta resolucién (HRTEM).
Debido a que EDS es un analisis semicuantitativo pueden existir variantes en los resultados
obtenidos, pues dependera de la zona seleccionada al hacer el analisis de la composicién
de la estructura. El emplear la técnica de HRTEM permite obtener datos que confirmaran la

composicion de los cristales formados.

Con esta técnica se logro determinar la distancia interplanar a través de la transformada
rapida de Fourier y con ayuda del programa Digital Micrograph se midieron las distancias
interplanares, utilizando tablas internacionales de valores cristalograficos para determinar

la fase cristalina.

Se hizo el andlisis de los cristales inducidos con hrHACD1/CAP de 10 dias de incubacion
(Imagen 32). En este anadlisis se logré determinar que las estructuras obtenidas

corresponden a la fase mineral de hidroxiapatita.

Imagen 32. (A) Plano cristalino de la muestra de 10 dias inducida con hrHACD1/CAP. En

la parte superior derecha de la imagen (A) se muestran los planos cristalinos (200y 111)

obtenidos mediante transformada rapida de Fourier. Imagen (B) Zona de alta resolucion
de la imagen (A) donde se observan las distancias interplanares (0.370, 0.402 y 0.399

nm) correspondientes a la fase mineral de hidroxiapatita.
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DISCUSION

En la actualidad existen pocos estudios relacionados con las caracteristicas estructurales y
bioquimicas de proteinas asociadas a procesos de mineralizacion y de manera particular
no hay antecedentes de analisis bioquimicos realizados a la proteina de adhesion del
cemento HACD1/CAP, ademas, no se cuenta con homdlogos estructurales significativos
resueltos a nivel tridimensional, pero, principalmente es la limitada distribucién anatémica
del cemento radicular dental lo que ha generado que sus proteinas especificas

permanezcan poco estudiadas.

Uno de nuestros objetivos a mediano plazo era determinar cuales son las condiciones
optimas de purificacién, estabilidad estructural, y plegamiento tridimensional, para que sean
antecedentes en estudios futuros para producir cristales de la proteina y mediante difraccién
de rayos X resolver y generar un modelo experimental tridimensional de hrHACD1/CAP que
nos permita conocer como es que lleva a cabo sus funciones biolégicas descritas y/o
determinar sus zonas activas asociadas a la formaciéon de cristales de hidroxiapatita. El
estudio estructural de las proteinas cemento especificas es de suma importancia ya que
han demostrado contener regiones que se pueden emplear favorablemente para el

tratamiento de lesiones 6seas como defectos criticos y en la osteoporosis (Salgado; 2017).

La expresion recombinante en células de E. coli. resolvié el problema de obtencion de
proteina a partir de su limitada fuente nativa (Lara, 2011). No se ve limitada la cantidad de
proteina que se puede purificar, nosotros en este trabajo mediante nuestro sistema de
expresion recombinante obtuvimos un rendimiento de hrHACD1/CAP de 2.89mg por cada
litro de cultivo para el monémero y de 3.14mg/litro para la especie de mayor peso molecular,
el cual es superior a lo reportado para otras proteinas asociadas a mineralizacion y
expresadas de forma recombinante como hrCEMP-1 expresada en Pichia pastoris
(0.940mg/litro) (Romo et al, 2016).

Cabe resaltar que se tiene la hipotesis de que una fuerte carga iénica generada por
concentraciones de NaCl en la solucion con hrHACD1/CAP pudiera estar modificando el
estado de oligomerizacion de la misma, pues la obtencion de la especie de mayor peso
molecular se encontraba fuertemente relacionada con la incorporacion de sales al medio
(Kazumasa et al, 2001).
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Tener una fuente eficiente de expresion y un protocolo adecuado de purificacion de proteina
fue indispensable para los estudios realizados en este trabajo y sera de utilidad para los
experimentos planeados en el futuro. Nosostros generamos con la metodologia utilizada en
el presente trabajo una proteina que carece de modificaciones post traduccionales, lo cual
no compromete su actividad biologica asociada a la formacion mineral y es de mucha
importancia en el estudio estructural planteado en un futuro mediante su cristalizacion,

favorecida por la estabilidad estructural de la proteina. (Patifio, 2014).

La purificacion de hrHACD1/CAP se realizd mediante cromatografia de afinidad a
hidroxiapatita (Tiselius, 1956), confirmando asi su alta afinidad por dicha fase mineral,
hecho que también ha sido observado en péptidos sintéticos derivados de esta y con otras
proteinas asociadas al proceso de mineralizacion como CEMP-1 (Montoya et al, 2015;
Romo et al, 2016).

En este trabajo se demostré que hrHACD1/CAP opta por formar oligomeros desde los
identificados en el perfil electroforetico donde la especie predominante fue la de mayor peso
molecular, posiblemente ocasionadas por los puentes disulfuro mediante cisteinas en la
posicion 36 de la secuencia de aminoacidos, esto fue confirmado mediante el tratamiento
de esta especie de mayor peso molecular de la proteina purificada con reductores como el
B-mercaptoetanol, ditiotreitol y urea 8 M (Singh, 1995), observando que después del
tratamiento se observa la presencia de la especie monomeérica en el purificado de esta
especie de mayor peso molecular, lo que genera la hipotesis de la presencia de un dimero,
hasta las asociaciones supramoleculares en solucién demostradas por DLS donde pueden
intervenir interacciones hidrofobicas o complementariedad de cargas en la superficie de la

proteina.

El modelo tedrico predice estructura secundaria y plegamiento de hrHACD1/CAP, contiene
un 58.75% de hélice alfa y un 41.25% de estructura aleatoria (Imagen 19). Al carecer de
homologos estructurales resueltos a nivel tridimensional, el modelo teérico solo es
indicativo, pero concuerda con los resultados experimentales que demostraron que la
proteina tiene un alto contenido de estructura aleatoria y hélice alfa (Tabla 8). Que
hrHACD1/CAP tenga un alto contenido de estructura aleatoria y presente funcién biolégica
es una caracteristica fundamental de las proteinas intrinsecamente desorganizadas

(Cuevas, 2011). Tedricamente hrHACD1/CAP tiene varias zonas desorganizadas (50% de
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estructura aleatoria, regiones: 17-36, 47-51, 61-67, 79-82, 101-103 y 132-140) esto podria
incrementar su plasticidad y explicar las diferentes opciones de plegamiento que puede
adoptar dependiendo de las condiciones del medio como pH, temperatura y concentracién
ionica (Dyson, 2005). Esto puede influir con su interaccion dinamica con el medio,
generando multiples formas de organizacién estructural de la proteina, lo que permite que
una sola proteina pueda tener multiples funciones relacionadas a su acomodo estructural
(Dyson, 2005). El estudio de estas proteinas es complejo, pues existen multiples variables

que afectaran el comportamiento final de la misma (Rhodes, 1993).

Con la finalidad de conocer las condiciones que favorecieran el plegamiento de
hrHACD1/CAP se realizaron pruebas de desplazamiento térmico empleando variaciones
de pH, estos estudios son un requisito fundamental en los diversos estudios bioquimicos,
estructurales y pruebas cristalograficas. En este estudio demostramos por primera vez que

la estabilidad estructural de la proteina es dependiente del pH.

El rango de pH cercano al que se desenvuelve en su ambiente nativo (7.4) la proteina,
favorece su estabilidad estructural e incrementa su estabilidad térmica (70.8 °C). Los
extremos de pH disminuyen la estabilidad estructural de la proteina, como se demostrd
mediante los resultados de desplazamiento térmico en solucion pH 8.8 (55°C), pH 9.4
(52°C), pH 10 (47.8°C), pH 5.0 (59°C), pH 5.2 (61°C), pH 5.4 (63°C), pH 5.6 (64°C) y pH
5.8 (65°C). A partir de estos datos generamos la hipétesis de que en un ambiente en
equilibrio de iones (H*/-OH) las interacciones de estructura de la proteina en solucién se
ven favorecidas, generando asi estabilidad en el plegamiento de la misma, haciéndola

termoestable.

En un sistema termodindmicamente cambiante, una mayor temperatura genera un mayor
movimiento molecular, la excitabilidad de moléculas, producto de la transferencia de
energia térmica es equivalente a inestabilidad de enlaces moleculares, lo cual, afecta en
gran medida la formacién estable de enlaces débiles como lo son las fuerzas de Van der
Waals y los puentes de hidrégeno, generando asi plegamiento con baja resistencia a altas
temperaturas (Streeter et al, 2000), en el caso de nuestra proteina demostramos que el
plegamiento que adquiere en estos rangos de pH (6.4 - 7.2) es muy estable y no se ve

afectada por este fendmeno.
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Mediante estudios de DLS demostramos por primera vez que la proteina en solucion cursa
por estados de polidispersidad reversible y que solo se organiza en un estado
monodisperso a una temperatura fisioldgica (37°C). La organizacion intermolecular podria
formar estructuras catenarias, como las observadas en estudios de microscopia de fuerza
atémica (AFM), en los cuales, la proteina se organiza en uniones multiples de nano esferas

que asimilan la configuraciéon de una cadena (Montoya et al, 2014).

Finalmente, la actividad biolégica de hrHACD1/CAP relacionada con la nucleacion y
crecimiento de cristales de fosfato de calcio (Bonucci, 1992; Silverman, 2004) fue
demostrada mediante el sistema de contradifusién en gel de silicato. hrHACD1/CAP tiene
la capacidad de generar estructuras esféricas de un diametro aproximado de los 200 a 800
Mg, las cuales se conforman principalmente por estructuras cristalinas tipo drusa que
emergen de un centro de nucleacién. Su formacién se detectd desde los 10 dias de
incubacién y se mantuvieron hasta los 21 dias, ya que al terminar la difusion del calcio en
la parte superior del gel no se espera la formacién de mas estructuras. Los cristales
formados en nuestros experimentos son muy similares a las que se han obtenido
empleando otras proteinas relacionadas con el proceso de biomineralizacién (Fan D, et al
2011; Romo, 2016; Silverman, 2004; Villareal E, et al 2009). Mediante el empleo de un
analisis elemental por energia dispersiva de rayos X (EDS) fue determinada la composicién
de estas estructuras cristalinas, las cuales estan conformadas principalmente de calcio y
en menor proporcion fésforo (Tabla 12). La relacion calcio fosforo (Ca/P) que se puede usar
como indicativo de la fase mineral presente en una muestra empleando la cuantificacién
atomica por EDS del calcio y fosforo presente en una muestra sefala que en todas nuestras
muestras experimentales inducidas con hrHACD1/CAP fue de 1.33 que corresponde a
fosfato octacalcico (fase mineral previa de la formacion de hidroxiapatita en los seres vivos),
al ser un analisis semicuantitativo se decidié emplear la técnica de HRTEM para poder tener
datos que confirmaran la composicion de estos cristales, gracias al empleo de esta técnica
de microscopia se pudo determinar que las estructuras formadas en el sistema de
contradifusion de gel de silicato inducidos con hrHACD1/CAP estan constituidas por
hidroxiapatita (PDF#860740) correspondiente a los planos cristalograficos (200) y (111).
Esta diferencia de composicién entre EDS y HRTEM se puede explicar debido a que en el
estudio de EDS la zona analizada es mayor, por lo tanto, dentro de esta se pueden

encontrar estructuras en diversas fases de mineralizacién, por lo tanto las relaciones de Ca
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y P pueden diferir, dando como resultado una relacién Ca/P correspondiente a una fase
mineral previa a la formacion de hidroxiapatita, sin embargo, HRTEM genera patrones
especificos cuantitativos para cada fase cristalina, con los cuales mediante el uso de la
transformada de Fourier se pueden obtener sus planos cristalinos, distancias interplanares
y mediante el empleo de tablas internacionales de difraccion de polvos (PDF/Powder
Difraction File) determinar con exactitud la fase mineral correspondiente. Estos resultados
son muy similares a los obtenidos al trabajar con proteinas mineralizantes expresadas en
sistemas recombinantes, como la amelogenina (hrAMEL) en el cual se ha obtenido la
formacion de cristales de morfologia similares a los obtenidos en este trabajo, los cuales
son en su mayoria cristales de fosfato octacalcico, (Lijima, 2002), o como el caso de la
proteina de matriz de dentina recombinante (hrDMP1) en la cual se obtiene la formacién de
cristales de apatita (He et al, 2003) y especificamente hablando de proteinas cemento
especificas como lo es CEMP-1 nativa (Villarreal et al, 2009) y en su forma recombinante
(hrCEMP-1) (Romo, 2016), se ha demostrado que también tienen la capacidad de formar
estructuras cristalinas, con un centro nucleador del cual se generan multiples estructuras

tipo drusa, las cuales tienen un componente estructural principal de hidroxiapatita.
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CONCLUSIONES

Con nuestro sistema de expresién y protocolo de purificacion hemos logrado obtener un
rendimiento ideal para las pruebas bioquimicas y estructurales que planteamos en un inicio,
ademas se podria emplear para estudios de actividad biolégica in vitro como in vivo, asi
mismo ofrece una alternativa viable para la obtencién de la proteina HACD1/CAP y no

depender de su fuente nativa.

Los multiples estados de oligomerizacién de hrHACD1/CAP estan influenciados por carga
idnica y pH. Demostramos por primera vez que hrHACD1/CAP es termoestable siempre

que se mantenga en un rango de pH fisiolégico.

El alto contenido de estructura aleatoria, la presencia de actividad biolédgica, los multiples
estados de oligomerizacion y la plasticidad de termoproteccion dependiente de pH nos
indica que hrHACD1/CAP es una proteina intrinsecamente desordenada compartiendo esta
caracteristica con multiples proteinas que estan asociadas a procesos de biomineralizacion
como la ALP, OCN y en procesos especificos de mineralizacion de 6rganos dentales,
CEMP-1.

hrHACD1/CAP tiene un papel primordial en la nucleacion, regulacién y direccionamiento del
crecimiento de cristales de hidroxiapatita, por lo cual su participacion en los procesos de

biomineralizacién es importante.
El estudio estructural de esta proteina abrira la posibilidad de identificar y usar regiones

peptidicas asociadas a funciones biologicas determinadas y ampliara el uso terapeutico en

procesos asociados a la mineralizacion biologica.
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PERSPECTIVAS

Se empleara la proteina recombinante en defectos éseos en modelos animales para evaluar
si la proteina tiene un efecto remineralizante y si esta a su vez promueve la regeneracién

osea in vivo.

Teniendo como base los resultados obtenidos con esta caracterizacion, se emplearan estas
condiciones en pruebas de formacion de cristales de proteina, para posteriormente
mediante difraccion de rayos X generar un patrén de difraccion y poder resolver el modelo

tridimensional de la proteina.
A partir del modelo tridimensional experimental se seleccionaran regiones peptidicas que

pudieran mimetizar el papel biolégico de la proteina completa, probando su actividad en

sistemas libres de células y si es que son efectivos posteriormente en modelos animales.
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Apéndice 1

Ndmero
de

Reactivo

© 00 N o o A~ W NP
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16

17

18

19

20
21
22

23
24

pH

2.2
2.4
2.6
2.8
3.0
3.2
3.4
3.6
3.8
4.0
4.2
4.4
4.6
4.8
5.0

5.2

5.4

5.6

5.8

6.0
6.2
6.4

6.6
6.8

Condicién (Reactivo)

1.0 M Acido Citrico

1.0 M Acido Citrico

1.0 M Acido Citrico

1.0 M Acido Citrico

1.0 M Acido Citrico

1.0 M Acido Citrico

1.0 M Acido Citrico

1.0 M Acido Citrico

1.0 M Acido Citrico
1.0 M Acetato de Sodio Trihidratado
1.0 M Acetato de Sodio Trihidratado
1.0 M Acetato de Sodio Trihidratado
1.0 M Acetato de Sodio Trihidratado
1.0 M Acetato de Sodio Trihidratado

1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado

1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado

1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado

1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado

1.0 M Citrato de sodio tribasico dihidratado

1.0 M Cacodilato de sodio trihidratado
1.0 M Cacodilato de sodio trihidratado
1.0 M Cacodilato de sodio trihidratado

1.0 M Cacodilato de sodio trihidratado
1.0 M Cacodilato de sodio trihidratado

Titulante

NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
HCI
HCI
HCI
HCI
HCI
HCI

HCI

HCI

HCI

HCI

HCI
HCI
HCI

HCI
HCI
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

7.0
7.2
7.4
7.6
7.8
8.0
8.2
8.4
8.6
8.8
9.0
9.2
9.4
9.6
98
10
10.2
10.4
10.6
10.8
11.0

1.0 M HEPES de sodio
1.0 M HEPES de sodio
1.0 M HEPES de sodio
1.0 M HEPES de sodio
1.0 M HEPES de sodio
1.0 M TRIS HCI
1.0 M TRIS HCI
1.0 M TRIS HCI
1.0 M TRIS HCI
1.0 M TRIS HCI
0.5 M CAPSO
0.5 M CAPSO
0.5 M CAPSO
0.5 M CAPSO
0.5 M CAPSO
0.5 M CAPS
0.5 M CAPS
0.5 M CAPS
0.5 M CAPS
0.5 M CAPS
0.5 M CAPS

HCI
HCI
HCI
HCI
HCI
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
NaOH
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