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Resumen

La biomineralizacion es un proceso altamente controlado, en el cual, los organismos son
capaces de generar minerales. Este proceso puede llevarse a cabo a través de la
nucleacién homogénea, donde Unicamente participan componentes inorganicos de la fase
mineral, o a partir de la nucleacion heterogénea, en la que macromoléculas organicas
como proteinas, regulan el proceso de mineralizacién. En seres humanos la nucleacion

heterogénea es la mas comun.

Células osteogénicas como osteoblastos, odontoblastos, cementoblastos, ameloblastos y
condrocitos llevan a cabo el proceso de biomineralizaciébn, mediante la liberaciéon de
vesiculas donde convergen los componentes inorganicos, asi como los componentes
organicos, es decir proteinas, que dan origen a la formacion de los biominerales como
hidroxiapatita, e incluso, se puede llevar a cabo el proceso de biomineralizacién de
manera ectopica (patologico) influenciado por altas concentraciones de iones, en regiones
de baja fluencia de liquidos y donde posiblemente hay deficiencia de proteinas que
regulen la formacién de cristales dando como resultado la formacion de depdsitos de
calcio, principalmente de oxalato de calcio dihidratado.

Los usos de las proteinas involucradas en la biomineralizacion han sido estudiados y
propuestos para terapias con la intencién de acelerar y mejorar la formacion de hueso. Sin
embargo, debido a las propiedades fisicoquimicas inherentes de las proteinas como su
peso molecular, su alto costo de produccién, complejidad técnica para su purificacion y su
posible papel para desencadenar la respuesta inmune, las hacen poco atractivas, por lo
que, en la actualidad, el empleo de péptidos biofuncionales surgen como una alternativa

prometedora.



En el presente trabajo, se emple6 un péptido derivado de la proteina HACD1/CAP
seleccionada a través de un andlisis con cuatro distintos softwares para identificar
dominios consenso de proteinas involucradas en la biomineralizacion. Se realizaron
estudios de formacion y crecimiento de cristales de hidroxiapatita adicionando distintas
concentraciones del péptido, observando una inhibicion en ambos procesos. Al obtener
este resultado, se decidio evaluar el efecto del péptido sobre la formacion de cristales de
oxalato de calcio, observando un comportamiento inhibitorio. Mediante microscopia
confocal, se determindé que el péptido se adsorbe preferentemente en caras cristalinas. A
través de estudios de microscopia electronica de barrido, se demostré que la interaccion
entre el péptido y cristales de oxalato calcio, provocan defectos en las caras de
crecimiento cristalino. Se realizaron ensayos para determinar el efecto del péptido en
cultivo de osteoblastos humanos, se demostrd que el péptido no afecta la proliferacion de
los osteoblastos. Los resultados de la deposicion de nédulos de calcio mostraron que los
osteoblastos cultivados en presencia del péptido producian una menor cantidad de estos
nddulos en comparacién con el grupo control. En las pruebas de actividad especifica de
Fosfatasa alcalina (ALP), los grupos de osteoblastos cultivados en presencia del péptido
mostraron una menor actividad de ALP en comparacion con el grupo control. En cuanto al
nivel de expresién de proteinas involucradas en la biomineralizacion (BSP, BMP I,
CEMP1, HACD1/CAP, OSX), los resultados obtenidos no muestran un efecto negativo en

el nivel de expresion de estas proteinas.



Abstract

Biomineralization is a highly controlled process, by which organisms are able to generate
minerals. This process can be carried out through homogeneous nucleation, where only
inorganic components of the mineral phase participate, or from heterogeneous nucleation,
in which organic macromolecules as proteins, regulate the mineralization process. In

humans, heterogeneous nucleation is the most common.

Osteogenic cells such as osteoblasts, odontoblasts, cementoblasts, ameloblasts and
chondrocytes carry out the process of biomineralization, through the release of vesicles
where the inorganic components converge, as well as the organic components, ie
proteins, that give rise to the formation of biominerals as hydroxyapatite, and even, the
process of biomineralization can be carried out in an ectopic (pathological) way influenced
by high concentrations of ions, in regions of low fluency and where there is a deficiency of
proteins that regulate the formation of crystals giving the formation of calcium deposits,

mainly calcium oxalate dihydrate.

The proteins uses involved in biomineralization have been studied and proposed for
therapies with the intention of accelerating and improving bone formation. However, due to
the inherent physicochemical properties of proteins such as their molecular weight, their
high production cost, technical complexity for their purification and their possible role
triggering the immune response, they make them unattractive, which is why, at present,

the use of biofunctional peptides emerge as a promising alternative.



In the present work, a peptide derived from the HACD1 / CAP protein was selected
through an analysis with four different softwares to identify consensus domains of proteins
involved in biomineralization. Studies of formation and growth of hydroxyapatite crystals
were carried out adding different concentrations of the peptide, observing an inhibition in
both processes. With this result, it was decided to evaluate the effect of the peptide on the
formation of calcium oxalate crystals, observing an inhibitory behavior. By confocal
microscopy, it was determined that the peptide is preferentially adsorbed on crystalline
faces. Through scanning electron microscopy studies, it was demonstrated that the
interaction between the peptide and calcium oxalate crystals, cause defects in the faces of
crystalline growth. Trials were conducted to determine the effect of the peptide in human
osteoblast culture, it was shown that the peptide does not affect the proliferation of
osteoblasts. The results of calcium nodule deposition showed that osteoblasts cultured in
the presence of the peptide produced a smaller amount of these nodules compared to the
control group. In the alkaline phosphatase (ALP) specific activity tests, the groups of
osteoblasts cultured in the presence of the peptide showed a lower activity of ALP
compared to the control group. Regarding the level of expression of proteins involved in
biomineralization (BSP, BMP Il, CEMP1, HACD1 / CAP, OSX), the results obtained do not

show a negative effect on the level of expression of these proteins.



Introduccién

e Mineralizacién

Un mineral es una sustancia natural sélida e inorganica, de composicién quimica definida,
la cual, puede poseer una estructura cristalina. La formacién de un cristal comienza con la
nucleacion, es decir, una regién en la cual convergen los componentes ionicos de la fase
mineral formando una celda unitaria inicial a partir de la cual el cristal puede crecer . La
formacion de este nucleo es debida a un exceso de solutos (iones) en una disolucion que,
debido a fluctuaciones como choques térmicos, eléctricos o bien a impurezas en el medio,
comienzan a interaccionar entre ellos hasta formar un producto, en el que hay un cambio

[2, 3]

de fase de liquido a sélido de baja solubilidad y que puede precipitar . Existen dos

modalidades de nucleacion:

La nucleacién homogénea se refiere al proceso en el cual Unicamente los iones
que forman la fase mineral se encuentran presentes en el sistema. Ocurre en disoluciones
saturadas y sobre saturadas. Tienden a necesitar de una gran cantidad de tiempo para

que se lleven a cabo #%.

La nucleacion heterogénea se refiere al proceso en el cual ademas de las
particulas que conforman al cristal, existen moléculas de diferente naturaleza que pueden
acelerar o modular el proceso de nucleacion. Estas moléculas extrafias quedan incluidas
dentro del nuevo cristal como impurezas. En los seres vivos, este es el proceso por el cual
se originan las diferentes fases minerales como magnetita en los magnetosomas de
bacterias, el carbonato de calcio en los exoesqueletos de los moluscos o la hidroxiapatita
en los huesos de vertebrados. Estos biominerales poseen caracteristicas como tamafio,
forma y cristalinidad que son distintas de sus equivalentes abiéticamente formados. En
todos estos procesos de biomineralizacion participan proteinas que promueven y regulan

este proceso %9,


https://es.wikipedia.org/wiki/Sustancia
https://es.wikipedia.org/wiki/Estructura_cristalina

A partir de los nucleos se inicia el crecimiento de los cristales siempre que las condiciones
del medio lo favorezcan (tiempo, estabilidad termodindmica, temperatura, pH). Alrededor
del nudcleo, existen disposiciones a partir de las cuales es mas sencilla la adicion de
nuevos iones, las denominadas caras de crecimiento cristalino. La tendencia general de
los iones en disolucién es llenar huecos, completar caras, terminar caras y formar nuevas
caras de crecimiento cristalino. El crecimiento real de los cristales se separa de este

modelo ideal, produciéndose lo que se denomina defectos cristalinos &,

La cristalizacion nunca es perfecta. Como en cualquier proceso natural se producen
imperfecciones en el crecimiento. Estas imperfecciones reciben el nombre de defectos
cristalinos, y son responsables de variaciones en el color o la forma de los cristales.

Algunos de los defectos cristalinos son 1%

Vacancias. Se producen por la ausencia de la red de un elemento. Las vacancias,

al igual que otros defectos pueden desplazarse libremente a lo largo de la red.

Atomos intersticiales: Inclusion en la red de un atomo fuera de las posiciones
reticulares. Con frecuencia este defecto se presenta unido a una vacancia, pues la

formacion de una vacante favorece la aparicion de un atomo intersticial.

Sustituciones. Entrada en la red de un atomo diferente, pero de similar radio i6nico

gue el que la compone. Pueden dar lugar a la aparicion de series isoformas.

Dislocaciones: Aparicion de nuevas filas de elementos cuando en el plano anterior
no existia. Una dislocacion de este tipo son las dislocaciones helicoidales, que permiten

un crecimiento rapido de una cara, pues esta nunca se acaba.



e Biomineralizacion

La biomineralizacion es un proceso altamente controlado mediante el cual los seres vivos
son capaces de producir estructuras minerales. En los humanos este proceso se lleva

acabo naturalmente para generar huesos y dientes en donde el mineral hidroxiapatita es

11]

el componente inorganico de mayor relevancia®™ . Las células que llevan a cabo el

proceso de biomineralizacion son los osteoblastos, odontoblastos, cementoblastos y

condroblastos 2.

Es en estas células donde los componentes que promueven la
biomineralizaciébn convergen en vesiculas de biomineralizacion (VB). Las VB mas
estudiadas hasta el momento son las provenientes de osteoblastos. Las VB se forman a
partir de la membrana plasmatica de la célula osteogénica gracias a la accién de
pequefias GTPasas como Rac, Rho, CD42, o ARF6, proteinas que regulan los rearreglos

corticales de la actina del citoesqueleto*®

. La bicapa lipidica de las VB es similar en
cuanto al contenido de colesterol y esfingomielina, sin embargo, posee una alta
concentracion de lipidos de carga negativa que fungen como puntos de atraccién para el
catién calcio durante la mineralizaciéon¥. De igual manera, las VB poseen en su superficie
una alta concentracion de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) y adenosina monofosfatasa
(AMPasa) que aumentan la concentracion de grupos fosfato en el interior de la vesicula

15, 16]

debido a que ambas hidrolizan adenosina monofosfato (AMP) | El AMP presente en

[17]

las VB es producto de hidrélisis de ATP por parte de las ATPasas'” que ademas

18]

producen pirofosfato (PPi), un inhibidor de la formacién de minerales "8, Este efecto del

PPi es inhibido por la pirofosfatasa inorganica (PPiasa) debido a que hidroliza a PPi para

n 1728 Asi mismo, las VB poseen

incorporarlo en el mineral que se encuentra en formacio
una alta concentracion de Anexinas I, V y VI; mientras que anexina V es un canal de
trasporte de cationes calcio que favorece el proceso de mineralizacion, las anexinas Il y

VI pueden regular a la actina cortical del citoesqueleto para la formacién de la vesicula™.

La mineralizacién en las VB se divide en dos fases: La primera fase de mineralizacion
ocurre bajo un estricto control celular regulado por enzimas, proteinas y los fosfolipidos de
la membrana vesicular. Por otra parte, la segunda fase es un proceso esencialmente
fisicoquimico debido a que en ella participan macromoléculas extracelulares de caracter
no enzimatico, resaltando la coladgena cuya funcion es servir como un andamio en el cual
los cristales secretados por la célula mineralizante se depositan para continuar con su

maduraciont*?,

9



La primera fase comienza con la atraccion del catién calcio en las inmediaciones de la
membrana vesicular debido a la carga negativa de los fosfolipidos. Posteriormente las
proteinas afines a Ca®*, como Anexina V, traslocan el catién al interior de la VB.
Consecutivamente, ALP, PPiasa y AMPasa actuan sobre esteres de fosfato para producir
un aumento de iones fosfato (PO,%). El aumento de iones Ca** y PO,*> da como resultado
en la deposicion inicial de fosfatos de calcio (CaPO,), precipitados “amorfos” no cristalinos
precursores de los cristales de fosfato octacalcico que posteriormente dan lugar a la

formacion de una hidroxiapatita menos soluble 2% 2,

La segunda fase inicia con la exposicion de los cristales preformados de apatita hacia los
fluidos extracelulares donde continla una propagacion del mineral recién formado,
acumulandose en estructuras esféricas. Después de un corto periodo, los cristales entran
en contacto con las fibras de coldgena de la matriz circundante, en este punto, la
coldgena desempefia un papel importante en la nucleacién y orientacion de los cristales
de apatita recién formados. La interaccion entre los cristales esféricos en suspension y las
fibras de colagena es facilitado por proteinas de la matriz, que proporcionan un puente
molecular. Estas proteinas puente incluyen proteina de enlace como proteoglicanos y la
colagena tipo X. Las colagenas tipo | o Il funcionan sinérgicamente con los cristales de
apatita recién formados para lograr la mineralizacion completa de la matriz é6sea debido a
gue los cristales que se generan dentro y en las superficies de fibras de colageno se

alinean con la periodicidad axial tipica de 64 nandmetros de las fibras de colagena % .

Existen otros factores que afectan el proceso de biomineralizacion como el pH. Las
vesiculas de biomineralizacion, poseen en su interior una alta concentracion de la enzima
anhidrasa carboénica Il que funge un papel importante en el control del pH intravesicular
mediante la eliminacion de protones que se acumulan como un subproducto de la
formacion de hidroxiapatita. Los protones acumulados pueden impedir la formacion de

hidroxiapatita al aumentar la solubilidad del mineral recién formado 2.

De igual manera, existe una gran cantidad de proteinas que se encuentran involucradas

promoviendo la biomineralizacion entre las cuales podemos mencionar:
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La sialoproteina 6sea (BSP) es una fosfoproteina altamente glucosilada y
sulfatada que posee motivos de &cido poliglutdmico y arginina-glicina-aspartato (RGD)
con la capacidad de unirse a hidroxiapatita. La expresion del gen BSP, que se induce en
osteoblastos recién formados, esté regulada positivamente por hormonas y citocinas que
promueven la formacién de hueso y se regulan negativamente por factores que suprimen
la formacion de hueso. La importancia de BSP en la biomineralizacion, se ha observado
en estudios donde esta proteina ha sido utilizada en conjunto con andamios de colagena
con la finalidad regenerar tejido 6seo, observando una mayor velocidad del proceso de
regeneracion. En estos estudios, se ha concluido que BSP tiene las propiedades
biofisicas y quimicas de un nucleador, y que su expresion tiempo-espacial coincide con la

mineralizacién de novo en hueso y cemento 327,

La proteina morfogénica 6sea 2 (BMP2) es un miembro de los factores de
crecimiento multifuncionales de la supera familia de proteinas TGF-beta. La BMP-2 induce
la diferenciacion de las células mesenquimatosas en precursores de osteoblastos y
promueve la maduracion de los osteoblastos aumentando los marcadores Cbfal / Runx2
y marcadores osteoblasticos. Las BMPs ejercen su efecto a través de receptores de
serina / treonina cinasa de tipo | y Il que fosforilan la proteina llamada Smads. La
activacion del receptor BMP tipo | fosforila Smadl y Smad5 que luego pueden asociarse
con Smad4 en un complejo heteromérico. Este complejo luego se transloca al nicleo
donde puede activar la transcripcion génica. La funcionalizacion de andamios de colagena
con BMP2 promueve la formacién de nuevo hueso y puede ser utilizado como tratamiento

de ciertos defectos éseos 2231,

Osterix (Osx) es un factor de transcripcion especifico de osteoblastos que activa
un repertorio de genes durante la diferenciacién de preosteoblastos en osteoblastos y
osteocitos maduros. Los embriones mutantes de Osx no forman hueso y no expresan
genes marcadores especificos de osteoblastos. La inactivacion de Osx en ratones
después del nacimiento provoca mudltiples fenotipos esqueléticos, incluida la falta de
formacion de hueso nuevo, la ausencia de reabsorcion de cartilago mineralizado y
defectos en la maduracién y funcién de los osteocitos. Dado que Osx es un importante
efector en la formacion del esqueleto, los estudios sobre Osx cobraron impulso durante
los udltimos cinco o siete afios e implicaron su importante funcién en la formacion de los

6rganos dentarios y la regeneracion de las fracturas 6seas ¥4,
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La proteina del cemento 1 (CEMP1) es un regulador clave de la cementogénesis.
CEMP1 promueve la migracion, la proliferacion, la diferenciacion de las células del
ligamento periodontal (PDL), asi mismo puede controlar la tasa de deposicion 6sea, la
composicion y la morfologia de los cristales de hidroxiapatita. Esto debido a que se
encuentra involucrada en la expresion de proteinas involucradas en la biomineralizacion
como ALP y BSP. Ademas, CEMP1l es capaz de activar vias de sefializacion
involucradas en la biomineralizacion como p-38 y JINK-MAPK. La transfeccion de CEMP1
en células no osteogénicas tales como fibroblastos gingivales humanos adultos da como
resultado la diferenciacion de estas células en un fenotipo celular "mineralizante”. Otros
estudios han demostrado que CEMP1 podria tener un potencial terapéutico para el

tratamiento de defectos 6seos y la regeneracion de otros tejidos mineralizados 2%,

La proteina de adhesion al cemento radicular (HACD1/CAP) es considerada una
isoforma derivada de un splicing alternativo de la proteina hidroxiacil coenzima A
deshidrogenasa 1 (HACDL1), proteina relacionada con el metabolismo de &cidos grasos,
diferenciandose la una de la otra en los ultimos 15 aminoacidos de la secuencia. El gen
que codifica a esta proteina se encuentra entre la regidon 13-14 del brazo corto del
cromosoma 10. La proteina HACD1/CAP se encuentra constituida por 140 aminoacidos,
posee un peso molecular aproximado de 14920.16 Da, un punto isoeléctrico de 7.78 y se
ha localizado recurrentemente en el citoplasma celular. El cuadro 1 muestra la secuencia
de la proteina HACD1/CAP, remarcando en letras de color rojo, los 15 aminoéacidos que la
difieren de HACD1, en color verde las secuencias random coil y en amarillo las
estructuras hélice alfa obtenidas a través de un modelo in silico. Se ha observado que
esta proteina juega un papel en la diferenciacion, adhesion y quimiotaxis de células del
ligamento periodontal y del hueso alveolar hacia la superficie radicular. Incrementa la
actividad enzimatica de ALP, asi como la expresién de proteinas involucradas en la
mineralizacion. En estudios de dicroismo circular se ha observado que esta proteina
posee un alto porcentaje de estructura aleatoria. En estudios de microscopia electronica
de barrio (SEM), se ha observado que la proteina se auto ensambla en esferas que a su
vez se aglomeran en fibras. Los resultados observados tanto en los estudios de dicroismo
circular asi como en SEM muestran un comportamiento recurrente en otras proteinas

involucradas en la mineralizacion 043,
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En estudios de formacién de cristales in vitro en un medio libre de células, se ha
observado que la proteina es capaz de promover la formaciéon de estructuras esféricas
compuestas de cristales de hidroxiapatita que crecen desde un centro de nucleacién. En
estudios de biomineralizacion in vitro en defectos criticos de calvaria de rata, se ha
observado que la proteina promueve la formacion de hueso maduro a 4 meses de

tratamiento en comparacién con grupos control 1043,

Cuadro 1. Secuencia de la proteina HACD1/CAP.

10 20 30 40 50
MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPLS PITSPRCAATM ASSDEDGTNG
50 70 80 90 100
GASEAGEDRE APGERRRLGVY LATAWLTEYD IAMTAGWLVL AIAMVRFYME
110 120 130 140
KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT FALLEVSERPS CCFESIAVIEM

A su vez, existen proteinas que se encargan de regular la biomineralizacién. A
continuacién, se nombran algunas de las proteinas involucradas en el proceso de

biomineralizacion:

La osteopontina (OPN) pertenece a una familia de proteinas acidas cuyos
miembros tienen una gran cantidad de aminoacidos con carga negativa, como Asp y Glu.
OPN también tiene una gran cantidad de sitios de secuencia consenso para la
fosforilacion postraduccional de residuos de Ser para formar fosfoserina, proporcionando
carga negativa adicional. Los tramos contiguos de alta carga negativa en OPN han sido
identificados y denominados el motivo poliAsp (acido poli-aspértico) y el motivo ASARM
(motivo &cido serina y rico en asparato), teniendo esta Ultima secuencia mdltiples sitios de
fosforilacion. Esta carga negativa total de OPN, junto con sus motivos acidos especificos y
el hecho de que OPN es una proteina intrinsecamente desordenada que permite
estructuras abiertas y flexibles, permite que OPN se una fuertemente a los atomos de
calcio disponibles en las superficies de cristal en varios biominerales. Tal union de OPN a
varios tipos de biominerales a base de calcio, como fosfatos de calcio en los huesos y
dientes, oxalato de calcio en calculos renales, actia como un inhibidor de la

mineralizacién de regular el crecimiento de los cristales 4%,
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La proteina de la Matriz Gla (MGP) es miembro de una familia de proteinas que
contienen Gla dependientes de vitamina K2. La MGP tiene una union de alta afinidad a los
iones de calcio, similar a otras proteinas que contienen Gla. La proteina actia como un

inhibidor de la mineralizacién vascular y juega un papel en la organizacién del hueso ¢

47]

e Minerales de origen patoldgico en el cuerpo humano

Si bien la hidroxiapatita es uno de los minerales de mayor importancia, en el cuerpo
humano también podemos encontrar otros minerales como  withlokita
(CagMg(PO3;0H)(POy)s) y brushita (Ca(POsOH) 2H,0). Ambos podemos localizarles en
calculos dentales. La formacién del calculo comienza con la deposicion de precursores del
fosfato calcico, fosfato octa calcico (OCP) y brushita (DCPD), precursores de otras fases
minerales como withlokita (WHT) e hidroxiapatita (HA), minerales menos solubles.
Teobricamente, la sobresaturacién de la saliva, especialmente en el fluido del biofilm
dental, con respecto a las sales de fosfato calcico es indispensable para la mineralizacién

de la biopelicula dental 8,

En algunas condiciones patolégicas, como la litiasis renal, se ha demostrado la presencia
de minerales ectopicos. En esta condicidn patoldgica, se observa una cristalizacion de los
componentes en la orina. La formacion de célculos es debido a factores como
composicion urinaria y defectos en la morfoanatomia renal. Los factores de composicion
urinaria son importantes en la formacién de cristales ya que la orina es un liquido
metaestable que contiene varias sustancias coexistentes que pueden cristalizar para
generar célculos renales. Estas sustancias estan presentes en niveles sobresaturados (el
sistema contiene cantidades mas altas de soluto que las correspondientes a la
solubilidad), lo que significa que la orina esta en un estado inestable y un estado estable
de la orina se producira a traves de la cristalizacion del exceso de soluto. La facilidad de
cristalizacion depende del grado de sobresaturacion, la presencia de particulas
preformadas (los denominados nucleos heterogéneos que actian como sustancias
promotoras) y el nivel de inhibidores de la cristalizacion, como es el caso de la
urimodulina, nefrocalcina, osteopontina y UPTF1. Estas Ultimas proteinas inhiben la

nucleacion y / o el crecimiento de los cristales %3,
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Los calculos renales poseen un alto contenido de oxalato de calcio dihidratado. La
presencia de este mineral se asocia con hipercalciuria, lesion renal y en algunos casos
con valores de pH urinario mayor de 6.0. Otros factores que promueven la formacion de
oxalato de calcio son el alto consumo de sodio, proteina de origen animal, un exceso de
de vitamina D en la dieta debido a que aumentan las concentraciones de calcio en sangre

provocando hipercalciuria 19 3% 5%,

Algunas investigaciones enfocadas en el disefio de farmacos, para combatir la litiasis
renal, estdn basados en moléculas como el acido benzoico, glicina, acido hipurico o acido
fitico, debido a su carga negativa y/o bien que puedan interactuar con cationes para
disminuir su concentracion. Otras investigaciones estudian las propiedades de proteinas
como la uromodulina, una glicoproteina producida exclusivamente en el rifién, debido a
que varios estudios in vitro, asi como investigaciones in vivo, especificamente en modelo
de nefrolitiasis en rata, demostraron que esta proteina reduce la agregacion de cristales
de calcio, por ende, inhibe la formacion de calculos renales. Por otra parte, algunos
investigadores han optado por estudiar el efecto de péptidos fosforilados derivados de
osteopontina sobre la formacién, crecimiento y aglomeracion de cristales de oxalato de

calcio dihidratado, observando una disminucion de estos cristales %2,
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o Péptidos en la biomineralizacion

Los péptidos son polimeros compuestos por aminoacidos en secuencias cortas, que a
diferencia de las proteinas, pueden no poseer estructura tridimensional. Cumplen
funciones como estimular, regular o inhibir numerosas funciones bioldgicas; actian como
transmisores de informacion y coordinar distintas actividades en diferentes tejidos. Estas
moléculas 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 °°°8,

A través de diferentes estudios en el campo de la biomineralizaciéon, se ha logrado
identificar algunos factores que deben cumplir los péptidos para participar en este proceso

entre los cuales podemos destacar:

Composicién y secuencia de aminoacidos. La estructura primaria se refiere a la
secuencia de aminoacidos que compone los péptidos. Esta estructura puede ser
modificada y sutiles sustituciones en la composicion de aminoacidos del péptido pueden
tener diferentes efectos. Cada residuo dentro de la secuencia peptidica tiene un papel que
desempeniar. La histidina y la cisteina son residuos cominmente asociados con la union y
la quelaciéon, mientras que la tirosina se sabe que induce la reduccion de los iones
metalicos en su estado de valencia cero. Los residuos acidos y basicos son responsables
de la carga global del péptido y los aminoacidos hidréfobos estan implicados en la
conformacion del péptido, especialmente en un entorno acuoso. La mayoria de las
propiedades de los péptidos de unibn a metales que son criticos para regular la
biomineralizaciébn son consecuencia del sinergismo que existe entre los diferentes

aminodcidos.
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De las propiedades de los aminoacidos relacionadas a la mineralizacion, podemos
mencionar: la afinidad de unidon con el cristal, la conformacion adecuada durante la
adsorcion sobre la cara de crecimiento cristalino y la carga neta que tienen un efecto

sobre la cinética y la termodinamica de la biomineralizacion 7.

Conformacion. El disolvente o las caracteristicas del medio en el cual se encuentre
disuelto el péptido, ejerce efecto sobre las caracteristicas fisiquimicas de los aminoacidos
contribuyendo en la conformacion que adopte el péptido. Ademas, la secuencia de
amino4cidos, ademéas de conferir las propiedades generales del péptido, también
determina la conformacion tridimensional que este adopte. Asi pues, minimas
modificaciones en la estructura primaria del péptido afectan la conformacion espacial y
esto repercute directamente en la fase mineral obtenida o en la eficiencia de
mineralizacién. Algunos estudios indican que péptidos forzados a ciclarse, a través de
modificaciones en sus extremos amino y carboxilo terminal agregando cisteinas para
formar puentes disulfuro, que dan como resultado modificaciones de la fase mineral
obtenida, asi como un aumento en la eficiencia de mineralizacion comparado con su
contraparte no modificada que posee una estructura lineal. Otras investigaciones
muestran una mejor mineralizacién en péptidos donde se agrega glicina para distanciar
aminoacidos de misma carga, disminuyendo la repulsidn electroestatica en esas aéreas y
aumentando flexibilidad general del péptido provocando una mejor interaccién con la
superficie del cristal en contraste con la estructura rigida del péptido sin modificacion. Asi
mismo, también se ha observado que la longitud del péptido puede afectar el tamafio de
los cristales obtenidos, cadenas largas de aminoacidos pueden promover cristales de

mayor tamafio 96,

Modificacién postraduccional. La modificacion postraduccional se refiere a la
modificacion quimica de péptidos y proteinas después de la sintesis. La modificacion
postraduccional es importante porque el tipo de modificacion quimica determina el papel
de la proteina sintetizada. Por ejemplo, la incorporacion de ubiquitina a una proteina
puede indicar que la proteina etiquetada sufrird degradacion. Se han explorado varios
estudios que incorporan modificaciones postraduccionales en péptidos. Algunos
investigadores han estudiado el efecto de la fosforilacion de la serina en la actividad de

biomineralizacion de un péptido de unién a apatita 2.
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La fosforilacion de proteinas desempefia un papel importante en los mecanismos
reguladores celulares y también se considera un segundo mensajero importante en la
transduccién de sefales. La fosforilacion de un péptido constituido por doce residuos

condujo a una mejora de la capacidad de adsorcién sobre cara de crecimiento cristalino
[62]

Utilizando modelaje molecular, se revelé que la potenciacion de la adsorcion es
provocada por la fosforilacién de la serina en la que el grupo fosfato ancla el péptido a la
superficie de la apatita. Su contraparte no fosforilada utiliza varios aminoécidos para
unirse a la superficie, lo que da como resultado una uniébn mas deébil. Ademas, los
péptidos de biomineralizacion fosforilados inhibieron la osteogénesis in vitro ya que los
péptidos son capaces de secuestrar inmediatamente los iones de calcio que se necesitan

para la formacién de hueso % %2,
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Planteamiento del problema

La biomineralizacion es un proceso de alta relevancia. A través de ella se genera de
manera natural hueso, esmalte, dentina y cemento radicular necesario para dar soporte y
ayudar en la locomocién de musculo, asi como proteccion de 6rganos blandos y facilita la
nutricion de vertebrados. Debido a esto, es importante que frente a un traumatismo o
enfermedad que comprometa la estructura y desarrollo del tejido Oseo, se disefien
tratamientos para acelerar el proceso de regeneracion. Sin embargo, la biomineralizacion
también se ve implicada en el desarrollo de calculos en érganos de dificil acceso
quirargico que podrian disminuir la calidad de vida de un paciente. De igual manera, es
necesario el desarrollo de tratamientos que limiten el desarrollo de estos céalculos. Para
ambos casos, el uso in vitro de proteinas y péptidos han mostrado mayores ventajas a

comparacion de otros tipos de medicamentos.

El uso de proteinas de manera terapéutica no es del todo viable debido a que su
produccién es costosa al igual que su purificacién, ademas, debido a su tamafio es muy
probable que el sistema inmune lo reconozca como antigeno y lo elimine. Por lo cual, la
investigacion se ha centrado en el estudio de compuestos peptidicos miméticos o a la
identificacion de dominios funcionales debido a que estos otorgan ventajas como: menor
costo de produccidn, sintesis a gran escala, poseen diversidad estructural y un alto nivel
de selectividad, asi mismo, debido a su reducido tamafio la probabilidad de ser

reconocida como un antigeno es menor.

HACD1/CAP es una proteina que participa en el proceso de biomineralizacion, el
mecanismo exacto a través del cual lo regula no esta completamente claro, sin embargo,
se sabe que la estructura supramolecular en nanoesferas puede promover la deposicion
de fosfato de calcio mediante la suma de cargas en la superficie hidrofoba y por lo tanto

actuar como inhibidor o como nucleador de la biomineralizacion.

En este trabajo, empleamos un péptido derivado de la proteina HACD1/CAP que podria
ser un motivo funcional con la capacidad de interactuar con cristales de calcio. Los
nuevos conocimientos obtenidos a partir de este estudio permitiran entender los
mecanismos moleculares mediante los cuales la proteina puede llevar a cabo sus
funciones, permitiendo generar novedosas alternativas en la ingenieria de tejidos

mineralizados.
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Hipodtesis

El péptido MASSDEDGTNGGAS derivado de la proteina HACD1/CAP modula la
formacion y crecimiento de cristales de hidroxiapatita y/u oxalato de calcio durante el
proceso de biomineralizacion.

Objetivo

Determinar el efecto del péptido derivado de HACD1/CAP en la formacion y crecimiento
de minerales de importancia biol6gica, asi como su posible papel en el proceso de
biomineralizacion in vitro.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto del péptido derivado de HACD1/CAP sobre la formacién y
crecimiento cristalino de hidroxiapatita.

2. Evaluar el efecto del péptido derivado de HACD1/CAP sobre la formacion y
crecimiento cristalino de oxalato de calcio.

3. Determinar el papel biol6gico del péptido derivado de HACD1/CAP sobre el

proceso de biomineralizacion in vitro.
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Metodologia

e Seleccion y sintesis del péptido

La secuencia sintetizada fue MASSDEDGTNGGAS, correspondiente a los aminoacidos
40-54 de la proteina HACD1/CAP. La seleccién de este péptido se basé en la secuencia
de aminoacidos, asi como propiedades fisicoquimicas como hidrofobicidad empleando
tres programas diferentes: HMMTOP, TMHMM, TMpred donde se obtuvieron secuencias
consenso relacionadas con el proceso de biomineralizacion. Se solicité la produccion del
péptido a Invitrogen, Carlsbad, USA que realizé la sintesis por el método de fase sdlida,
en este proceso se utiliza FMOC/tBu como protectores de los grupos amino y carboxilo de

los aminoacidos, de esta manera se realiza una sintesis ordenada y selectiva del péptido.

e Caracterizacion fisicoquimica del péptido

Se determind el punto isoeléctrico (pl) del péptido de manera virtual mediante el método
de Gauci y cols. Este instrumento calcula el pl de un péptido a un pH particular usando
valores de pKa especificados por el usuario. El calculo se repite hasta que el pH
correspondiente a una carga neta de cero. El valor de pl se calculara utilizando las
opciones Scansite y ExPasy. A través de dispersion dinamica de luz, se determiné el
tamafio de paricula del péptido empleando el equipo Zetasizer Nano S (Malvern
Instruments, Ltd., UK) con laser semiconductor de 4 mW, 633 nm. Se evalué el tamafio de
particula del péptido a una concentracion de 1 ug/uL en buffer HEPES (10mM) en un
volumen final de 400 uL a 37 °C y pH 7.4.
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e Autoensamble del péptido

Para determinar el posible autoensamblaje del péptido, se empled microscopia de fuerza
atdbmica (MFA). Mediante el empleo de una mica, con la cual simula las interacciones del
péptido con un cristal, se obtuvo la topografia del péptido mediante la atraccion/repulsion
de un cantiléver. Para ello, se emplearon concentraciones de 0.5, 1.0 y 15.0 pg/uL del
péptido colocando una gota (~30 L) en la mica y se dej6 secar durante 5min,
posteriormente se obtuvo la imagen mediante microscopia de fuerza atdmica (MFA) (Jeol,
JSM-S900LV Scaning Probe Microscope), se analizaron y visualizaron en 3D mediante el
programa WSxM 4.0 Beta 8.2.

e Ensayos de cristalizacién de hidroxiapatita

Para observar el efecto del péptido sobre la cristalizacién de novo se utilizaron soluciones
de: Ca?* 50 mM, PO,*> 50mM y buffer HEPES 50 mM (pH 7.4) y agua destilada/filtrada. Se
utilizaron concentraciones de 0.5-25 pg/uL del péptido. Posterior a la incubacion de las
soluciones con el péptido, se realizo tincion con Alizarina Roja S (0.5%, pH 4.2) para
medir la absorbancia de los precipitados a 570 nm. Los datos fueron normalizados contra
un grupo sin péptido (control).

e Ensayos de crecimiento cristalino por composicién constante

Tomando en cuenta las concentraciones evaluadas en los ensayos de cristalizacion en
hidroxiapatita, se realizaron ensayos de crecimiento cristalino por composicién constante
para evaluar el efecto del péptido sobre cristales de hidroxiapatita empleando 2 mg de
semillas de HA, soluciones de Ca(NO)s/NaCl, NaH,PO, y diferentes concentraciones del
péptido en agitacion constante a 37 +1°C. El cambio de pH debido al crecimiento de
hidroxiapatita fue medido con el electrodo pHC4006 conectado a una maquina de
titulacion TIM856 que suministra volimenes de Ca(NO)s/NaCl, NaHPO, para mantener un
pH constante de 7.4. La duracion del ensayo es de 4 hrs. Las concentraciones de péptido
evaluadas fueron 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 20.0 pg/uL y se realizaron ensayos sin péptido,

como control.
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e Adsorcién en cristales de hidroxiapatita

Para determinar la interaccion fisica de péptido sobre hidroxiapatita, se realizé el marcaje
del péptido con 5 pL de AlexaFluor-488 (carboxylic acid) en dimetilformamida en 200 uL
de buffer PBS (2.5 mg/mL) y carbonato de sodio 1 M a pH 8.3, se incub6 1 hr a
temperatura ambiente, el péptido no marcado se removié mediante dialisis en buffer de
TBS pH 7.4. Una vez marcado, se empled de 1 a 20 ug del péptido cultivado en 800 ug de
cristales de hidroxiapatita, se incub6 a 37°C por 30 min. Después de la incubacion se
centrifugaron las muestras y se realizaron dos lavados con buffer TBS.

El botén obtenido se resuspendi6é en buffer de TBS con EDTA y se midi6 la fluorescencia
mediante espectrofotometria tanto de los lavados como de la suspension final para
calcular la cantidad de péptido adherido. Posteriormente, utilizando el microscopio
confocal Olympus FV1000, se realiz6 una cinética de adsorcion del péptido marcado

sobre semillas de hidroxiapatita, adquiriendo imagen cada 5 minutos durante 30 minutos.

e Ensayos de cristalizacion de oxalato de calcio

Para observar el efecto del péptido sobre la cristalizacién de novo se utilizaron soluciones
de: Ca** 5 mM, C,0,° 5mM y agua desionizada/destilada/filtrada. Se utilizaron
concentraciones de 0.5-25 ug/uL del péptido. Posterior a la incubacion de las soluciones y
el péptido, se realiz6 tincion con Alizarina Roja S (0.5%, pH 4.2) para medir la
absorbancia de los precipitados a 570 nm. Los datos fueron normalizados contra un grupo

sin péptido.

e Adsorcion en cristales de oxalato de calcio

Para determinar el comportamiento del péptido sobre los cristales de oxalato de calcio, se
agrego6 20 yL del péptido marcado con AlexaFluor-488 a una concentracion de 1 pug/mL
sobre cristales recién sintetizados de oxalato de calcio. Utilizando el microscopio confocal
Olympus FV1000, se realiz6 una cinética de adsorcién adquiriendo imagen cada 5

minutos durante 45 minutos.
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o Ensayos de microscopia electrénica de barrido

Se evaluo el efecto del péptido sobre la superficie del cristal a través de microscopia
electronica de barrido utilizando el microscopio JSM-7800F Schottky Field Emission
Scanning Electron con diferentes concentraciones del péptido (0.5 y 1.0 pg/pL) en
cristales de oxalato de calcio formados de novo bajo las condiciones previamente
descritas.

e Efecto de péptido sobre osteoblastos humanos

Se cultivaron osteoblastos humanos a una densidad de 3x10° de células en cajas de 96
pozos entre el segundo y tercer pasaje incubandose durante 24 hrs. para permitir su
adhesion. Posteriormente, un grupo control fue cultivado con medio DMEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB), otro grupo control fue cultivado con medio DMEM
suplementado 2% de SFB asi como los cultivos experimentales a los cuales se les
adiciondé con 0.1, 0.5 y 1 yg/ml del péptido de HACD1/CAP. Mediante el ensayo con MTT
(5 mg/mL) se determiné el papel del péptido sobre la proliferacion de los osteoblastos a 1,
3 y 5 dias de tratamiento. En cada dia de ensayo, se agregé 10 yL de MTT dejandolo
incubar por 3 horas, al terminar se retiré el medio de cultivo y se afadié 100 uL de DMSO,

dejandose incubar por 15 min. Se obtuvo la lectura de la absorbancia a 570 nm.

e Efecto del péptido sobre la deposicién de nédulos de calcio

Se sembraron osteoblastos a una densidad de 3x10° de células en cajas de 6 pozos y se
incubaron por 24 hrs. A los cultivos se les adicioné “medio mineralizante” (10 mM (-
glicerofosfato y 50 pg/mL de &cido ascérbico); al cultivo experimental se agreg6 0.1, 0.5y
1.0 ug/mL del péptido y se incubaron por 3, 7 y 14 dias. En cada término correspondiente
las células se fijaron en alcohol al 96% durante 10 minutos y la deposicién de los nédulos
de calcio se identifico utilizando una solucion de Alizarina Roja S a pH 4.2 durante 5
minutos. El exceso de colorante se elimino lavando con H,O destilada, dejando secar los
pozos para tomar fotografias del campo a 40X o agregando 200 yL de DMSO para
obtener la monocapa de células en conjunto con los nodulos de calcio tefiidos con

Alizarina Roja S y realizar su cuantificacion a 570 nm.
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e Actividad especifica de fosfatasa alcalina

Se sembraron osteoblastos entre el segundo y tercer pase, a una densidad de 2x10* de
células en cajas de 24 pozos. Se formaron tres grupos: un grupo control: cultivado con
medio mineralizante; control positivo, donde hay una mayor inhibicién de la actividad
enzimatica: complementado con pirofosfato; y grupos experimentales: adicionados con
0.5pug/ml y 1.0 yg/ml del péptido. Todos los grupos fueron cultivados durante 3, 7 y 14
dias.

Al término de cada tiempo, se retiré el medio y se extrajeron las monocapas celulares
adicionando 250yl de 10 mM Tris-HCL pH 7.4 conteniendo 0.1% de Tritdn X-100, se
sonicaron para lisar las células, se centrifugarén a 14,000 rpm por 4 min conservando el
sobrenadante. La concentracion de proteina se determind utilizando albumina sérica
bovina como control y de acuerdo al método de Bradford. Se determiné la actividad
especifica de la fosfatasa alcalina (ALP) de acuerdo al método de Lowry utilizando P-
nitrofenil fosfato (PNP) como sustrato para la enzima. La actividad especifica se expresa

como microgramos de p-nitrofenol por minuto por miligramo de proteina.

e Expresion génica a nivel transcripcional

Para determinar el comportamiento del péptido sobre la expresiébn de proteinas
involucradas en el proceso de biomineralizacién (BSP, BMP, CEMP1, HACD1/CAP, OSX)
utilizandose a GAPDH como control de carga. Se realizaron cultivos de osteoblastos con
diferentes condiciones: medio mineralizante (grupo control), pirofosfato (control positivo),
péptido a 0.5 pg/mL y 1.0 ug/mL (experimentales) durante 3, 7 y 14 dias. Trascurrido el
tiempo experimental, se retird el medio de cultivo y se agregd 250uL de PBS estéril frio a
cada pozo. Sé raspé la base del pozo donde se encontraba la monocapa celular con el
raspador de células (cell scraper) bajo condiciones de bafio con hielo. Se pasé6 el
contenido celular a un tubos de microcentrifuga de 1.5 ml. Se centrifugd a 5,000 rpm por
10 minutos a 4 °C. Se retir6 el sobrenadante y se re-suspendio la pastilla en buffer de lisis,
se sonicéd la muestra, manteniendolas en bafio con hielo, 30 pulsos X 5 segundos. Se
centrifugd a 5,000 rpm por 10 minutos a 4 °C. Se paso el sobrenadante a un tubo limpio y
se realizé la cuantificacion de proteinas por método de Bradford. Posteriormente se
realizo electroforesis SDS-PAGE en geles de Acrilamida/Bis-Acrilamida al 12% donde se
cargaron 30 ug de proteinas por pozo en cada corrida, llevandose a cabo a 20 mV por
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cada gel. Posteriormente se realizé Western Blot transfiriendose las proteinas en gel a

membranas de PVDF (Polifluoruro de vinilideno).

Posteriormente se incubaron las membranas cargadas con anticuerpos monoclonales
contra las proteinas especificas de interés en relacion de 1:500. Consecutivamente se
agrego el anticuerpo secundario (1:500) contra el origen del anticuerpo primario y se
revel6 con DAB (Diaminobencidina). Por ultimo, las membranas fueron digitalizadas y
trabajadas con el programa GIMP.

e Andlisis estadistico

Los resultados se reportan como el promedio de tres repeticiones * desviacion estandar
de la media. Para determinar una diferencia estadisticamente significativa entre las
medias de los resultados se realizé un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguida
de una prueba de Tukey realizando comparaciones multiples entre los grupos. Se utiliz6 el
paquete estadistico SPSS® (version 22 win64) y un valor de p<0.05 indic6é diferencia

significativa.
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Resultados

e Caracterizacion fisicoquimica del péptido

Las caracteristicas fisicoquimicas del péptido seleccionado fueron calculadas de manera
virtual a través de ExPasy y se describen en el cuadro 2:

Cuadro 2. Caracteristicas del péptido.

Péptido
Secuencia MASSDEDGTNGGASE
Numero de aminoacidos 15
Peso Molecular (Da) 1427.37
pl Teodrico 3.43
Residuos con carga negativa 4

Como se puede observar en el Cuadro 2, la longitud del péptido consta de 15 residuos de
aminodacidos lo cual supone una ventaja frente a proteinas debido a la reducida o nula
probabilidad de desencadenar una respuesta inmune. Asi mismo, el punto isoeléctrico es
de 3.43 lo cual nos indica que a pH fisioldgico (pH= 7.2) los grupos desprotonables de los
residuos de aminoacidos que componen al péptido tendran una carga negativa, lo cual le
permiten interactuar con cationes como el Ca®* o cargas positivas en estructuras

cristalinas.

Mediante dispersion dinamica de luz se determino el comportamiento del péptido en
solucién. En la grafica 1 podemos observar que el péptido presenta tamafos de particula
en un intervalo de 100 a 1000 nm, siendo particulas de 500 nm las de mayor abundancia.
Debido a la gran disparidad de datos, se puede sugerir que el péptido bajo estas

condiciones se encuentra estableciendo agregados de diferente tamafio.
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Gréfica 1. Diagrama de dispersién dinamica de luz realizada a 37 °C y pH fisiol4gico.
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El cuadro 3, resume los parametros analisados para el estudio de microscopia de fuerza

atomica con diferentes concentraciones del péptido seleccionado, montado sobre micas.

Cuadro 3. Anélisis de microscopia de fuerza atémica a diferentes concentraciones del péptido.

Pardmetro

Diametro promedio (nm)
Rugosidad promedio
Altura media (nm)
Asimetria de la superficie
Curtosis superficial

Superficie aplanada (um?)

Concentracién de péptido (ug/uL)

0.5

23.70

0.8098

4.79

-0.018

3.6942

1.9016

1.0

164.35

11.902

25.23

0.2513

2.1335

7.4267

15.0

547.26

36.0733

90.61

0.7135

2.9527

8.2693
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Referente a los parametros analizados: la rugosidad promedio es la media de la
diferencia, en valor absoluto, entre la altura promedio y la altura de cada punto individual
de la muestra. Este nimero varia con el intervalo de intervalo. Muestra qué tan aspera es
la muestra. La asimetria de la superficie es una medida de la direccion de la asimetria de
la distribucion de alturas en la muestra. El valor numérico nos da informacion sobre la
direccion de la asimétrica de la distribucion de alturas: si el valor obtenido es > O:
asimetria positiva; si el valor obtenido es = 0: distribucion simétrica; si el valor obtenido es
<0: asimetria negativa. La curtosis superficial es una medida del pico de la distribucion de
alturas en la muestra al compararla con la distribuciéon Normal. El valor numérico de nos
da informacion sobre la distribucion de alturas: si el valor obtenido es > 3: distribucion
leptocurtica; si el valor obtenido es = 3: distribucibn mesocurtica; si el valor obtenido es
<3: distribucién platicurtica. La superficie alisada es una estimacion del area real de la

muestra tomando en cuenta el area de las estructuras 3D ©2 64,

En el cuadro 3 se puede observa que conforme aumenta la concentracién del péptido
también aumentan los valores de didmetro promedio, rugosidad promedio, altura
promedio y superficie aplanada. Esto nos indica un amento de las estructuras
tridimensionales conforme aumenta la concentracién de péptido. En la Figura 1 se
observa que a una concentracién de 0.5 ug/uL, el péptido se autoensambla en estructuras
esféricas aisladas con diametros de 23.7 nmy 4.79 nm de altura. En relacion al cuadro 3,
estas esferas poseen una asimetria negativa ademas de una distribucion leptocurtica. Al
emplear una concentracion de 1 pg/uL (Figura 2), se puede observar que el péptido
mantiene las estructuras en esferas con tamafio de 164.35 nm de didmetro y 24.23 nm de
altura, ambos valores aumenta en comparacion con la concentracion de péptido anterior,
ademas, estas esferas pueden encontrar aisladas o bien formando aglomerados de
tamafio cercano a 500 nm. Presentan una asimetria positiva y una distribucion platicurtica.
Al incrementar la concentracion del péptido a 15 pg/uL (Figura 3), se observan
aglomerados de un tamafo de particula mayor a 550 nm y altura promedio de de 90.61
nm. Presenta asimetria positiva y distribucion planicurtica. Los tamafios de particula
observados respaldan la informacién obtenida en dispersion dindmica de luz donde el
intervalo indicaba particulas con tamafio desde 100 nm a 1000 nm. Se puede sugerir que
el namero, tamafio y forma de las estructuras de autoensamblaje del péptido son

dependientes de la concentracion.
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Figura 3. Imagenes de MFA para péptido a concentracion de 15 pg/uL.
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Ensayos de cristalizacion de hidroxiapatita

La gréfica 2 nos muestra el papel del péptido a diferentes concentraciones en la formacion

in situ de cristales de hidroxiapatita (HA). La mayoria de las concentraciones evaluadas

muestran un efecto inhibitorio en la formacion de HA. Sin embargo, la concentracion de 1

pg/mL de péptido muestra el mayor porcentaje de inhibicién, aproximadamente 40%.
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Gréfica 2. Efecto del péptido sobre la formacion de cristales de hidroxiapatita. Se grafica el porcentaje de
cristalizacién mineralizado para cada una de las concentraciones de péptido evaluadas. Se reporta el valor

promedio (n=3) + desviacion estandar (p<0.05).
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e Ensayos de crecimiento cristalino por composicién constante

Para calcular las concentraciones de calcio y fosfatolas soluciones de Ca(NO); y NacCl,
NaHPO, se realizaron curvas patron empleando los kits colorimétricos comerciales Quant-
Chrom™ Calcium Assay Kit, asi como ALS PiCollorLock™ Pi Detection Reagent,
respectivamente, realizando los ajustes en volumen necesario para llevar a cabo los

ensayos de crecimiento cristalino por composicién constante.

075

y = 02295 + 0.6046
R== 09567

] 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

[Ca2+4] (mM)

0.55

Gréfica 3. Curva patrén de Ca*'.
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Gréfica 4. Curva patron de PO,

El titulador TIM856, con el que se realiz6 el ensayo de crecimiento cristalino por
composicién contante, registra el volumen de las soluciones de calcio o fosfato agregadas
para estabilizar el pH durante las 4 horas del ensayo. Con estos datos es posible construir
las curvas representadas en la grafica 5. Cada una de las curvas nos indica el gasto en
volumen de reaccién para las concentraciones de péptido evaluadas, este parametro se
encuentra relacionado con el crecimiento de hidroxiapatita. Se puede observar que las
concentraciones 2.5 y 20 pg/uL hay un gasto de volumen mayor al control (curva en
control rojo), mientras que con 0.5, 1.0, 5.0 y 10 pg/uL el gasto de volumen final es menor
al control. Debido a esto, podemos inferir que el péptido inhibe el crecimiento de cristales

de hidroxiapatita.
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Gréfica 5. Curvas de crecimiento cristalino por composicion constante de hidroxiapatita.

Normalizando los valores de gasto de volumen final de los ensayos realizados con el
péptido contra el control (Grafica 6), se puede observar que la mayoria de las
concentraciones del péptido evaluadas tienen un porcentaje de cristalizacion menor al
100%, lo que sugiere que el péptido posee un comportamiento inhibitorio en la
mineralizacion de hidroxiapatita bajo condiciones de pH y temperaturas fisiolégicas. Sin
embargo, la concentracion 1 ug/uL de péptido posee un mayor porcentaje de inhibicién en

el crecimiento de HA, aproximadamente 30% de inhibicion.
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Gréfica 6. Porcentaje de cristalizacion de hidroxiapatita a diferentes concentraciones de péptido. Se reporta el
valor promedio (n=3) * desviacion estandar (p<0.05).

e Adsorcion en cristales de hidroxiapatita

En la Gréfica 7, se grafica la cantidad en microgramos de péptido adsorbido a cristales de
hidroxiapatita en funcion de la concentracion afadida para cada ensayo. Se puede
observar que las concentraciones de 1, 3, 10, 15y 20 ug/mL son las que presentan mayor
adsorcion con 58.2, 71.8, 76.5 y 88.3 ug respectivamente. Posteriormente, utilizando el
microscopio confocal Olympus FV1000, se observé la adsorcion del péptido marcado
sobre hidroxiapatita preformada agregando 20 uL del péptido a una concentracion de 1
pMg/mL, se realizd adquisicion de imagen cada 5 minutos durante 30 minutos. En la figura
4 se puede observa que el péptido se adsorbe sobre la superficie del cristal y que
conforme pasa el tiempo, existe una mayor cantidad de péptido acumulado sobre el
mismo. En conjunto, estos resultados demuestran que el péptido es capaz de
interaccionar con el cristal de hidroxiapaptita adsorbiéndose preferentemente en su

superficie.
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Gréfica 7. Adsorcién dependiente de la concentracion. Se reporta el valor promedio (n=3) + desviacién
estandar (p<0.05).
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Figura 4. Adsorcion de péptido marcado con AlexaFluor488 sobre cristales de Hidroxiapatita

36



e Ensayos de cristalizacion de oxalato de calcio

En el caso del ensayo de formacién de oxalato de calcio (Gréfica 8), se observa que el
péptido tiene una tendencia a la inhibicién de este mineral. La concentracion de 1 pg/mL
mostré mayor porcentaje de inhibicion en la formacion de cristales de oxalato de calcio,
alrededor de 50%. Esto nos sugiere que, en el caso de oxalato de calcio, el péptido

presenta naturaleza inhibitoria en el proceso de cristalizacion in vitro.
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Gréafica 8. Efecto del péptido sobre la formacion de cristales oxalato de calcio. Se grafica el porcentaje de
cristalizacién mineralizado para cada una de las concentraciones de péptido evaluadas. Se reporta el valor
promedio (n=3) * desviacién estandar (p<0.05).

e Adsorcion en cristales de oxalato de calcio

En la figura 5 se puede observa que el péptido marcado se adsorbe sobre las caras de
crecimiento cristalino de oxalato de calcio y se mantiene hasta terminar el ensayo. Se

realizaron analisis de las imagenes a través del software ImageJ.

37



En gréfica 9 se muestra la intensidad de fluorescencia en relaciéon con el tiempo, se puede
observar que desde el tiempo cero existe una interaccion del péptido con los cristales de
oxalato de calcio, y que, conforme pasa el tiempo, existe un ligero aumento de la
adsorcion del péptido sobre las caras de crecimiento cristalino del oxalato de calcio de
2.1x10° de intensidad a tiempo 0 hasta 2.74x10° a los 45 min.

Figura 5. Microscopia confocal de péptido marcado sobre cristales de oxalato de calcio recién sintetizados.
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Gréfica 9. Cinética de adsorcién de péptido marcado sobre cristales de oxalato de calcio sintetizados a pH
neutro y temperatura ambiente. Se reporta el valor promedio + desviacion estandar (p<0.05).

Con relaciébn a estas observaciones, se decidi6é realizar los ensayos de microscopia

[65] [66]

electrénica de barrido. En los reportes cientificos de Adam Taller™ y Bernd Ghroge
establecen protocolos de sintesis de oxalato calcio, que fueron utilizados en este
proyecto, ademas estudiaron a profundidad estos cristales; realizando microscopia
electronica de transmision, los autores lograron determinar las orientaciones cristalinas y
a su vez, las relacionaron con la morfologia del cristal. Gracias a los protocolos de
sintesis, asi como los datos del cristal en estos reportes, en este trabajo podemos
conjeturar las caras de crecimiento cristalino de oxalato de calcio. La figura 6 presenta la
morfologia y las caras de crecimiento cristalino correspondientes al oxalato de calcio. El
grupo control muestra se puede observar la morfologia regular de estos cristales y las
presuntas caras de crecimiento {100}, {010} y {121} que no presentan defectos en su
superficie. Al agregar 0.5 pg/uL de péptido, se puede observar que las presumibles caras
de crecimiento cristalino {100} y {121} presentan defectos e incluso fracturas en su
superficie, asi mismo se observan estructuras cristalinas irregulares. Al aumentar la
concentracion del péptido a 1 pg/uL, se puede observar que la presunta cara de
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crecimiento cristalino {100} se encuentra porosa y que los defectos son mas evidentes en
la probable cara {121}, ademas, aumenta el ndmero de las estructuras cristalinas

irregulares.

Control

Péptido
0.5 pg/uL

Péptido
1.0 pg/ul

Figura 6. Efecto del péptido sobre la superficie del cristal. Se muestra las imagenes mas representativas para
cada grupo experimental

e Efecto de péptido sobre osteoblastos humanos

En la gréfica 10 se puede observar la proliferacion de los osteoblastos durante el ensayo
bajo las diferentes condiciones. El grupo control cultivado con DMEM + 10%SFB nos
permite observar algun efecto mitogénico por parte del péptido. De manera similar, el
grupo control cultivado con DMEM + 2%SFB, nos permite dilucidar un efecto téxico agudo
por parte del péptido. Los osteoblastos cultivados en presencia de las diferentes
concentraciones del péptido presentan una proliferacion similar al grupo control cultivado
con DMEM + 2%SFB. El analisis estadistico no mostré diferencia estadisticamente
significativa (p <0.05) entre estos grupos, por lo cual se puede establecer que el péptido
no posee un efecto toxico a osteoblastos.
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Grafica 10. Osteoblastos cultivados con diferentes concentraciones de péptido. Se reporta el valor promedio
(n=3) £ desviacién estandar (p<0.05).

o Efecto del péptido sobre la deposicion de ndédulos de calcio

Los nbdulos de calcio son el producto de la biomineralizacion realizada por los
osteoblastos. La figura 7 recopila las imagenes tomadas a los osteoblastos con diferentes
condiciones de cultivo y en los diferentes dias. EL grupo control, cultivado con medio
mineralizante muestra una mayor deposicién de nédulos de calcio en comparacion con el
grupo control negativo, complementado con PPi (quelante de ion calcio) y los grupos
cultivados en presencia del péptido a 0.5 y 1.0 pg/uL. De igual manera, podemos notar
gue los grupos cultivados en presencia del péptido existe una proporcién de nddulos de
calcio similar a lo observado al grupo complementado con PPi. Posteriormente, se realizé
la cuantificacion del colorante, se puede observar en la gréfica 11 que en presencia del
péptido existe una menor cantidad de ndédulos de calcio en comparacion con el grupo
cultivado con medio mineralizante, también se puede notar que este efecto no es
dependiente de la concentracion del péptido debido a que la absorbancia en ambos

grupos cultivados con péptido es analogo.
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Gréfica 11. Cuantificacion de nodulos de calcio a través de alizarina roja S. Se reporta el valor promedio (n=3)

+ desviacion estandar (p<0.05).
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e Actividad especifica de fosfatasa alcalina

La fosfatasa alcalina 6sea es una isoenzima que corresponde al 40% de la fosfatasa
alcalina total, y es un indicador temprano de la actividad metabdlica de osteoblastos, ya
gue juega un papel muy importante en la mineralizacion y en la formacion osteoide. La
grafica 12 muestra la actividad de fosfatasa alcalina con diferentes condiciones de cultivo.
En el grupo control positivo, la actividad de esta enzima se ve disminuida. De manera
similar, en presencia del péptido se disminuye la actividad de la fosfatasa alcalina en
comparacion con el grupo control cultivado Unicamente con medio mineralizante (MM),

observandose menor actividad de esta enzima en el Gltimo dia de cultivo.

12000

100.0

M Tl
miihd + PP
mhhd + 1.0 pgfmL

(U/mg/min-')

40.0 A

Actividad Especifica de Fosfatasa Alcalina

2 5 9

Dia de Cultivo

Grafica 12. Actividad especifica de fosfatasa alcalina. Se reporta el valor promedio (n=3) + desviacion
estandar (p<0.05).
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o Expresidn génica a nivel transcripcional

El factor de transcripcion especifico de osterix (OSX) es relevante en proceso de la
biomineralizacién debido a que activa un repertorio de genes durante la diferenciacion de
preosteoblastos a osteoblastos y osteocitos maduros, lineas celulares encargadas de
realizar biomineralizacion. La expresion de esta proteina es constante durante toda la vida
del osteoblasto ! La sialoproteina 6sea (BSP) es un componente importante de la matriz
mineralizada del hueso, dentina, cemento y cartilago calcificado. Esta proteina juega un
papel importante en la biomineralizacion y en la matriz extracelular regulando la
maduracion de los cristales de hidroxiapatita y se encuentran asociada a la nueva
formacion de tejido mineral. El nivel de expresion de esta proteina va en aumento hasta

alcanzar un pico a los 14 dias de cultivo, posteriormente disminuye 7]

. La proteina
morfogénica 6sea (BMP II), la proteina del cemento radicular 1 (CEMP 1) y la proteina de
adhesion al cemento radicular (HACD1/CAP), al igual que BSP y OSX, son importantes
en la biomineralizaciéon debido a que promueven la diferenciacién celular hacia linajes
osteogénicos, migracién celular, andherencia celular o regulando la maduracién de los

37] [41]

cristales de hidroxiapaptita & ! Estas cinco proteinas poseen como comun

denominador estar involucradas en el proceso inicial de la biomineralizacion.

La figura 8 recopila los Western Blot realizados para las proteinas relacionadas con el
proceso de biomineralizacion BSP, BMP |l, CEMP1, HACD1/CAP, OSX y la proteina
GADPH como control de carga. No se observa diferencia estadisticamente significativa
bajo las diferentes condiciones y dias de cultivo para cada proteina.

Las gréficas 13 a la 17 se realizaron tomando en cuenta la intensidad de pixeles por area
de las bandas y se normalizaron los datos respecto al grupo control cultivado con medio
mineralizantes (MM) de cada tiempo, ademas, se realiz6 una comparacion entre ellas,
verificando las diferencias en la expresion de las proteinas. Las gréaficas 13 a la 17 indican
la expresion relativa de las proteinas de interés bajo las condiciones de cultivo: piro
fosfato (PPI), 0.5 pg/mL y 1.0 yg/mL de péptido a 3, 7 y 14 dias decultivo. Las graficas
muestran que tanto en el grupo control positivo (PPI) como los grupos experimentales (0.5
pg/mL y 1.0 pyg/mL de péptido) muestran una menor expresion (solamente 80-85%) de las

proteinas de interés con respecto al grupo control cultivado con medio mineralizante (MM)
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al tercer dia de cultivo. Sin embargo la expresiéon de las proteinas aumenta en el dia 7 y
aumenta ligeramente méas para el dltimo dia de cultivo, siendo esta expresion similar a la
del grupo control (95-100% de expresion). Sin embargo, no se observa diferencia

estadisticamente significativa bajo las diferentes condiciones y dias de cultivo para cada
proteina.

[ 3 Dias 11 7 Dias 1 [ 14 Dias

MM PP| 05 1.0 MM PPI 05 1.0 MM PPI 0.5 1.0
CAPDH oo s S TSm S e S - ameeen S S e

BMPII

BSP
CEMP
HACD1/
CAP
0sX —a—
Figura 8. Comparacion de las bandas de Western Blot de las proteinas de interés bajo diferentes condiciones
y tiempos.
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Gréfica 13. Grafica de expresion relativa la proteina BMP bajo las condiciones de medio mineralizante (MM),
piro fosfato (PPI), 0.5 ug/mL y 1.0 uyg/mL de péptido a 3, 7 y 14 dias. Se reporta el valor promedio +
desviacion estandar (p>0.05).
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Grafica 14. Gréafica de expresion relativa la proteina BSP bajo las condiciones de medio mineralizante (MM),
piro fosfato (PPI), 0.5 ug/mL y 1.0 ug/mL de péptido a 3, 7 y 14 dias. Se reporta el valor promedio +
desviacion estandar (p>0.05).
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Gréfica 15. Gréfica de expresion relativa la proteina CEMP1 bajo las condiciones de medio mineralizante
(MM), piro fosfato (PPI), 0.5 ug/mL y 1.0 yg/mL de péptido a 3, 7 y 14 dias. Se reporta el valor promedio +
desviacion estandar (p>0.05).

46

Expresion Relativa (%)




HACD1/CAP

100 -
80 -
o 4 M 2 Dias
M 7 Dias
40 - 14 Dias
20 -
0 J
PPI 0.5 1.0

Gréfica 16. Grafica de expresion relativa la proteina HACD1/CAP bajo las condiciones de medio mineralizante
(MM), piro fosfato (PPI), 0.5 pg/mL y 1.0 ug/mL de péptido a 3, 7 y 14 dias. Se reporta el valor promedio +
desviacion estandar (p>0.05).
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Gréfica 17. Gréfica de expresion relativa la proteina OSX bajo las condiciones de medio mineralizante (MM),
piro fosfato (PPI), 0.5 ug/mL y 1.0 yg/mL de péptido a 3, 7 y 14 dias. Se reporta el valor promedio +
desviacion estandar (p>0.05).
]
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Analisis de resultados

El péptido MASSDEDGTNGGASE derivado de la proteina HACD1/CAP contiene 4
residuos de amino&cido hidréfobos (1 Metionina, 2 Alaninas, 1 Treonina) distribuidos a lo
largo de la cadena peptidica, por lo cual se puede considerar que posee un grado de
hidrofobicidad baja (5.63) en contraste con la proteina HACD1/CAP completa (83.69),
posee buena solubilidad en agua. En suspension acuosa, estos residuos de aminoacidos
pueden interaccionar intra e inter péptido para disminuir el contacto con agua, permitiendo
el ensamblaje del péptido en estructuras similares a micelas. Por otra parte, el péptido
estudiado, posee 3 residuos de Glicinas aproximadamente en la parte intermedia de la
cadena. La Glicina es un aminoacido no quiral, debido a su tamafio otorga flexibilidad a
las estructuras proteicas y peptidicos permitiendo plegamientos. Ademas, el péptido se
encuentra compuesto por 5 residuos de aminodcidos polares sin carga (3 Serinas, 1
Treonina, 1 Asparagina), estos pueden establecer puentes de hidrogeno inter e intra
péptido, permitiendo formar estructuras tridimensionales. Estas caracteristicas en
conjunto, podrian explicar el auto plegamiento observado en los estudios de MFA y como
al aumentar la concentracion del péptido estas pequefas esferas observadas en la figura
2 se van aglomerando, por la interaccion de los aminoacidos hidrofébicos y los puentes de
hidrogeno de los aminoacidos polares sin carga, hasta formar las estructuras de gran
tamafio observadas en las figuras 3 y 4. Como se mencion6 antes, estos tamafios de
particula que van desde los 20 nm hasta los 500 nm o 1000 hm son congruentes con los

tamafios observados en los estudios de dispersion dinamica de luz.

Gonzalo Montoya, et. al. ¥, realizaron estudios de MFA a la proteina HACD1/ CAP
observado que se autoensabla en estructuras esféricas, estas estructuras se encontraban
interaccionando entre ellas formando cuerdas. También nos indican que estas cuerdas se
alinean para formar una ultraestructura similar a una red. Concluyen que esta
ultraestructura podria ser de alta relevancia en la actividad nucleadora de esta proteina,
debido a que es capaz de interaccionar con las caras de crecimiento cristalino y promueva
la deposicion de iones que permitan el crecimiento de cristal. Para el caso del péptido
derivado de HACD1/CAP, los estudios de MFA, indico que las bajas concentraciones
permite el autoplegamiento del péptido en esferas, estas esferas se aglomeran entre ellas

al aumentar la concentracion del péptido, sin embargo no forman estructuras similares a

48



redes. Esta diferencia entre el tipo de ultraestructura que establece podria explicar el

comportamiento opuesto del péptido con respecto a la proteina.

Ahora bien, el péptido posee 4 aminoacido de carga negativa en pH fisiolégico (2
aspartatos, 2 4cidos glutamicos). Es importante sefialar que la region central del péptido
estd compuesta por Aspartato, Acido glutdmico, Aspartato (region DED). Esta region
DED, junto con el alto contenido de glicinas que le otorga gran flexibilidad, contribuye a la
explicacion del efecto inhibidor en la formacién de cristales de HA y OXCa. Estos
cristales, al estar formados por calcio, poseen en superficie carga positiva que atrae la
region DED del péptido, el cual puede adsorberse en la superficie, impidiendo el
crecimiento. Este hecho es observable en los estudios de formacién y crecimiento de
hidroxiapatita asi como en la formacién de oxalato de calcio, en los cuales, la presencia
del péptido inhibi6 la formacién y crecimiento de los cristales estudiados respectivamente.
Sin embargo este efecto es solo posible a bajas concentraciones del péptido. Es en estas
concentraciones donde el plegamiento en estructuras de pequefio tamafio permite
recubrir eficientemente la superficie de crecimiento cristalino. Las concentraciones
mayores forman estructuras de gran tamafio que impiden la interaccién entre el péptido y
el cristal. Posiblemente se deba a que el autoplegamiento del péptido a bajas
concentraciones permita mantener disponible la regién DED para interactuar con cargas
positivas mientras que en las estructuras de mayor tamafio, estas regiones del péptido se

encuentren apantalladas entre ellas impidiendo la interaccion con el cristal.

Graeme K. Hunter " nos indica que proteinas que regulan la biomineralizacién como
osteopontina, deben su efecto inhibitorio en la formacién y crecimiento de hidroxiapatita a
no poseer una estructura secundaria definida (se trata de una proteina intrinsecamente
desordenada), su alto contenido de aminoacidos de caracter acido (especificamente
Aspartato) y capacidad para adsorberse a la cara de crecimiento cristalino. Por otra parte,

%] realizaron estudios in vitro de formacién y crecimiento de

Shiyan Li and Lijun Wang
hidroxiapatita usando péptidos derivados de osteopontina con alto contenido de aspartato
sin fosforilacién y con tres diferentes grados de fosforilacion. Mediante este estudio
observaron que todos los péptidos poseian un grado de inhibicion de la mineralizacion y
gue al aumentar el grado de fosforilacion se agrava este efecto. Los autores nos explican

gue la carga negativa del péptido sencillo o fosforilados le permite interaccionar con
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granulos de calcio-fosfato impidiendo la aglomeracion de estas y por ende la formacién de
cristales se ve afectada. Esto concuerda con nuestro planteamiento que la region DED del
péptido derivado de la proteina HACD1/CAP es la responsable de su efecto inhibitorio.

Podemos asegurar que las bajas concentraciones poseen una mayor eficiencia de
inhibicion en la formacién y crecimiento de cristales debido al marcaje de la proteina y los
estudios realizados con microscopia confocal. En la grafica 7, la concentracion de 1 pg/uL
posee una un valor de afinidad similar a las concentraciones de 3, 10, 15y 20 pg/uL, la
diferencia es que estas Ultimas concentraciones no poseen la misma eficiencia de
inhibicion. Esta concentracion fue la referencia para realizar los estudios de adsorcién del
peptido marcado con Alexa-fluor 488, donde se puede observar que las bajas
concentraciones de péptido pueden adsorberse en la superficie de cristales de HA y
OxCa.

Adam Taller y colaboradores ® realizaron estudios de adsorcién de osteopontina
marcada con Alexa Fluor 488 en cristales de oxalato de calcio utilzando microscopia
confocal. Sus resultados demostraron que esta proteina de carga negativa se una a las
caras de crecimiento cristalino {010} y {100} del OxCa, este comportamiento también lo
ejerce el péptido utilizado en este proyecto (figura 5). El investigador Yung-Ching Chien
et. al. ! efectuaron estudios de adsorcién de un péptido rico en aspartato derivado de
osteopontina observando un comportamiento similar. Ellos ademas realizan un modelaje
molecular de la interaccion entre las caras donde se adsorbe el péptido y cuales son los
atomos que se encuentran sobre la superficie de estas caras. Su Modelo indico que los
Aspartatos del péptido son los que interaccionan con el calcio que se encuentra en la cara
de crecimiento cristalino. Estos datos refuerzan la teoria de que la region DED juega un
papel importante en la adsorciébn del péptido a caras de crecimiento cristalinas

especificas, inhibiendo su crecimiento.

La adsorcion del péptido sobre la cara de crecimiento cristalino de OxCa (figura 6)
provocé anomalias en la superficie como fracturas e incluso erosiones a bajas
concentraciones, debido a que el péptido al adsorberse en la cara de crecimiento
cristalino impide que se depositaran los iones que permiten continuar el crecimiento del

cristal.
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Asi mismo se pudo observar la presencia de estructuras llamadas maclas, son una
agregacion regular de cristales individuales del mismo mineral que presentan diferentes
orientaciones, con mayor abundancia en presencia del péptido. El investigador Bernd
Grohe y colaboradores ®® observaron el efecto de osteopontina sobre las caras de
crecimiento cristalino de OxCa a través de microscopia electrénica de barrido. Sus
resultados demostraron que osteopontina es capaz de alterar la estructura de las
presumibles caras {100}, {010} y {121} similares a las observadas con el péptido derivado
de la proteina HACD1/CAP.

Hablando sobre el efecto del péptido en osteoblastos (grafica 10) podemos indicar que no
induce algun efecto sobre la proliferacion de las células, lo cual indica que el péptido no
posee un efecto toxico. Los estudios del péptido en la deposicién de nédulos de calcio nos
indico que la region DED ademas de interaccionar con superficies de carga positiva,
también es capaz de quelar cationes. Este hecho se puede deducir de los resultados de la
figura 7 donde usamos como control positivo al PPi, un quelante de calcio. Al comparar
los resultados del grupo de osteoblastos cultivados en presencia de PPi y péptido a bajas
concentraciones, mostraron poseer un comportamiento similar, es decir, ambos

disminuyen la deposicién de nddulos de calcio (grafica 11).

La fosfatasa alcalina es una enzima necesaria en la biomineralizacion, la podemos
localizar en las VB y la ALP se activa posteriormente a un aumento de las
concentraciones de Ca?* dentro de la vesicula por accién de Anexina V. El PPi es un
compuesto que se produce en la biomineralizacién por la ruptura del ATP por las
ATPasas y el aumento de PPi tiene un efecto negativo en la biomineralizacién debido al
caracter quelante de la molécula que disminuye la concentracién de Ca?* disponible
dentro de la VB. Los osteoblastos cultivado en presencia de PPi y péptido tuvieron una
menor actividad de fosfatasa alcalina. Esta disminucién pudo haberse debido al efecto
guelante del péptido, sin embargo, no se puede descartar de algun otro efecto del péptido
sobre el proceso de biomineralizacion como una interacciéon con Anexina V lo cual

disminuiria la concentracion de Ca** disponible en la VB para iniciar la biomineralizacion.
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William N. Addison et. al. ", realizaron estudios del efecto de PPi sobre la mineralizacion
de osteoblastos asi como en la actividad de ALP. Observaron que la adicién de PPi en
medio mineralizante inhibia tanto la mineralizacion de hidroxiapatita, asi como la actividad
de ALP. Indican que si bien no pueden dar una explicacién concreta de estos efectos, lo
pueden atribuir a la capacidad del PPi para unirse a los cristales de HA.

Ademés, William N Addison y colaboradores [

, efectuaron investigaciones donde
evaluaron el efecto de un péptido rico en serina y aspartato sobre proteinas involucradas
en la biomineralizacion como colagena, ALP, BSP y OCN. Sus resultados indicaron que
cultivar osteoblastos en presencia de su péptido no aument6 o disminuyé de manera
notable la expresion de estas proteinas. Sin embargo, otros ensayos in vitro de este
mismo péptido demostraron que posee un caracter inhibitorio en la formaciéon de HA. Los
autores atribuyen efecto a su capacidad de unirse con el cristal de hidroxiapatita en la
vesicula de biomineralizacién, ademas indican que la fosforilacion de los residuos de

serina aumenta la inhibicion.

Referente a la expresién de proteinas involucradas en la biomineralizacion como BSP,
BMP Il, CEMP1, HACD1/CAP y OSX, es importante mencionar que si bien algunas
proteinas se localizaron e identificaron en algin tejido o célula de un dérgano en
especifico, actualmente se sabe que la produccion de una proteina no es exclusiva de un
linaje celular. Tal es el caso de CEMP1 y HACD1/CAP que fueron identificadas en células
del periodonto como cementoblastos, también pueden ser producidas por osteoblastos.
Respecto al perfil de expresion de estas proteinas, podemos sefialar que OSX, en
preosteoblastos, los niveles de expresion son menores en comparacion con osteoblastos,
y a partir de que el preosteoblasto se ha diferenciado a osteoblasto el nivel de expresién
de OSX es constante. Por otra parte, se ha observado que los niveles de expresion de
BSP, BMP II, CEMP1, HACD1/CAP aumentan continuamente hasta tener un pico de
expresion en los 14 dias de cultivo y se ve disminuido para el dia 21. Observado los
resultados obtenidos en la figura 8, no podemos diferenciar niveles de expresion para las
diferentes proteinas, por lo cual se realiz6 andlisis de intensidad de pixeles (gréficas 13-
17) donde podemos observar una tendencia en los niveles de expresion de las proteinas

evaluadas.
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Es decir, para cada una de las condiciones evaluadas (PPi, 0.5y 1.0 ug/uL), en el tercer
dia de cultivo se ve una marcada disminucion en la expresion de la proteina, sin embargo
en el dia 7 hay un amento de la expresion, alrededor de un 20% para cada proteina, y en
el 14 existe un ligero aumento, aproximadamente 5% para cada proteina. Se realizaron
andlisis estadisticos para la expresion de las proteinas de interés, comparando los dias de
cultivo y las condiciones, sin embargo no se encontré una diferencia estadisticamente
significativa. Es decir, el péptido no posee un efecto sobre la expresion de proteinas
involucradas en la biomineralizacion , sin embargo, Como habiamos mencionado antes, el
péptido bajo las concentraciones evaluadas, posee la capacidad de interaccionar con
superficies de carga positiva, quelar cationes y posiblemente interaccionar con Anexina V.
Se puede establecer que el efecto inhibitorio del péptido es debido a su capacidad de

interaccionar con los cristales.

Este hecho nos indica que el péptido podria ser usado para inhibir el crecimiento de
cristales de origen patoldgico como el oxalato de calcio sin afectar gravemente el proceso

de biomineralizacion de osteoblastos.

Ahora bien, tomando en cuenta las propiedades fisicoquimicas del péptido, que le
permiten interactuar con ion calcio, su interaccién con los cristales de HA y como la
presencia del péptido en los cultivos de osteoblastos afectan la deposicién de nddulos de
calcio y la actividad de fosfatasa alcalina, podriamos suponer que el efecto del péptido se

encuentra ligado al proceso de biomineralizacién en las vesiculas de biomineralizacion.
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Conclusioén

A través de los estudios realizados podemos indicar que se ha cumplido con los objetivos
planteados en el presente proyecto. Con los resultados obtenidos, podemos sugerir que el
péptido es capaz de interaccionar con cargas positivas, como iones o0 superficies,
disminuyendo la formacién y crecimiento de cristales. De igual manera, puede adsorberse
en caras de crecimiento cristalino provocando defectos como fracturas o erosiones. No
posee efecto en la proliferacion de los osteoblastos, pero si participa en la maduraciéon de
la matriz 6ésea reflejado por la deposicién de los noédulos de calcio y disminucion de la
actividad de la fosfatasa alcalina bajo concentraciones de 0.5 y 1 pg/mL de péptido.
Ademas, el péptido no afecté el nivel de expresiébn de proteinas involucradas en le
biomineralizacion como BSP, BMP, CEMP1, HACD1/CAP u OSX. Por lo tanto, sugerimos
que el efecto del péptido sobre la biomineralizacién es debido a su interaccién con los

cristales.

Perspectivas

Realizar estudios de microscopia electronica de transmision en los cristales de oxalato de

calcio y determinar de manera fehaciente las caras de crecimiento cristalino.

Realizar estudios comparativos con la secuencia peptidica realizando fosforilaciones en
residuos de serina para observar el efecto de esta modificacién en la inhibicién de la

formacion y crecimiento de cristales de interés biolégico.

Realizar estudios de farmacocinética y biodistribucién en modelos animales, observando

el efecto en el sistema biologico.
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