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1. RESUMEN 

 

Antecedentes. La formación de calcificaciones en zonas ectópicas es un problema 

que aqueja a la población con enfermedades como afección renal crónica, 

aterosclerosis, diabetes y otros trastornos metabólicos. La evidencia científica 

muestra que células del musculo liso vascular pueden diferenciarse a un fenotipo 

similar al osteoblasto tras una exposición prolongada de estrés fisiológico, lo que 

conlleva a la formación de matriz mineralizante de manera patológica.  

Actualmente, hay múltiples estudios que evalúan el efecto de proteínas como la 

osteopontina (OPN), proteína gla de la matriz (MGP) e incluso péptidos bioactivos 

que por sus características fisicoquímicas surgen como un potencial agente 

inhibidor; esto es, gracias a una posible interacción directa a nivel mineral o celular, 

por lo que es necesario analizar la eficacia de diferentes factores inhibidores de la 

mineralización estudiados en diferentes entornos experimentales. 

 

Objetivo. Analizar la eficacia del empleo de proteínas y péptidos bioactivos como 

inhibidores de la mineralización bajo la revisión sistemática de estudios 

experimentales publicados en diferentes bases de datos. 

 

Metodología. Los estudios elegibles se identificaron mediante la búsqueda manual 

en 3 bases de datos: MEDLINE (Portal de acceso PubMed), LILACS (Portal de 

acceso BVS) y SCOPUS (Portal de acceso BidiUNAM), sin aplicar restricciones en 

fechas de publicación, país ni idioma. Se incluyeron y analizaron ensayos 

experimentales en entornos in vitro (cristalización o cultivos celulares) e in vivo 

(modelos animales) que analizaran el empleo de proteínas y/o péptidos en la 

inhibición significativa de la mineralización (in vitro) y calcificaciones inducidas (in 

vivo). 
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Resultados. La búsqueda de artículos realizada dio como resultado la identificación 

de 1066 artículos potencialmente relevantes; de los cuales se realizó la revisión de 

títulos y resumen, así como de la eliminación de duplicados y estudios no 

experimentales o que no cumplían con los criterios de inclusión. Al final, se 

obtuvieron 48 artículos para la inclusión al análisis cualitativo de esta revisión 

sistemática. 

Se analizaron 46 estudios in vitro y 4 in vivo (2 estudios realizaron ensayos en 

ambos entornos). Con la extracción y tabulación de datos, se mostró que la proteína 

más estudiada fue la OPN, seguida por la MGP y la fosfoglicoproteína de matriz 

extracelular (MEPE), en diferentes isoformas y/o péptidos derivados, mientras que 

el péptido VTK ha sido el más empleado mostrando resultados significativos en la 

inhibición de la mineralización en entornos in vitro. 

Conclusiones. Con la realización de la presente revisión sistemática se pudo 

demostrar que, las moléculas polipeptídicas con un potencial inhibidor de la 

mineralización se caracterizan por poseer un punto isoeléctrico ≤4.8, determinado 

por la presencia de aminoácidos ácidos (Aspartato y Glutamato); además, se ha 

demostrado que la presencia de modificaciones postraduccionales (por ejemplo 

fosforilaciones en sitios de serina) potencializa el efecto inhibidor de la 

mineralización. Sin embargo, aún se requiere evaluar el efecto de estas proteínas 

y/o péptidos bioactivos en entornos in vivo, lo que permitirá elucidar el posible 

mecanismo de acción de estas moléculas en el proceso de biomineralización. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1  Biomineralización.  

La mineralización biológica es el proceso por el cual los organismos acumulan 

grandes cantidades de minerales y forman cristales complejos. La formación de los 

tejidos mineralizados se produce en casi todos los grupos de organismos, desde 

nanocristales de magnetita en ciertas bacterias, hasta biominerales en hueso y 

dientes de seres humanos.1, 2 

El término biomineral se refiere a compuestos inorgánicos con una disposición de 

repetición regular de moléculas consistentes, ya sean átomos o iones, producidos 

bajo condiciones estrictamente controladas con propiedades magnéticas o 

eléctricas específicas; además son producto de la interacción de la fase mineral con 

la fase orgánica, determinando la morfología, tamaño y grado de cristalinidad.3, 4 

El principal componente inorgánico en el ser humano es la hidroxiapatita, el cual es 

el biocristal principal de huesos y dientes, ya que les confiere su dureza 

característica. La hidroxiapatita presente en los tejidos mineralizados se ensambla 

bajo la influencia de una variedad de proteínas de matriz extracelular, que actúan 

como promotores o inhibidores del crecimiento cristalino, dando lugar a distintas 

fases cristalinas hasta llegar a su maduración.5,6 

La mineralización de los tejidos duros del cuerpo tiene lugar dentro de las vesículas 

de matriz de células especializadas (condroblastos, osteoblastos, odontoblastos y 

cementoblastos), las cuales son secretadas a partir de la superficie celular (FIG 1).3  

Los iones de fosfato de calcio se acumulan dentro de las vesículas, donde 

eventualmente precipitan y forman cristales de hidroxiapatita. Estos cristales 

atraviesan la membrana de las vesículas y dan lugar a los nódulos de calcio en el 

fluido extracelular, para continuar el proceso de maduración y crecimiento mineral 

guiadas por las fibras de colágena (FIG 1).3 
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FIG 1. Esquema que resume los modelos actuales del mecanismo de 

mineralización en tejido oseo.7 

El grado de maduración y crecimiento de los cristales está determinado por las 

condiciones extracelulares presentes y donde influyen de manera importante el pH, 

la concentración de iones de fosfato y calcio, así como la presencia de proteínas no 

colágenas de la matriz extracelular de cada tejido.3  

La presencia de macromoléculas polipeptídicas cumple un rol esencial en el proceso 

de biomineralización, debido a que actúan como plantillas que imitan la red cristalina 

de una cara particular, facilitando así el crecimiento del mineral.4 

Pero este mecanismo biológico en tejidos mineralizados tiene una contraparte 

aberrante, cuando hay formación de calcificaciones en tejidos blandos. Por lo que 

investigaciones recientes se han centrado en el estudio del mecanismo molecular y 

participación celular en el proceso de mineralización ectópica, debido a que es una 

de las principales complicaciones potencialmente mortales en pacientes con 

enfermedad renal crónica y diabetes, que también se asocia con una alta incidencia 

de morbilidad.8 
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2.2  Mineralización ectópica. 

Las investigaciones actuales acerca de la formación de calcificaciones patológicas 

han permitido establecer que se trata de un proceso activo que está asociado a la 

expresión de factores de crecimiento, proteínas de matriz extracelular y otras 

moléculas relacionadas a células osteogénicas que dan lugar a la formación de 

depósitos minerales en zonas ectópicas (tejidos blandos), siendo una de las 

principales complicaciones en pacientes con enfermedades metabólicas.8 

Uno de los mecanismos más reportados en la literatura científica es el estudio de 

células vasculares, ya que juegan un papel relevante en la patogenia de estas 

calcificaciones. Diversos estudios se han enfocado en la capacidad que poseen 

estas células de llevar a cabo una transición fenotípica hacia un linaje 

“osteoblástico”, al expresar marcadores osteogénicos (como el factor de 

transcripción RUNX2, osterix (OSX), osteopontina (OPN), osteocalcina (OC), 

fosfatasa alcalina (ALP), entre otros) en respuesta a diversos factores locales y 

circulantes (como el factor de crecimiento transformante-β (TGF-β) o el estrés 

oxidativo).9-11 

Este proceso patológico conlleva a la acumulación de diferentes depósitos 

minerales, en mayor proporción de hidroxiapatita, al demostrarse que diversos 

factores inhibidores tienen una alta afinidad al cristal, por la concentración de calcio; 

pero se han reportado otras fases minerales dependientes de la zona ectópica, 

como oxalato de calcio mono- y dihidratado en cálculos renales, brushita en cálculos 

dentales, además de whitlockita y apatita carbonatada en vasos sanguíneos y 

válvulas, lo que representa una complicación potencialmente mortal en 

enfermedades adquiridas y genéticas.8,10 
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2.2.1 Mecanismos patológicos. 

En condiciones fisiológicas, las células vasculares de musculo liso (VSMC, por sus 

siglas en inglés) secretan inhibidores endógenos de la calcificación (MGP, OPN, 

osteoprotegerina y pirofosfato); sin embargo, tras una exposición prolongada a 

condiciones de estrés (como inflamación, perturbaciones hormonales o trastornos 

metabólicos), las células pueden superar la capacidad de estos inhibidores y sufrir 

una diferenciación hacia un fenotipo similar al osteoblástico (FIG 2).12 

 

 

FIG 2. Esquema representativo de los componentes celulares y extracelulares, así 

como los factores que intervienen en la calcificación vascular.10 

 

Además de esta plasticidad fenotípica mostrada por las VSMC, se ha demostrado 

que diversas interacciones moleculares entre proteínas y superficies cristalinas 

juega un papel importante en la inhibición de la mineralización, al ser facilitada por 

los iones multivalentes que generan un puente entre los grupos de carga opuestos 

de proteínas y los iones de la red cristalina de los minerales que se forman 

habitualmente.13  
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Tal es el caso de la formación de los cálculos renales, donde se ha reportado que 

las interacciones entre los constituyentes urinarios (proteínas principalmente) y los 

cristales de oxalato de calcio (que, junto con la hidroxiapatita son el principal 

componente mineral de las calcificaciones), pueden influir en uno o más procesos 

críticos en la patogénesis de los cálculos, incluyendo la nucleación, el crecimiento, 

la agregación y la adhesión de los cristales y/o los agregados a las superficies 

epiteliales del riñón.14 

Una variedad de constituyentes urinarios han surgido como posibles inhibidores de 

la agregación de cristales y de la adhesión celular, particularmente las proteínas 

aniónicas y los glicosaminoglicanos. Sin embargo, en algunos estudios también se 

ha reportado que las macromoléculas urinarias promueven la agregación de oxalato 

de calcio monohidratado (OCM) y/o su adhesión a las células epiteliales.13   

Un caso más común es la formación de cálculo dental, el cual se debe a la 

precipitación y agregación de cristales a partir de los iones presentes en la saliva. 

La mineralización ocurre en la superficie del esmalte dental/biofilm, formando una 

capa mineralizada que representa un factor agravante para el desarrollo de la 

enfermedad periodontal (principalmente basada en la acumulación bacteriana).15 

Por lo anterior, y aunque resulte impredecible la formación de las calcificaciones 

ectópicas, se ha demostrado que ciertos mecanismos celulares y moleculares 

guardan íntima relación, incluso si suceden en diferentes tejidos. Actualmente el 

campo de estudio se ha ampliado a la investigación de factores inhibidores que 

pueden tener interacciones molécula-célula o molécula-mineral e impedir el 

desarrollo patológico de depósitos minerales.  

Por ejemplo, el pirofosfato actúa directamente en la actividad de los osteoblastos, 

inhibiendo la mineralización in vitro mediante al menos tres mecanismos distintos 

que incluyen la unión directa al mineral, el aumento de la producción de 

osteopontina (otro importante inhibidor) y la inhibición de la actividad de la fosfatasa 

alcalina.16 
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2.3  Proteínas y péptidos inhibidores. 

En el estudio de factores inhibidores, ciertamente el pirofosfato es el más estudiado; 

sin embargo, aún no se conoce del todo su mecanismo inhibitorio, por lo que el 

campo de investigación se ha ampliado en la búsqueda de nuevos factores como lo 

son las moléculas polipeptídicas. Como se muestra en la Tabla I, diferentes estudios 

han reportado que proteínas con características químicas y estructurales 

específicas poseen un efecto dual durante la mineralización, debido a que pueden 

promover la formación y crecimiento mineral o, inhibir la formación de 

calcificaciones. 

 Tabla I. Proteínas y acciones reportadas en la mineralización. 

Un ejemplo claro es la osteonectina, la cual es una proteína que se ha reportado 

tener actividad inhibidora en la deposición de hidroxiapatita. Pero, hay cierta 

controversia debido a que al ser secretada por varias células epiteliales y 

mesenquimales (como osteoblastos, fibroblastos, células endoteliales y del músculo 

liso vascular) se cree que esta proteína desempeña un papel en la angiogénesis, la 

morfogénesis y la reparación tisular.17-19 

Mismo paradigma se ha reportado con la familia de proteínas morfogénicas óseas 

(BMP), que a pesar de sus similitudes de secuencia, ejercen una amplia gama de 

actividades biológicas, a veces, con efectos opuestos. Mientras que las BMP-4, 5, 

6 y 9 tienen una clara capacidad osteogénica, la BMP-7 se ha reportado tener una 

actividad inhibitoria.20 

PROTEINA ACCION EN MINERALIZACION REPORTADO 

Osteonectina  
(ON) 

Promoción / Inhibición Bradshaw, 2012 17/ Moe 
at al. 200418 

P. Morfogénica 
Ósea (BMP) 

Promoción / Inhibición (BMP7) Hruska et al. 2005 20 

Osteopontina 
(OPN) 

Inhibición Icer et al. 2018 22 

Osteocalcina  
(OC) 

Inhibición / Estimulador celular Hauschka et al. 1989 23  



 

9 
 

Una de las proteínas más estudiadas, por su efecto claro de inhibición en la 

formación de hidroxiapatita es la osteopontina (OPN), la cual es una glicoproteína 

ácida altamente fosforilada que se encuentra en los huesos, dientes y en sitios de 

calcificación patológica. Esta proteína posee alta afinidad por el calcio, 

principalmente cuando la proteína ha sufrido modificaciones postraduccionales 

(fosforilaciones), lo que le brinda una mayor capacidad de inhibir la formación de 

cristales de calcio.21-22 

La osteocalcina (OC) por otro lado, es una proteína que posee residuos de ácido 

glutámico carboxilados que le brindan la capacidad de inhibir el crecimiento de los 

cristales. La actividad biológica de la OC puede variar en función del alcance de las 

modificaciones post-traduccionales (misma observación reportada con la OPN) que, 

al cambiar la conformación de la proteína, pueden alterar la afinidad con los iones 

de calcio y con la hidroxiapatita.23 

La problemática actual de estas investigaciones, es la heterogeneidad de los 

estudios realizados con las diferentes proteínas, debido a que el estudio de dosis 

de intervención-efecto no ha determinado resultados relevantes, como es el caso 

de la BMP-7 y OC. Sin embargo, esta gran variedad de moléculas peptídicas 

reportadas podría aclarar el panorama acerca de cuáles podrían ser las 

características que deben presentarse para tener un efecto inhibidor. Y también, 

amplía más el campo de estudio, debido a que existen diversos mecanismos de 

interacción durante el proceso de mineralización ectópica que plantean más 

incógnitas sobre el empleo de proteínas o péptidos. 

 

2.4 Mecanismos de interacción de factores inhibidores (dominios y 

residuos aminoacídicos). 

Los inhibidores pueden actuar bajo diferentes mecanismos, cumpliendo ciertas 

características fisicoquímicas y estructurales. Se ha identificado un dominio 

funcional derivado de la glicoproteína extracelular de la matriz extracelular (MEPE) 

con la capacidad de inhibir la formación de minerales tanto in vitro como in vivo; 

dicho motivo es rico en residuos de serina y aspartato (ASARM).24 
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Este dominio se ha encontrado como parte de una familia de proteínas glicosiladas 

denominadas SIBLINGS (por sus siglas en inglés), que incluyen a la proteína de la 

matriz de la dentina 1 (DMP1), la sialoproteína ósea (BSP), MEPE y OPN. Además, 

la proteína MEPE inhibe la mineralización de la matriz extracelular en cultivos de 

osteoblastos y células estromales de la médula ósea, donde se demostró que la 

unión del dominio ASARM a los cristales minerales depende de la fosforilación de 

los residuos de serina. 25, 26, 27 Por tanto, la presencia de residuos ácidos como 

aspartato y glutamato, así como serinas y treoninas, proporcionan una carga 

negativa a proteínas y péptidos, brindándoles la capacidad de unirse a minerales e 

inhibir la formación y crecimiento de cristales.24 

2.4.1 Modificaciones postraduccionales.  

Actualmente se sabe que las modificaciones post-traduccionales, concretamente 

fosforilaciones y glicosilaciones, potencializan la capacidad inhibitoria en proteínas 

y péptidos. Se ha demostrado que la presencia de residuos fosforilados aumentan 

la carga negativa de la molécula al disminuir su punto isoeléctrico en un pH 

fisiológico, lo que favorece su interacción con el calcio dentro de la red cristalina y 

estabilizar los núcleos nacientes o adsorbiéndose a las superficies de crecimiento 

cristalino.29-31 

Incluso, la fosforilación puede alterar la conformación de la red de proteínas, el 

comportamiento mecánico de la matriz orgánica y, en consecuencia, la dureza 

estructural del tejido mineralizado. Además. se ha demostrado que la adhesión de 

los osteoclastos aumenta con la fosforilación, por lo que se correlaciona con el grado 

de resorción ósea.28-32 Estudios in vitro, empleando péptidos fosforilados 

demostraron que estas secuencias aminoacídicas tienen la capacidad de inhibir la 

osteogénesis ya que son capaces de secuestrar los iones de calcio que se requieren 

para la formación de matriz mineralizante.28-32 En la literatura, existe una gran 

variedad y heterogeneidad de estudios publicados que evidencian el papel 

modulador de diferentes proteínas en el proceso de mineralización; así mismo, 

estas biomoléculas polipeptídicas poseen propiedades fisicoquímicas que les 

permite actuar como posibles agentes terapéuticos de calcificaciones ectópicas. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Debido a las frecuentes complicaciones clínicas relacionadas con la calcificación 

vascular, comúnmente asociadas con la edad y enfermedades metabólicas (como 

la enfermedad renal crónica, diabetes, aterosclerosis, entre otros), existe una 

demanda continua de enfoques terapéuticos efectivos y seguros dirigidos a las 

calcificaciones ectópicas. Se han realizado una gran diversidad de estudios para 

conocer las vías patogénicas de la calcificación ectópica con el objetivo de identificar 

posibles objetivos farmacológicos.  

Si bien, se han identificado moléculas con un gran potencial en inhibir la 

mineralización, aún no están bien descritos los mecanismos de acción de dichas 

moléculas, además de la existencia de datos controversiales. Por lo que existe la 

incertidumbre acerca de cuáles son las características fisicoquímicas que podrían 

tener en común las diferentes proteínas y péptidos con actividad inhibitoria de la 

mineralización. Descifrar este enigma ayudaría a dilucidar los posibles mecanismos 

de interacción de factores inhibidores biológicos en el proceso de crecimiento y 

maduración de calcificaciones ectópicas. 

 

4. JUSTIFICACION 

En este trabajo, nos enfocamos en realizar una búsqueda objetiva de estudios 

experimentales acerca del papel de diferentes proteínas y péptidos en la inhibición 

de la mineralización, permitiendo evaluar y comparar los diferentes resultados 

reportados de manera critica con el fin de aportar información relevante al campo 

de estudio de los inhibidores biológicos. 

Para lograr los objetivos se eligió el modelo de revisión sistemática, con el fin de 

generar resultados con la mejor calidad de evidencia, permitiéndonos exponer de 

manera exhaustiva y actualizada la información disponible de los factores 

inhibitorios para la consulta pública y futuros diseños de investigación terapéutica. 
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5. HIPÓTESIS 

La secuencia aminoacídica, propiedades fisicoquímicas específicas y la presencia 

de modificaciones postraduccionales en proteínas y péptidos predicen la capacidad 

de actuar como factores inhibidores de la mineralización en diferentes entornos 

experimentales. 

 

6. OBJETIVO GENERAL 

Analizar la eficacia de proteínas y péptidos empleadas para inhibir el proceso de 

mineralización, bajo el análisis de estudios reportados en entornos in vitro e in vivo. 

     6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1. Examinar las características fisicoquímicas de proteínas y péptidos con 

resultados positivos en la inhibición de la mineralización. 

2. Comparar resultados reportados acerca del papel de diferentes proteínas y 

péptidos inhibidores en el proceso de la mineralización.  

3.  Aportar información al campo de estudio de los inhibidores de la mineralización 

para establecer bases en el desarrollo de enfoques terapéuticos. 

 

7. METODOLOGIA DE LA REVISIÓN SISTEMATICA 

La pregunta focalizada del estudio se planteó en formato PICO en su variante PIO 

(Población, Intervención y Resultado): 

P: Estudios experimentales in vitro e in vivo. 

I: Proteínas y/o péptidos. 

O: Inhibición de la mineralización. 

“¿Cuál es el efecto del empleo proteínas y péptidos inhibidores en el proceso de 

mineralización reportados en estudios experimentales in vitro e in vivo?”. 
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7.1  Criterios de selección de estudios.  

7.1.1 Tipos de estudios: 

Estudios experimentales en entornos in vitro e in vivo. 

 

7.1.2  Tipos de participantes: 

  7.1.2.1 Estudios in vitro. 

✓ Células humanas mineralizantes (osteoblastos, cementoblastos), células del 

musculo liso vascular (VSMC) y células troncales mesenquimales (MSC). 

Células cultivadas en un entorno mineralizante para eliminar posibles variables en 

el análisis de resultados de diferentes estudios; además, para inducción a un 

fenotipo mineralizante en cultivos de VSMC y MSC. 

✓ Cristales de fosfato de calcio.  

Los depósitos cristalinos para ser analizables debieron ser preformados en 

 condiciones fisiológicas (pH 7-7.4, temperatura 37°C) y caracterizados para 

 determinar la fase cristalina que se estudió. 

 

  7.1.2.2 Estudios in vivo. 

✓ Modelos animales con inducción patológica de formaciones de 

calcificaciones ectópicas sin criterios de lugar de aparición.  

* Para considerar la presencia de calcificaciones (sin restricción de fase mineral) en 

modelo animal, el estudio debió corroborar el lugar ectópico donde se determinó la 

aparición. 
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     7.1.3 Tipos de intervenciones.  

   -  Empleo de proteínas y/o péptidos bioactivos en el tratamiento inhibitorio de la 

mineralización en entornos in vitro e in vivo. 

   -  Empleo de proteínas y/o péptidos con modificaciones post-traduccionales en el 

tratamiento inhibitorio de la mineralización in vitro e in vivo. 

   -  Intervenciones experimentales sin empleo de un tratamiento control* se 

evaluarán a lectura de texto completo. 

* Un tratamiento control puede ser considerado como negativo, si fue una 

intervención nula de inhibidores (solo condiciones estándar); mientras que un 

tratamiento control positivo es tomado en cuenta con el empleo de moléculas no 

peptídicas (ej. pirofosfato). 

 -  Evaluaciones de diferentes concentraciones de proteína/péptido. 

 

    7.1.4 Tipos de medidas de desenlace: 

7.1.4.1 Desenlaces primarios.  

1. Inhibición significativa en la formación de cristales de fosfato de calcio en entornos 

in vitro e in vivo. 

7.1.4.2 Desenlaces secundarios.  

1. Características fisicoquímicas de las proteínas/péptidos que mostraron 

resultados positivos o negativos en la inhibición de la mineralización. 

2. Morfología y fase mineral de los cristales de fosfato de calcio preformados en 

interacción con las proteínas y/o péptidos. 

3. Toxicidad o disminución en el número de las células con el empleo de 

proteínas/péptidos. 

4. Ningún efecto o efecto no significativo. 
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7.2 Métodos de búsqueda para la identificación de  estudios. 

7.2.1 Estrategias de búsqueda.  

La estrategia de búsqueda se ajustó de acuerdo a los criterios de PRISMA 

(Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses, por sus 

siglas en ingles). La búsqueda bibliográfica se completó en mayo, 2021 por dos 

revisores (AMC y GMA) en 3 base de datos: PubMed/MEDLINE, LILACS (Portal de 

acceso BVS) y SCOPUS (Portal de acceso Bidi UNAM).  

Como parte de la búsqueda manual, se utilizaron los siguientes términos MeSH para 

estandarizar de manera primaria la búsqueda de artículos: “Calcium-Binding 

Proteins”, “Inhibitory peptides” y “Mineralization, inhibition”. 

Con base en la búsqueda en PubMed, se analizaron términos relacionados con los 

primarios que estén presentes en la estructura del árbol MeSH y tengan relación 

con los objetivos de la revisión, con el fin de diseñar algoritmos de búsqueda más 

específicos y facilitar la obtención de los primeros artículos.  

No se aplicaron restricciones en fechas de publicación ni de idioma. Todos los 

estudios se importaron por título para el análisis y eliminación de artículos 

duplicados, siendo el primer corte de estudios.  

 

7.2.2 Selección de los estudios.  

Dos revisores (AMC y GMA) evaluaron de forma independiente la elegibilidad de los 

estudios para su exclusión bajo la lectura de “Títulos” y “Resumen”.  

El criterio de elegibilidad para la inclusión de artículos fueron los siguientes:  

    - Estudios que evaluaron el uso de proteínas/péptidos inhibidores de la 

mineralización en entornos in vitro e in vivo.  

Los criterios de exclusión fueron los siguientes:   

    -   Artículos de revisión (Reviews, Overviews), protocolos o estudios piloto.  



 

16 
 

Cualquier desacuerdo se resolvería consultando a un tercer revisor. Se realizo la 

comparación de los primeros datos recopilados entre los dos revisores y se 

resolvieron diferencias en la inclusión o exclusión de artículos. Cualquier 

desacuerdo sobre la inclusión de estudios se resolvería mediante discusión y 

consenso o por un tercer revisor. 

Además, se realizó una búsqueda cruzada de artículos con base a las referencias 

de artículos seleccionados para la lectura completa. Esta búsqueda cruzada es 

necesaria para añadir artículos que no se encontraron manualmente con la 

búsqueda en bases de datos. Al obtener el segundo corte en común acuerdo entre 

los revisores, se prosiguió a la evaluación del texto completo de forma 

independiente y por duplicado.  

 

7.3  Extracción y análisis de los datos.  

Dos revisores extrajeron los datos por separado, se compararon y resolvieron las 

diferencias por consenso. Cualquier desacuerdo se resolvería consultando al tercer 

autor de la revisión.    

7.3.1 Evaluación de calidad de estudio.  

    - Estudios in vitro. La calidad del estudio se evaluó con base en la herramienta 

de riesgo de sesgo Risk of Bias 2 (RoB 2) en su versión corta (CRIBSHEET) 

adaptándola a un carácter de estudio no aleatorio. 

    - Estudios in vivo. La calidad metodológica se evaluó con base en la herramienta 

de riesgo de sesgo SYRCLE para estudios con animales. 

7.3.2 Análisis de evaluación de calidad.  

Cada componente de evaluación se calificó como “bajo”, “poco claro” o “alto” riesgo 

de sesgo mediante el software RevMan® versión 5.4 (Review Manager, The 

Cochrane Collaboration).  
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7.3.3 Datos a extraer.  

A partir de los estudios que se incluyeron a la revisión, se colocaron en orden 

cronológico (del estudio más reciente al más antiguo publicado) y se obtuvieron los 

siguientes datos para elaborar las tablas de resumen: 

     - Proteína o péptido empleado / entorno de estudio (in vitro o in vivo) / Referencia 

del estudio (autor principal / año de publicación). 

     - Descripción de población: 

* In vitro: Población celular estudiada (con medio de cultivo) o fase mineral de 

cristales (con método de cristalización). 

* In vivo: Modelo Animal estudiado (con método de inducción de calcificaciones). 

     - Descripción de Intervención (dosis, tiempo de intervención y descripción del 

modelo de estudio (in vivo)). 

     - Resultados reportados. 

 

7.3.4 Generación de la evidencia.  

La descripción y análisis de los datos fue de manera cualitativa, con el fin de resumir 

y comparar los parámetros de intervención y resultado reportados durante la 

evaluación. No se realizó metaanálisis debido al objetivo de incluir estudios in vitro 

e in vivo; y por el enfoque de búsqueda seleccionado, se previó que se obtendrían 

datos heterogéneos con la revisión. 
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8. RESULTADOS 

8.1  Estrategia de búsqueda y selección de estudios.  

Con el planteamiento de los términos MeSH para la búsqueda inicial, se analizó la 

estructura de árbol MeSH en el portal de acceso PubMed, para determinar de 

manera más específica los términos a buscar acorde a los criterios de inclusión. Se 

obtuvieron 1066 artículos potencialmente relevantes en las bases de datos 

MEDLINE, LILACS y SCOPUS (FIG 3).  

 

FIG 3. Diagrama de flujo con la descripción de la estrategia de búsqueda, revisión 

e inclusión de artículos (como se describe en los estatus de PRISMA). 
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n= 1066 

Estudios potencialmente 

relevantes identificados en la 

búsqueda manual en bases de 

datos 

Estudios identificados por base de datos: 

❖ MEDLINE (PubMed): 791 

❖ LILACS (BVS): 2 

❖ SCOPUS (BidiUNAM): 267 

96 estudios excluidos: 

❖ 48 eran estudios de niveles de expresión de 

ARNm y/o deleción génica. 

❖ 11 estudios no evaluaron proteínas y/o 

péptidos. 

❖ 34 estudios no analizaron empleo de proteínas 

y/o péptidos para la inhibición de la 

mineralización. 

❖ 3 estudios in vivo no analizaron inhibición de 

calcificaciones inducidas. 

n= 48 

Estudios elegibles para lectura de 

texto completo 

n= 48 

Estudios incluidos para análisis 

cualitativo 

n= 144 

Estudios después de excluir 

duplicados y estudios que no 

fueran in vitro o in vivo 

Estudios identificados por base de datos: 

❖ MEDLINE (PubMed): 108 

❖ LILACS (BVS): 0 

❖ SCOPUS (BidiUNAM): 36 

0 estudios  

Excluidos después de la evaluación de riesgo de 

sesgo 
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Tras la revisión inicial de título, resumen, la exclusión de duplicados y estudios no 

experimentales (reviews, protocolos de investigación, cartas al editor) se obtuvieron 

144 documentos para continuar con la lectura de texto completo, etapa donde se 

excluyeron 96 estudios. 

Dichos estudios no se pudieron incluir debido a que no cumplían con los criterios 

planteados, 48 eran estudios de niveles de expresión de ARNm y/o deleción génica, 

11 no evaluaron proteínas y/o péptidos, 34 no analizaron inhibición de la 

mineralización y 3 estudios in vivo no analizaron inhibición de calcificaciones 

inducidas. 

 

8.2  Descripción de estudios. 

Un total de 48 artículos cumplieron todos los criterios de selección y se incluyeron 

para el análisis cualitativo (Tabla II). Los estudios se llevaron a cabo en diferentes 

países, con el mayor número de estudios en Canadá (17), Estados Unidos (17) y 

China (6).  

Se obtuvieron 44 estudios específicos en entorno in vitro y 2 en entorno in vivo; 

destacando la obtención de 2 artículos (Chen et al.40, Cai et al.53) donde se 

realizaron ensayos en ambos entornos. 

En los 4 estudios in vivo (Chen et al.40, Wang et al.49, Cai et al.53, Ohri et al.61) se 

utilizaron como modelo animal ratas Sprague-Dawley. En el caso de los 46 estudios 

in vitro, en 22 se realizaron análisis cristalino de diferentes fases minerales, en 22 

se realizaron cultivos celulares, principalmente con células troncales 

mesenquimales y células similares a osteoblastos, además de 2 estudios (Hoac et 

al.36, Addison et al.56) donde se emplearon ambas metodologías. 



 

 

TABLA II. Tabla de resumen con la extracción de datos de los estudios incluidos. 

Proteína o péptido/  
entorno de empleo  

Ref. 

Descripción de 
población 

Descripción de 
la intervención 

Resultados 
reportados 

 
 
 
 

Péptido CAP-pi y   
CAP-pip (fosforilado)  

In vitro  
 

Montoya et al. 2020 33 
 

 
Cristalización de depósitos de 
hidroxiapatita (HA) por ensayo 
de precipitación de soluciones 

iónicas. 

 
 

Empleo de péptidos CAP-pi y 
CAP-pip (0-10 μg/ml) en ambos 

ensayos de cristalización y 
crecimiento de HA por 4 hrs. 

 
- CAP-pi (0.5-5 μg/ml) inhibió significativamente el crecimiento de 
HA. 
- CAP-pip (5 μg/ml) mostro el potencial más alto de inhibición en 
la cristalización y crecimiento de HA. 
- CAP-pi (0.5.1 μg/ml) provocó cambios morfológicos en los 
cristales, pero presento un efecto inhibitorio poco significativo en 
la cristalización del OxC. 
- CAP-pip (0,5 y 1 μg/ml) provoco cambios morfológicos 
significativos en los cristales, con cristales más pequeños y 
estructura característica del OxC dihidratado. 
- CAP-pip se adsorbió rápidamente en las caras cristalinas {1-2-
1} y {1-0-0} del OxC. 
 

Crecimiento de cristales 
semilla de HA (2 mg) por 
ensayo de composición 

constante. 

 
Cristalización de Oxalato de 
calcio (OxC) por ensayo de 
precipitación de soluciones 

iónicas. 

 
Empleo de péptidos CAP-pi y 
CAP-pip (0.5 y 1.0 μg/ml) en 

solución de oxalato de calcio por 
30 min. 

 

 

Proteína 
Osteoprotegerina (OPG) 

In vitro 
 

Zhang et al. 2019 34 
 

 
 

Cultivo de células troncales 
mesenquimales derivadas de 

la médula ósea de ratas 
Sprague-Dawley en un medio 

osteoinductor 

 
 

Empleo de la proteína de fusión 
OPG-Fc libre (5, 50 y 500 ng/ml) 
u OPG-Fc acoplada en válvulas 
aórticas descelularizadas en el 

día 1 de cultivo por 10 días  

 
-   OPG-Fc libre (500 ng/ml) inhibió significativamente la 
diferenciación osteogénica de las células. 
OPG-Fc libre (5-500 ng/ml)  inhibió significativamente el 
contenido de calcio en cultivo y la actividad de ALP dependiente 
de dosis en el día 7 de cultivo. 
-  OPG-Fc libre (500 ng/ml) en el día 7 de cultivo disminuyo 
significativamente los niveles de expresión de ARNm de BMP-2, 
OPN y OC. 
 

 
 

Péptido FTI-277 (Inhibidor 
de farnesil transferasa) 

In vitro 

 
Ponnusamy et al. 2018 35 

 
 

 
 
 

Cultivo de células de musculo 
liso vascular aisladas de 

explantes aórticos bovinos en 
un medio osteoinductor 

 
 

 

 
 
 
Empleo de FTI-277 (1–20 μM), 

manumycin A (10 y 20 μM), SH6 
(10 μM) o combinados en el día 

1 de cultivo por 12 días 
 
 
 
 

 
- FTI-277 (10-20 μM) inhibió significativamente la deposición 
mineral entre los días de cultivo 1-6. 
- FTI-277 (20 μM) inhibió significativamente la diferenciación 
osteogénica de las células.  
-  FTI-277 (20 μM) aumentó significativamente los niveles de 
expresión de ARNm de otro inhibidor, la proteína gla de la matriz 
(MGP). 
- Otros grupos experimentales estudiados y el grupo control no 
mostraron resultados significativos de inhibición de la deposición 
mineral. 

2
0
 



 

 

Tabla II. Cont. 

Proteína o péptido/  
entorno de empleo  

Ref. 

Descripción de 
población 

Descripción de 
la intervención 

Resultados 
reportados 

 

 
 

Proteína  
Osteopontina (OPN) 

In vitro 
 

Hoac et al. 2017 36 
  
 

 

 
 
Cristalización de depósitos de 
hidroxiapatita (HA) por ensayo 
de precipitación de soluciones 

iónicas. 

Empleo de: 
- OPN polimérica (0-1000  

μg/ml) (OPN de leche bovina y 
reticulada por transglutaminasa 

2 (TG2))  
- OPN polimérica fosforilada  

(0-700 μg/ml) en soluciones de 
cristalización de HA por 48 hrs 

y  
OPN de leche bovina y OPN 

polimérica (+TG2) (0-67.5  
μg/ml) en los días de cultivo 1, 

3, 6, 9 y 12 días. 

 
- OPN fosforilada (700 μg/ml) inhibió al 100% el crecimiento de 
HA. 
- OPN polimérica (>840 μg/ml) inhibió al 100% el crecimiento de 
HA  
- Tanto OPN fosforilada como OPN polimérica presentaron efecto 
inhibidor significativo a partir de concentraciones >63 μg/ml. 
 

 
Cultivo de células similares a 

osteoblastos MC3T3-E1 en un 
medio mineralizante 

-  OPN polimérica tuvo un efecto inhibidor significativo en la 
deposición de calcio dependiente de dosis sólo cuando se 
emplea de forma continua en días 1-12 de cultivo. 
- OPN bovina tuvo efecto inhibidor  en la deposición de calcio 
dependiente de dosis tanto en días 1-6 como 1-12 de cultivo. 
 

 

 
Factor de crecimiento 

fibroblástico (FGF) 
In vitro 

 
Cao et al. 2017 37 

 
 

 

 
 
 

Cultivo de células de musculo 
liso vascular aisladas de aorta 
de ratas Sprague-Dawley en 

un medio osteoinductor 

 
 
 
 

Empleo de FGF-21 (0-50 ng/ml) 
entre los días 3-9 de cultivo 

 
- FGF-21 (50 ng/ml) disminuyó la deposición de calcio 
dependiente del día de cultivo empleado (resultados más 
significativos obtenidos en el día 3). 
- FGF-21 (50 ng/ml) disminuyó significativamente los niveles de 
expresión de ARNm de BMP-2, ALP y RUNX2. 
-  FGF-21 (50 ng/ml) aumentó de manera significativa el nivel de 
expresión de ARNm de OPG. 
- Se demostró que la función de FGF-21 es dependiente del 
sistema OPG/RANKL y su expresión. 
 

 

 
Proteína Estaterina 

In vitro 
 

Xiao et al. 2015 38 
 
 
 
 

 
 
 

Cristalización de depósitos de 
hidroxiapatita (HA) por ensayo 

de microtitulación  de 
soluciones iónicas 

 
 

Empleo de estaterina (0-9 µM) y 
6 péptidos derivados (0.9-9 µM) 
en soluciones de cristalización 

de HA por 1 hr. 
1 péptido derivado (DR9) estaba 
fosforilado en sus residuos 2 y 

3. 

 
- Estaterina inhibió significativamente la cristalización de HA 
dependiente de la dosis. 
- Péptido fosforilado DR9 (2.7-9  µM) inhibió significativamente la 
cristalización de HA  
- Los 5 péptidos restantes no presentaron efecto inhibidor 
significativo. 
-  Simulaciones de dinámica molecular mostraron que el péptido 
fosforilado tenía una fuerte afinidad y rápida adsorción (después 
de 5 ns) a la HA. 
 
 
 

2
1
 



 

 

Tabla II. Cont. 
Proteína o péptido/  
entorno de empleo  

Ref. 

Descripción de 
población 

Descripción de 
la intervención 

Resultados 
reportados 

 
Péptido VTK 

In vitro 
 

Ramaswamy et al. 2015 39 
 

 

 
 

Cultivo de células similares a 
osteoblastos murinos MC3T3-

E1 en medio mineralizante 

 
 

Empleo del péptido VTK (0 y 
300  µM) en periodos de día  
1-6, 1-12 y 7-12 de cultivo 

- VTK (300  µM)  impidió la progresión de la mineralización una 
vez iniciada, al presentar un efecto inhibidor al 100% al emplearlo 
en los días 1-12 y 7-12 de cultivo. 
- VTK (300  µM) empleado en los días 1-6 de cultivo disminuyo 
en una menor media la progresión de la mineralización. 
-VTK (300  µM) aumentó  significativamente los niveles de 
expresión de ARNm de Runx2 y BSP, mientras que los niveles 
de OPN, Pit-1 y Ank disminuyeron. 
 

 
 
 

Péptido natriurético  
tipo C (CNP) 

In vitro 
In vivo 

 
Chen et al. 2014 40 

 
 
 

 
 
 

Cultivos de células de musculo 
liso vascular  aisladas de aorta 
de ratas Sprague-Dawley en 
un medio mineralizante por 

método de explantes. 
 

 
Empleo del péptido  

CNP (10-9 y 10-7 mol/L) en el 
cultivo de VSMC diferenciadas  
en el día 1 de cultivo por 4 días 

 
- CNP (10-9  mol/L) disminuyó significativamente la deposición de 
calcio en un 53% y la actividad de ALP en un 40%. 
- CNP (10-7 mol/L) disminuyó significativamente  la deposición de 
calcio en un 36% y 58 % actividad de ALP. 
 

 
 

Modelo animal  
Ratas macho Sprague-Dawley 

(n =17) con inducción de 
calcificaciones vasculares 

(CV) en aorta por vitamina D3 
más nicotina. 

Las ratas fueron divididas 
aleatoriamente en 3 grupos: 

- Grupo CV inducido  
- Grupo CV + CNP (n=8): se 

administró CNP humana (500 
ng/kg/h) 24 hrs después de la 

inducción de CV por vía 
subcutánea  mediante una mini 

bomba osmótica. 
- Grupo control (n=8), solo 
disolventes de vehículo. 

 

 
- Administración de CNP disminuyo en un 8% el LVW/BW (peso 
del ventrículo izquierdo/peso corporal) y la presión arterial 
sistólica en un 6%. 
- CNP disminuyó la deposición de calcio y la actividad de ALP en 
la aorta en un 52% y un 39 % respectivamente. 
-Administración de CNP redujo significativamente las 
calcificaciones en las aortas en comparación con los controles. 
- CNP disminuyó significativamente los niveles de expresión de 
ARNm de BMP-2 (73%) y OPN (45%). 

 
 

Proteína 
Osteopontina (OPN) 

In vitro 
 

de Bruyn et al. 2013 41 
 

 
 
 

Cristalización de depósitos de 
hidroxiapatita (HA) por ensayo 
de precipitación de soluciones 

iónicas. 

 
 

Empleo de 3 isoformas de OPN:  
- OPN nativa extraída de hueso 

de rata (1-4 μg/ml) 
- OPN fosforilada (1.5-8 μg/ml) 

- OPN recombinante de rata 
(0.5-6 μg/ml) 

 
- OPN nativa (1 μg/ml) causó retraso en el inicio de la 
precipitación y disminuyo significativamente el número de 
depósitos de HA. 
- OPN fosforilada causó un efecto en los depósitos de HA similar 
al de OPN nativa, pero a concentraciones más altas (6 y 8  μg/ml). 
-  OPN recombinante (> 1 μg/ml), no causó efecto significativo en 
la precipitación inicial de HA, pero ralentizó significativamente el 
crecimiento de los cristales. 
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Activina A 

In vitro 

 
Alves et al. 2013 42 

 

 
 

Cultivos de células troncales 
mesenquimales derivadas de 
la médula ósea humana en 

medio osteoinductor 

 
 

Empleo de activina A  
(0-25 ng/ml) en el día 1 de 

cultivo por 17 días 

- Activina A (25 ng/ml) disminuyó la actividad de ALP1 (>75%) en 
cultivo. 
- Activina A (25 ng/ml) provocó una producción deficiente de 
vesículas de la matriz por parte de las células diferenciadas. 
- Activina A (25 ng/ml) disminuyó significativamente la deposición 
de calcio entre los días 10-12 de cultivo, teniendo un efecto 
inhibidor en la mineralización de la matriz extracelular en los 
cultivos. 

 
 
 
 

Proteína Gla de la matriz 
(MGP) 
In vitro 

 
Goiko et al. 2013 43 

 
 
 
 

Cristalización de depósitos de 
hidroxiapatita (HA) y oxalato 

de calcio por ensayo de 
precipitación de soluciones 

iónicas 
  

Empleo de 6 péptidos (14 
aminoácidos c/u) derivados de 

MGP: 3 péptidos  
γ-carboxilados, 1 péptido 

fosforilado y 1 péptido con 
ambas modificaciones 

postraduccionales. 
- Para el ensayo de HA, se 

empleó concentraciones de 0-10 
μg/ml. 

-  Para el ensayo de OxC, se 
empleó concentraciones de 0-20 

μg/ml. 
 

 
 
 
- Péptido γ-carboxilado y fosforilado (YGlapS) (3 μg/ml) inhibió 
significativamente tanto la nucleación como en el crecimiento de 
los depósitos de HA comparado con los otros 5 péptidos 
estudiados. 
- Los fosfopéptidos YGlapS (5 μg/ml) y YEpS (20 μg/ml) 
mostraron mejor eficacia como inhibidores, al disminuir la 
formación de depósitos de oxalato de calcio dihidratado. 

 
Proteína  

Osteopontina (OPN) 
In vitro  

 
Boskey et al. 2012 44 

 
Cristalización de depósitos de 

HA por ensayo de 
precipitación en gel de 

soluciones de fosfato de calcio 
amorfo y con el sistema  

pH-stat 
 

Se empleo OPN de leche bovina 
(OPNm) (0-8 μM) y 3 

fragmentos (0-8 μM) en el 
ensayo: un fragmento N-

terminal, un fragmento central 
(SKK) y un fragmento C-

terminal.   
Por 20 minutos 

 
- Fragmento SKK (1 μM) mostro mejor eficacia en la inhibición en 
la formación y  crecimiento de HA en el sistema pH-stat y en gel. 
- Fragmento SKK (1-8 μM)) mostro mayor número de sitios de 
unión específicos a la HA.  
- SKK y OPNm mostraron no tener una afinidad significativa por 
colágena tipo I. 
 

 

Proteína 
Osteopontina (OPN) 

In vitro 
 

Chan et al. 2012 45 
 

 
 

Cristalización de depósitos de 
oxalato de calcio 

monohidratado (OCM) y 
dihidratado (OCD) por ensayo 
de precipitación de soluciones 

iónicas 

 
 

Empleo de 7 péptidos derivados 
de OPN murina (0-20 μg/ml) en 
soluciones de cristalización de 

OCM y OCD por 30 min. 
3 péptidos estaban fosforilados. 
 

 

- Los 3 péptidos fosforilados (2-20  μg/ml) inhibieron 
significativamente la cristalización de OCM. 
- Determinaron que a mayores concentraciones de péptidos 
fosforilados o con grupos carboxilatos contiguos en su secuencia, 
inhibían la formación de OCM.  
- Los péptidos fosforilados y que contenían  grupos carboxilatos 
en su secuencia promovieron significativamente la formación de 
OCD. 
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Péptido  

poli(ácido l-glutámico) 
In vitro 

 
Grohe et al. 2012 46 

 
 

 

 
 
 

Cristalización de depósitos de 
oxalato de calcio 

monohidratado (OCM) por 
ensayo de precipitación de 

soluciones iónicas 

 
 
 

Empleo del péptido poli-glu  
(0, 1 y 6 μg/ml) en soluciones de 

cristalización de OCM  
por 30 min. 

 
-   Péptido poli-glu a bajas concentraciones (1 μg/mL) inhibió 
significativamente el número y crecimiento de cristales de OCM. 
-  Péptido poli-glu a altas concentraciones (6 μg/mL) dio lugar a 
la formación de pocos cristales pequeños con una morfología 
cóncava con “forma de campana”. 
-  Se determinó que el péptido poli-glu (6 μg/mL) interactúa con 
mayor afinidad con la cara cristalina {100} del OCM, inhibiendo 
en esa dirección con mayor eficacia el crecimiento cristalino.  
 

 
 
 

Proteína Gla de la matriz 
(MGP) 
In vitro 

 
O'Young et al. 2011 47 

 
 

 
 

 
 
 
 

Crecimiento de cristales 
semilla de HA (2 mg) por 
ensayo de composición 

constante 

 
Empleo de 11 péptidos 

 (0-20 μg/mL) derivados de 
MGP humana en solución por 

periodos de incubación de  
20-240 min: 

- 6 péptidos nativos cubrían toda 
la secuencia de MGP. 

- 5 péptidos fueron modificados 
(2 fueron desfosforilados y  

3 des-γ-carboxilados). 
 

 
- Péptido YGlapS (contiene grupos fosfato y residuos gla) (2,96-
14 μg/mL) fue el inhibidor más potente al tener un efecto total en 
el crecimiento de HA. 
- Otros 5 péptidos nativos mostraron un efecto inhibidor con 
mínima eficacia y a altas concentraciones.  
- Péptidos desfosforilados no presentaron resultados 
significativos de inhibición. 
- Se determinó que el efecto inhibidor en el crecimiento de HA es 
más eficaz con modificaciones como la fosforilación, 
- Se determinó que la γ-carboxilación no influye en el potencial 
inhibidor de los péptidos. 
 

 

 
 
 

Proteína  
Osteopontina (OPN) 

In vitro 
 

Grohe et al. 2011 48 

 
 
 
 

Cristalización de depósitos de 
oxalato de calcio 

monohidratado (OCM) por 
ensayo precipitación de 

soluciones iónicas con orina 
humana ultrafiltrada 

 

 
Empleo en soluciones de 
cristalización por 3 hrs de: 

-  OPN renal humana  
(0-50  μg /ml) (contenía 7 
grupos carboxilatos y 8 

fosfatos). 
- 3 péptidos nativos derivados 

de OPN ósea de rata  
(0-90  μg /ml). 

- Un péptido derivado de OPN 
desfosforilado (0-90  μg /ml). 

 
 

 
-  Péptido fosforilado pOPAR y OPN humana (0,5-5 μg/ml) 
inhibieron significativamente la formación de OCM, alterando la 
morfología cristalina y promoviendo la formación de oxalato de 
calcio dihidratado (OCD). 
- Péptido derivado OPAR provoco un efecto similar al péptido 
fosforilado pero a altas concentraciones (2-30 μg/ml). 
- El análisis comparativo de los péptidos empleados demostró 
que los grupos carboxilato desempeñan un papel en la inhibición 
de la formación de OCM, mientras los grupos fosfato y carboxilato 
en conjunto promueven la formación de OCD. 
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Péptido Ghrelina 
In vivo 

 
Wang et al. 2011 49 

 
 
 
 

 
 
 

Modelo animal  
Ratas macho Sprague-Dawley 

(n= 36) con calcificaciones 
inducidas en miocardio por 

nicotina (25 mg/kg) y vitamina 
D3 (300,000 IU/kg) 

administrada vía intramuscular 

Ratas se dividieron 
aleatoriamente en 4 grupos (n=9 

para cada grupo):  
- Grupo control (solución salina).  

- Grupo nicotina+vitamina D3 
(NVD). 

- Grupo 1 NVD + Ghrelina 
(1 nmol/kg/día) 

 -Grupo 2 NVD + Ghrelina 
(10 nmol/kg/día) 

Administración del péptido 
ghrelina fue por inyección vía 
subcutánea por 4 semanas 

 

 
- La administración de ghrelina disminuyó significativamente los 
niveles de calcio en miocardio (grupo 1 bajo un 13% y grupo 2 un 
28%) en comparación con el grupo NVD. 
-  Disminuyo la actividad significativamente de ALP en miocardio 
y plasma dependiente de la dosis de ghrelina (grupo 1 bajo un 
18% y grupo 2 un 27%). 
- Aumentó el nivel de expresión de ARNm de OPN  más de 3 
veces en los 2 grupos de ghrelina comparado con el grupo NVD  
. Disminuyo aprox. 60-80% el nivel de expresión de ARNm de 
Endotelina-1 dependiente de la dosis. 
 
 

 
 
 

Proteína 
Esclerostina (SCL) 

In vitro 
 

Atkins et al. 2011 50 
 
 

 

 
 
 
 

Cultivo de células similares a 
osteoblastos primarios 

aislados de hueso humano en 
medio mineralizante  

Empleo de: 
- Esclerostina recombinante 
humana (1, 10 y 50 ng/ml). 

- Péptido trifosforilado ASARM 
derivado de MEPE humano 

(1, 10 y 20 μM). 
-  Péptido SPR4 que representa 

la región de unión de PHEX 
humana (10 μM) 

En el día 1 de cultivo por 35 
días, empleado en diferentes 

periodos de tiempo.  
 

 
- SCL disminuyo significativamente la incorporación de calcio en 
los cultivos celulares de manera dependiente de la dosis. 
- SCL (50 ng/ml) aumento su efecto inhibidor de la deposición de 
calcio en cultivo al emplearla en los días 21 y 28. 
- SCL (10-50 ng/ml) aumentó los niveles de expresión de ARNm 
como de la concentración de la fosfoglicoproteína MEPE. 
- Péptido ASARM (10-20  μM) inhibió un 100% la deposición de 
calcio tras su empleo de 28 días en cultivo. 
-  Se demostró que SCL actúa a través de la regulación del eje 
PHEX/MEPE en el estadio de precursores celulares (pre-
osteoblasto). 
 

 
 
 

Proteína  
Osteopontina (OPN) 

In vitro 
 

Thurgood  et al. 2011 51 
 

 

 
 
 

Depósitos de oxalato de calcio 
dihidratado (OCD) en un 

medio de orina ultrafiltrada e 
incubadas con células de riñón 
canino Madin Darby (MDCK)  

 

 
 

Empleo de OPN de leche 
humana (en 3 alícuotas 

preparadas con 0, 1.0 y  5.0 
mg/L), incubadas del día 2 a 10. 

Se estudio la OPN unida a la 
superficie cristalina y OPN 

intracristal. 

 
- OPN (1-5 mg/L) unida a la superficie cristalina no mostro valores 
significativos de disminuir la resistencia de degradación de OCD 
a los 10 días de incubación. 
- OPN (1-5 mg/L) intracristal disminuyo significativamente la 
resistencia de disolución del OCD a los 10 días de incubación. 
- OPN (1-5 mg/L) intracristal empleada por 6 días provoco una 
alteración significativa en la morfología de OCD. 
- OPN (5 mg/L) disminuyo un 43% el tamaño de los cristales de 
OCD de forma dependiente de la dosis.  
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Fosfoglicoproteína de 
matriz extracelular 

(MEPE)  
y péptido derivado 

ASARM 
In vitro  

 
Boskey et al. 2010 52 

 
 

Crecimiento de cristales 
semilla de HA (2 mg) por 
ensayo con un sistema 

dinámico de difusión iónica en 
gel 

 

Empleo en el sistema de 
difusión por 3.5 y 5 días de: 

- Proteína MEPE (0–50 μg/ml). 
- Proteína MEPE desfosforilada 

(0–50 μg/ml). 
- Péptido ASARM derivado de 

MEPE (fosforilado y no 
fosforilado) (0–50 μg/ml). 

- Péptido ASARM fosforilado inhibió significativamente el 
crecimiento de HA dependiente de la dosis; pero  se perdió el 
efecto inhibidor con ASARM desfosforilado. 
-  Proteína MEPE a bajas dosis (<25 μg/ml) actuó como promotor 
del crecimiento de HA, pero a altas dosis (>50 μg/ml) tuvo un 
efecto inhibidor significativo en HA. 
- Proteína MEPE desfosforilado no presento efecto significativo 
en el crecimiento de HA. 
 

 
 
 

Péptido  
Intermedina (IMD) 

In vitro 
In vivo 

 
Cai et al. 2010 53 

 
 
 
 
 

 

 
Cultivos de células de musculo 
liso vascular  aisladas de aorta 
de ratas Sprague-Dawley en 

un medio osteoinductor 
   

 
Empleo del péptido  

IMD (10-7 y 10-8 mol/L) en el día 
1 de cultivo por 7 días 

- IMD (10-7 y 10-8 mol/L) inhibe significativamente la deposición 
de calcio y la actividad de ALP en los cultivos por medio de su 
efecto de aumentar los niveles de la proteína gla de la matriz en 
los cultivos. 
- IMD (10-7 mol/L)  aumentó significativamente los niveles de 
expresión de ARNm de marcadores celulares del linaje  del 
músculo liso. 

 
 

Modelo animal  
Ratas macho Sprague-Dawley 

(n =17) con calcificaciones 
vasculares (CV) inducidas por 
vitamina D3 (300 000 IU/kg) 
vía intramuscular y nicotina 
(25 mg/kg) vía intragástrica 

 

Ratas se dividieron 
aleatoriamente en 3 grupos: 
- Grupo control (n=10), solo 

disolventes de vehículo. 
- Grupo CV inducido. 

- Grupo CV + IMD (n=7):  
 100 ng/ kg−1/h−1 por vía 

subcutánea mediante una mini 
bomba osmótica 24 hrs después 

de la inducción de CV. 
Administración del péptido IMD 

por 4 semanas. 

 
- Grupos CV inducidos mostraron menor presencia de IMD 
intrínseco comparados con los grupos control. 
- Grupos CV inducidos presentaron un mayor depósito de calcio 
vascular así como una mayor actividad de ALP en plasma 
comparado con los grupos control. 
- Administración de IMD redujo significativamente (aprox. 80%) el 
depósito de calcio en comparación con los grupos CV inducidos. 
 - IMD redujo aprox. 7 veces la actividad de ALP tisular y en 
plasma a comparación con los grupos CV inducidos. 

 
 
 

Proteína  
Osteopontina (OPN) 

In vitro 
 

Silverman et al. 2010 54 
 

 
 
 

Cristalización de depósitos de 
HA por ensayo de 

precipitación de soluciones 
iónicas 

 
Empleo de 3 péptidos con 6 

aminoácidos c/u derivados de 
OPN en soluciones de 
cristalización por 2 hrs: 

- 2 péptidos nativos 
(0-2  μmol/ml) con secuencias 

SDESDE y DDDDDD. 
- 1 péptido SDESDE fosforilado  

(0-2  μmol/ml). 

- Péptido fosforilado (>0,67 μmol/ml) fue el inhibidor más efectivo 
de crecimiento de HA. 
- Péptido nativo SDESDE no mostró ningún efecto en el 
crecimiento de HA. 
- Péptido nativo DDDDDD (0.68-1.4  μmol/ml) mostro un efecto 
moderado pero poco significativo en la inhibición del crecimiento 
de HA. 
- Análisis de adsorción por el modelado molecular mostro 
tendencias de energía de unión de los hexapéptidos 
principalmente a la cara cristalina [100] de HA. 
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Péptido ASARM  
derivado de OPN 

In vitro 
 

Addison et al. 2010 55 
 

 
 

 
 
 
 

Cultivo de células similares a 
osteoblastos MC3T3-E1 de 
calvaria murina en medio 

mineralizante 
 

 
Empleo de 4 péptidos derivados 

del dominio ASARM de OPN 
humana en el día 1 de cultivo 

por 12 días: 
- 3 péptidos con 0 (OpnAs0), 3 

(OpnAs3) y 5 (OpnAs5)  
fosfoserinas (0-20 μM). 

- 1 péptido nativo (control)  
(0-20 μM) 

- Empleo adicional de enzima 
PHEX (20 μg/ml) 

 

- Péptido OpnAs0 no mostró ninguna unión a HA y no tuvo algún 
efecto en la mineralización del cultivo. 
- Péptido OpnAs3 a altas concentraciones (20 μM) inhibió 
significativamente la deposición de calcio en cultivo. 
- Péptido OpnAs5 a bajas concentraciones (1 μM) fue el inhibidor 
más potente al disminuir al 100% la deposición de calcio. 
- Demostraron por análisis de modelado molecular que el número 
de fosforilaciones de los péptidos es determinante y proporcional 
a  la unión con la HA. 
- Mostraron que la enzima PHEX puede modular selectivamente 
la actividad de los péptidos ASARM dependiente de la 
fosforilación, al solo tener efecto en el péptido de 3 fosfoserinas 
(OpnAs3) durante el proceso de mineralización. 

 
 
 
 

Péptido VTK 
In vitro 

 
Addison et al. 2010 56 

 
 
 

4 discos de apatitas: 
- Apatita similar a hueso. 

- Hidroxiapatita. 
-2 tipos de apatita que 

contenían inicialmente 5.6% y 
10.5% de carbonato. 

Empleo de 2 péptidos variantes 
de VTK (0-300  μM) en discos 

de apatitas por 18 hrs: 
- 1 péptido VTK nativo y 1 
péptido VTK fosforilado. 

 
Para el estudio en cultivos, se 
emplearon 4 variantes de VTK 

en el día 1 de cultivo por 12 
días.: 

- 2 péptidos VTK (nativo y 
fosforilado) (0-300  μM) 
- 2 variantes VTK con 
aminoácidos revueltos  

(0-300  μM). 

 
- Péptido VTK fosforilado (200-300  μM) se adsorbió 10 veces 
más a los discos con apatita similar a hueso, y 2 veces más a las 
apatitas carbonatadas, en comparación con el péptido nativo.   
- No hubo diferencias significativas en la adsorción de VTK y VTK 
fosforilado a la HA. 

 
 

Cultivo de células similares a 
osteoblastos MC3T3-E1 de 
calvaria murina en medio 

mineralizante 
 

 
- Péptido VTK fosforilado (200-300  μM) fue el único que mostro 
un efecto inhibidor del 100% en mineralización en el día 12 de 
cultivo.  
- Los péptidos variantes no tuvieron efecto inhibidor mayor a los 
péptidos VTK nativo y fosforilado, por lo que el orden de la 
secuencia de aminoácidos es crítico para la regulación de la 
mineralización in vitro. 

 

 
Proteína 

Adiponectina (AN) 
In vitro 

 
Luo et al. 2009 57 

 
 

 
 
 

Cultivo de células de musculo 
liso vascular C57BL/6 aisladas 
de aorta murina deficientes de 

adiponectina en medio 
osteoinductor 

 

 
 
 

Empleo de AN  
(0, 3, 10 y 30 μg/ml) en el día 4 
de cultivo durante periodos de 
5-60 minutos, 48 hrs y 20 días 

- AN (10-30 μg/ml) disminuyo significativamente la actividad de 
ALP tras 48 hrs de empleo en cultivo.  
- AN (10-30 μg/ml)  disminuyo significativamente los niveles de 
expresión de ARNm de osteocalcina y Runx2  tras 48 hrs de 
empleo en cultivo.  
- AN (30 μg/ml) inhibió la formación de nódulos minerales en 
matriz celular tras 20 días de empleo en cultivo. 
- Tras el empleo de AN por 60 mins. en cultivo, se demostró que 
inhibió la diferenciación de VSMC a un linaje osteoblástico a 
través de la vía AdipoR1/ p38. 
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Proteína 
Osteopontina (OPN) 

In vitro  
 

Langdon et al. 2009 58 
 

 

 
 
 

Cristalización de depósitos de 
oxalato de calcio 

monohidratado (OCM) por 
ensayo de precipitación de 

soluciones iónicas 

 
Empleo de 3 isoformas de OPN 

en soluciones por 0-58 mins: 
- OPN de leche bovina (OPNm), 

altamente fosforilada  
(0-10 μg/ml). 

- OPN de hueso de rata (OPNb), 
fosforilada en menor cantidad  

(0-10 μg/ml). 
- OPN recombinante (OPNr) 
desfosforilado (0-10 μg/ml). 

 

 
- Las 3 isoformas de OPN (10 μg/ml) provocaron una disminución 
significativa del tamaño de los depósitos de OCM. 
- OPNm (10 μg/ml) fue el más eficaz de las 3 isoformas, al 
disminuir 4 veces el tamaño de los depósitos de OCM. 
- Se observo un efecto significativo de interacción entre OPNm 
(10 μg/ml)  y OPNb (10 μg/ml) con la cara {100} del OCM. 
- OPNb (10 μg/ml) provoco en los 31-58 mins de empleo 
modificaciones significativas en OCM, debido a que presento una 
morfología en “forma de campana”. 
 

 
 

Proteína  
Osteopontina (OPN) 

In vitro 
 

Hunter et al. 2009 29 
 

 

 
 
 

Cristalización de depósitos de 
oxalato de calcio 

monohidratado (OCM) por 
ensayo de precipitación de 

soluciones iónicas    

 
Empleo de 3 isoformas de OPN 

en soluciones por 45 min: 
- OPN de leche bovina (OPNm), 

altamente fosforilada (2 y 5 
μg/ml).  

- OPN de hueso de rata (OPNb), 
fosforilada en menor cantidad (2 

y 5 μg/ml). 
- OPN recombinante (OPNr), sin 

fosforilación (2 y 5 μg/ml). 
 

 
 
-  Las 3 isoformas de OPN (5 μg/ml) se adsorbieron 
significativamente en los bordes entre las caras cristalinas {100} 
y {121} de OCM. 
- OPNb y OPNm (5μg/ml) provocaron alteraciones significativas 
en el crecimiento (cristales más pequeños) y en la morfología 
(cristales cóncavos en forma de “campana”) del OCM. 
- OPNr (5μg/ml) no tuvo efectos significativos en el crecimiento ni 
morfología de OCM. 
 

 
 
 

Péptido ASARM  
derivado de MEPE  

In vitro  
 

Addison et al. 2008 24 

 
 

 
 

 
 
 
 

 
Cultivo de células similares a 
osteoblastos MC3T3-E1 de 
calvaria murina en medio 

mineralizante 
 

 
 
 

Empleo de 2 péptidos sintéticos 
derivados del dominio ASARM 

de MEPE humana en el día 1 de 
cultivo por 12 días.: 

- Péptido nativo (ASARM)  
(0-20 μM) 

- Péptido con 3 fosfoserinas 
(ASARMp) (0-20 μM)  

 

 
- ASARMp (1-20 μM) inhibió significativamente la deposición de 
calcio en cultivo, obteniendo un efecto inhibidor del 100% a 
concentración 20 μM. 
-  ASARMp (20 μM) tuvo un efecto inhibidor del 100% cuando se 
empleó en cultivo en los días 6-12, lo que se correlaciona con la 
etapa de mineralización de la matriz. 
- ASARMp (20 μM) no tuvo efecto inhibidor en la actividad de 
ALP, en la deposición de colágena ni en los niveles de expresión 
de ARNm de osteocalcina y BSP en los cultivos. 
-  ASARM nativo no mostró efecto inhibidor  significativo en la 
deposición de calcio en los cultivos. 
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Proteína 

Osteopontina (OPN) 
In vitro  

 
Grohe et al. 2007 59 

 
 

 
 
 
Cristalización de depósitos de 

oxalato de calcio 
monohidratado (OCM) por 
ensayo de precipitación de 

soluciones iónicas   

 
 

Empleo de 3 péptidos derivados 
de OPN ósea de rata en 
soluciones por 45 min: 

Los péptidos (2 o 20 µg/ml) 
contenían cero (P0), uno (P1) o 
tres (P3) fosforilaciones en su 

secuencia. 
 

 
- P1 y P3 fueron los únicos que presentaron efectos significativos 
en la inhibición del crecimiento de OCM dependiente de la dosis.  
-  P3 (20 µg/ml) fue el que causo mayor efecto inhibidor en el 
crecimiento cristalino en dirección a las caras cristalinas {001} en 
un 33%, {010} en un 13% y {100} en un 64%. 
- P3 (20 µg/ml) disminuyó en un 94% el volumen total de los 
depósitos de OCM. 
-  En los 3 péptidos empleados se determinó que el ácido 
aspártico y ácido glutámico (no las fosfoserinas) son los 
aminoácidos en mayor contacto con la superficie del cristal. 
 

 
 
 
 

Proteína 
Osteopontina (OPN) 

In vitro  
 
 

Gericke et al. 2005 30 
 

 

 
Crecimiento de cristales 
semilla de HA (2 mg) por 
ensayo con un sistema 

dinámico de difusión iónica en 
gel 

 
Empleo de un polímero de 

OPNm (leche bovina) ligado a 
transglutaminasa (0-100 μg/ml) 
solo para el ensayo de sistema 
en gel y 3 isoformas de OPN  

(0-100 μg/ml) en los 2 ensayos: 
- OPN de leche bovina (OPNm) 

fosforilado y no fosforilado.  
- OPN de hueso de rata (OPNb) 

fosforilado y no fosforilado. 
- OPN recombinante (OPNr), sin 

fosforilación. 
 

 
-  De todos los grupos experimentales solo OPNb (100 μg/ml), 
OPNm (10 μg/ml) y el polímero de OPNm (25 μg/ml) inhibieron 
significativamente la formación y crecimiento de HA en un 
sistema en gel. 
 

 
Cristalización de depósitos de 

HA por ensayo de 
precipitación de soluciones de 

fosfato de calcio amorfo 
 

 
-   OPNm y OPNb en  bajas concentraciones (0-10  μg/ml) 
mostraron un efecto mínimo sobre la conversión cristalina a HA. 
-  OPNm en concentraciones altas (50 μg/ml), solo tuvo efecto 
significativo en retardar la conversión a HA. 
 
 
 

 

 
Proteínas Fetuina-A y 

Osteoprotegerina (OPG) 
In vitro  

 
Moe et al. 2005 60 

 
 
 

 

 
 
 

Cultivo de células musculares 
lisas vasculares bovinas en 

medio osteoinductor con suero 
de pacientes urémicos o suero 

normal 
 

 
 
 

Empleo de fetuina-A (0, 100, 
500 y 1000 μg/mL) y de  

OPG (0 y 200 ng/mL) en los 
días 7 y 14 de cultivo. 

 
- Fetuina-A (1000 μg/mL) disminuyo significativamente los niveles 
de mineralización solo en los cultivos con suero normal. 
- OPG (200 ng/mL) no tuvo efecto inhibidor en los niveles de 
mineralización en cultivos tanto con suero normal como urémico. 
- Células en medio osteoinductor y sin empleo de fetuina y OPG 
mostraron un aumento significativo en los niveles de expresión 
de ARNm de proteína gla de la matriz dependiente del día de 
cultivo, principalmente en los grupos con suero urémico. 
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Proteína  
Osteopontina (OPN) 

In vivo 
 

Ohri et al. 2005 61 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

Modelo animal 
Ratas hembra deficientes de 
OPN (n=11) con implantes 
subcutáneos de tejido de 

pericardio bovino fijado con 
glutaraldehído (0,625%) en 

espalda de cada rata por 3, 7, 
14 y 30 días 

 
 
 

 

Ratas en 2 grupos aleatorios: 
- Grupos experimentales (n=8) 
se inyectaron en el lugar del 

implante 100 μl de una solución 
de dif. isoformas de OPN: OPN 

recombinante de rata (850 
μg/ml), OPN con 6 histidinas 

(850 μg/ml),  
OPN fosforilada (850 μg/ml) u 

OPN fosforilada con un dominio 
RGD (arginina-glicina-aspartato) 

(850 μg/ml).    
- Grupos control (n=3) se 
inyectaron PBS (100 μl).  

Los puntos de tiempo de las 
inyecciones fueron en los días 
2, 4 y 6 (siendo el día 0 el día 

del implante). Los explantes se 
obtuvieron en el día 7. 

 
 
-  En los explantes de los días 7, 14 y 30 sin intervención se 
observó un aumento significativo de los niveles de calcio. 
- Administración de OPN recombinante en los sitios de los 
implantes de los grupos experimentales redujo significativamente 
la deposición de calcio en aprox. 72% en comparación con los 
grupos control. 
-  OPN con 6 histidinas no tuvo efecto inhibidor de la deposición 
de calcio. 
-  OPN fosforilada y con un dominio RGD mostro el máximo efecto 
inhibidor de la deposición de calcio a comparación con los grupos 
control. 
-  OPN fosforilada con RGD aumento los niveles de  anhidrasa 
carbónica en las células periféricas al implante. 

 
 

Proteína 
Osteopontina (OPN) 

In vitro  
 

Pampena et al. 2004 62 
 

 

 
 
 

Cristalización de depósitos de 
HA por ensayo de 

autotitulación de composición 
constante 

 

Empleo de 4 péptidos derivados 
de OPN de hueso de rata por 

600 min: 
- OPN 7-17 (2 fosfoserinas)  

(0-40 µg/ml).  
- OPN 41-52 (2 fosfoserinas)  

(0-40 µg/ml). 
- OPN 248-264 (3 fosfoserinas)  

(0-40 µg/ml). 
- OPN 290-301 (con 3 

fosfoserinas) (0-40 µg/ml). 

 
-  Péptidos OPN 41-52 y OPN 290-301 presentaron un efecto 
inhibidor aprox. 4 veces más potente en la formación y 
crecimiento de HA dependiente de la dosis, a comparación de los 
otros péptidos estudiados. 
- OPN 41-52 fue el inhibidor más eficaz en un análisis de tiempo 
constante, al tener el potencial de inhibir por 50.1 minutos la 
formación y crecimiento de HA por cada 1 µg/ml de péptido 
empleado. 

 

Proteína MEPE y péptido 
derivado ASARM 

In vitro  
 

Rowe et al. 2004 63 
 

 
Cultivo de células similares a 
osteoblastos murinos 2T3 en 

medio mineralizante con BMP-
2 

(100 ng/ml) o sin BMP-2  
 

 
Empleo en los días 13 y 20 de 

cultivo de: 
- Proteína MEPE humana  
(0, 100, 500 y 800 ng/ml). 

- Péptido ASARM derivado de 
MEPE (60 y 300 ng/ml). 

 

- Proteína MEPE en alta concentración (500 ng/ml) inhibió 
significativamente la mineralización tanto en el día 13 como 20 de 
cultivo con BMP2. 
- MEPE en los cultivos sin BMP2 no tuvo efecto significativo sobre 
la mineralización y las células eran idénticas a los cultivos 
controles. 
- Péptido ASARM (60 ng/ml)  inhibió significativamente la 
mineralización en los cultivos con BMP2, pero no mostro un mejor 
potencial inhibidor que la proteína MEPE. 
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Proteína BMP-2 
In vitro 

 
Zhao et al. 2003 64 

 
 
 

Cultivo de cementoblastos 
murinos OC-CM 30 en medio 
mineralizante con  noggin (1 

mg/mL)  
o sin noggin. 

 

 
 
 
 

Empleo de BMP-2  
(0-300 ng/ml) en el día 1 de 

cultivo por 5 días 

 
-  BMP-2 disminuyó significativamente los niveles de expresión 
de ARNm de la sialoproteína ósea y colágena tipo I de forma 
dependiente de la dosis. 
- BMP-2 (300 ng/ml) aumentó  significativamente los niveles de 
expresión de ARNm de OPN y OC. 
-  BMP-2 inhibió significativamente la formación de nódulos 
minerales de forma dependiente de la dosis. 
- Noggin (100 ng/ml) revirtió significativamente el efecto inhibidor 
de BMP-2. 
 

 
 
 
 

Proteína Fetuina 
In vitro  

 
Price et al.2003 65 

 
 

 

 
 
 
 

Cristalización de depósitos de 
HA por ensayo de 

precipitación de soluciones 
iónicas   

 
 
 
 

Empleo de fetuina (0-5 mg/ml) 
por 48 hrs y 14 días en las 
soluciones de precipitación 

 

 
-  Fetuina (5 mg/ml) inhibió de manera significativa la precipitación 
de una fase mineral de fosfato de calcio, y la solución permaneció 
estable en molaridad durante 3 horas de observación. 
-  Fetuina (5 mg/ml) provoco disminución de los niveles de calcio, 
de 5 a 3 mM en 1 hora y de 3 a 0,9 mM entre las 20-24 h de 
empleo. 
- En las soluciones control (sin empleo de fetuina) la precipitación 
a depósitos minerales se produjo a los 10 minutos de ensayo.  
- Se demostró que los cambios en los niveles de calcio en 
solución se deben a la formación de complejos de calcio-fosfato-
fetuina estable entre los días 2-14.  
 

 
 

Hormona Paratiroidea 
(PTH) y 

Proteína gla de la matriz 
(MGP) 
In vitro  

 
Gopalakrishnan et al. 2001 66 

 
  

 
 

 
 
 
 
 

Cultivo de células similares a 
osteoblastos MC-4 en medio 

mineralizante 
   

 
 
 

Empleo de PTH (10−7M) en el 
día 6 de cultivo por 2 días. 
Además, para el estudio de 
acción de PTH se empleó: 

-  Vitamina K (10 μM)  
-  Warfarina (20 μM) 

 
- PTH inhibió la mineralización en los cultivos aprox. en un 30% 
después de 3 hrs y 50% después de 6 hrs del empleo. 
- PTH indujo a las 3 hrs un aumento significativo en el nivel de 
expresión de ARNm de MGP, y después de 6 hrs, la expresión 
de MGP fue de 6-8 veces mayor. 
- Warfarina (inhibidor de MGP) inhibió los efectos de la PTH sobre 
la mineralización en cultivo, mientras que la vitamina K aumentó 
la actividad de la PTH. 
- Se determinó que la inhibición de la mineralización en cultivos 
se correlaciona con la inducción de la expresión de MGP. 
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Proteína 

Osteopontina (OPN) 
In vitro  

 
Jono et al. 2000 67 

 
 

 
 
 

Cultivo de células musculares 
lisas vasculares de aorta fetal 

humano en medio 
osteoinductor con un sistema 

de elevación del fosfato 
inorgánico  

(2 mM) 
 

 
 

Empleo en cultivos en los  
días 1-4 de: 

- OPN total nativa con (0-15 nM) 
o sin fosforilación 

(0-75 nM). 
- Fragmentos N- y C- terminal 
de OPN con o sin fosforilación  

(15 nM). 

 
-  OPN nativa (15 nM) inhibió significativamente la deposición de 
calcio en cultivos. 
-  OPN fosforilada (75 nM) mostro el potencial más alto de 
inhibición de 31% en la deposición de calcio comparado con el 
efecto de OPN nativa. 
- El efecto de OPN se potencia acorde al tiempo de fosforilación 
sometida, debido a que 90 minutos de fosforilación de OPN, 
mostro un más alto efecto inhibidor significativo. 
- Fragmentos fosforilados de OPN (15 nM) inhibieron 
significativamente la deposición de calcio, con resultados 
similares a la OPN total fosforilada (15 nM). 
 

 
 

 
Proteína 

Osteopontina (OPN) 
In vitro  

 
Wada et al. 1999 68 

 

 
 
 

Cultivo de células musculares 
lisas vasculares de aorta 

bovina en medio 
osteoinductor. 

Se realizo un estudio de 
adición de calcio  

(1.8-2.8 mM) al medio de 
cultivo.  

 

 
 
 
 
Empleo de OPN (0.05-5 μg/ml) 
purificada de cultivos de células 
musculares lisas neonatales de 
rata en el día 4 de cultivo por 10 

días.  

 
- OPN inhibió significativamente la deposición de calcio en los 
cultivos dependiente de la dosis. 
- OPN (5 μg/ml) no inhibió la actividad de la ALP ni redujo los 
niveles de fósforo en el medio de cultivo. 
- La adición de calcio a los cultivos (2.8 mM) revirtió el efecto 
inhibidor de OPN sobre la deposición de calcio. 
- Se reporto que la OPN estaba íntimamente asociada en el 
crecimiento de los cristales, lo que mostro que el efecto inhibidor  
de OPN no estaba mediado solo por la quelación de calcio, sino 
por la interacción directa de OPN con las superficies de los 
cristales. 
 

 
 
 

Proteína Activina A 
In vitro  

 
Ikenoue et al. 1999 69 

 

 
 
 
 

Cultivo de células similares a 
osteoblastos aislados de 
calvaria de rata Sprague-

Dawley en medio 
mineralizante  

 

 
 
 
 

Empleo de activina-A 
recombinante humana  

(0-100 ng/ml) en los días 0-5,  
5-9, 9-14 o 14-19 de cultivo 

 
-  Activina A disminuyó el número y tamaño promedio de los 
nódulos minerales en cultivo dependiente de la dosis, teniendo 
mayor eficacia cuando se agregó en los días 0-5 de cultivo. 
- No tuvo efecto significativo en el crecimiento de nódulos 
minerales cuando se agregó Activina A en los días 14-19 de 
cultivo. 
- No tuvo efecto negativo en la proliferación de las células en 
cultivo. 
-  Activina A disminuyo significativamente  los niveles de 
expresión de ARNm de COL tipo I, ALP, ON y OPN en cultivo. 
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Factor de crecimiento 
derivado de plaquetas 

(PDGF) 
In vitro  

 
Hsieh et al. 1998 70 

 

 
 
 
 
 
 

Cultivo de células similares a 
osteoblastos aislados de 
calvaria de rata en medio 

mineralizante 

 
 
 
 
 
 

Empleo del dimero PDGF-BB  
(0-50 ng/ml) en el día 1 de 

cultivo por 5 semanas 

 
- PDGF-BB disminuyo significativamente el área total de los 
nódulos mineralizados en cultivo dependiente de la dosis, 
teniendo un efecto inhibidor del 100% a 50 ng/ml. 
- PDGF-BB (50 ng/ml) aumentó significativamente la proliferación 
celular cuando se empleó en las semanas 2-3 de cultivo. 
-   PDGF-BB empleado antes del día 21 mostro el mayor efecto 
en la actividad de ALP, al provocar una reducción del 70-80% a 
largo plazo. 
- PDGF (50 ng/ml) tuvo mayor efecto inhibidor de la 
mineralización al emplearlo por largos periodos de tiempo en 
cultivo (0-35 días). 
- PDGF (50 ng/ml) empleado por periodos cortos en cultivo (días 
7 y 14 de cultivo) tuvo un efecto promotor en la mineralización.  
 
 

 
Péptido 

Endotelina (ET) 
In vitro  

 
Hiruma et al. 1998 71 

 
 

Cultivo de células similares a 
osteoblastos aisladas de 

calvaria de rata Wistar recién 
nacida en medio mineralizante 

 
 

Empleo de 3 isoformas de 
endotelina (10−7M): 

ET-1, ET-2 y ET-3 en el día 1 de 
cultivo por 14 días 

 
-  ET-1 y ET-2 con resultados similares, disminuyeron 
significativamente la deposición de calcio, mostrando un efecto 
inhibidor más potente comparado con ET-3. 
- ET-1 y ET-2 disminuyeron en un 40% el número y el área total 
de los nódulos mineralizados en cultivo comparado con los 
grupos control, y con mayor eficacia que ET3. 
 

 
- Osteopontina (OPN) 
- Osteocalcina (OC)  
- Osteonectina (ON)  

- Sialoproteína ósea (BSP) 
- Fosforina de la dentina 

(DPP) 
- Condrocalcina (CC) 

In vitro  
 

Hunter et al. 1996 72 

 

 
 
 
 

Cristalización de depósitos de 
HA por ensayo de 

autotitulación de composición 
constante 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

Empleo de proteínas asociadas 
a tejido mineral en un periodo 
de 1000 minutos en el ensayo, 
cada una en diferentes grupos 
experimentales en rangos de 
concentración 0,01-10 µg/ml  

 
 
- De todas las proteínas empleadas en el estudio, solo la OPN y 
OC mostraron un efecto inhibidor significativo. 
-  OPN (0.32-10 µg/ml) fue el inhibidor más potente, 
específicamente en la formación y crecimiento de depósitos de 
HA dependiente de la dosis. 
- OC solo a altas concentraciones (6.1-10  µg/ml) mostro un 
efecto inhibitorio en la HA, específicamente mediante  el retraso 
de la nucleación de los depósitos.  
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Factor de crecimiento 
transformante beta  

(TGF-β) 
In vitro 

 
Talley-Ronsholdt et al. 1995 73 

 

 
Cultivo de células similares a 

osteoblastos aisladas de 
calvaria de rata Sprague-
Dawley recién nacida con 
medio mineralizante y en 
geles de colágena o en 

monocapas  
 

 
 

Empleo de  TGF-β1 (0-10 pM) 
recombinante humana  y de 

plaquetas porcinas en el día 1 
de cultivo por 24 días 

-  TGF- β1 (8-10 pM) tuvo un efecto mínimo pero significativo de 
inhibición del crecimiento celular (aprox. 16-18%) en el día 12 
tanto en los cultivos en gel de colágena como en monocapa.  
-  TGF-β1 (10 pM) disminuyo de manera significativa la actividad 
de ALP en aprox. 50% en el día 12 de los cultivos en geles de 
colágena.  
- TGF-β1 (10 pM) inhibió al 100% la deposición de minerales en 
los cultivos en monocapa y en aprox. al 95% en los cultivos en 
geles de colágena en el día 19. 
 

 

 
Proteína 

Osteopontina (OPN) 
In vitro 

 

Polipéptido sintético de 
ácido aspártico (poly-aa) 

In vitro 
 

Hunter et al. 1994 74 

 
 
 
 
 

Cristalización de depósitos de 
HA mediante 2 ensayos: 

- autotitulación de composición 
constante.  

- geles de agarosa. 
 

 
En ensayo de autotitulación, se 

empleó de OPN (0-1 µg/ml) 
purificada de calvaria porcina y 

OPN desfosforilada o 
descarboxilada (0.01-4 µg/ml)  

en un periodo de 1000 minutos. 
 

En ensayo con geles de 
agarosa se empleó por 5 días: 
- OPN nativa, desfosforilada y 
descarboxilada (0-100 µg/ml) 

- Poly-aa (100-250 µg/ml) 

- OPN sin modificaciones inhibió significativamente la formación 
de depósitos de HA en el ensayo de autotitulación dependiente 
de la dosis. 
- OPN desfosforilada no tuvo efecto inhibidor significativo en la 
formación de HA por autotitulación. 
- Polipéptido poly-aa (100 µg/ml) inhibió aprox 31% la formación 
de HA en el ensayo de gel de agarosa. 
-  OPN desfosforilada (100 µg/ml) tuvo una actividad inhibidora 
de la formación de HA menor de 40 veces comparado con el 
efecto de OPN nativa. 
- OPN descarboxilada (100 µg/ml) tuvo una actividad inhibidora  
de la formación de HA menor de 6 veces comparado con el efecto 
de OPN nativa. 

 

 
 
 

Proteína 
Osteopontina (OPN) 

In vitro 
 

Boskey et al. 1993 75 

 
 

 
 
 
Cristalización de depósitos de 

HA por 2 ensayos: 
- Sistema de difusión en gel. 
-  Crecimiento de cristales 
semilla de HA (2 mg) por 
ensayo de composición 

constante. 

 
Empleo de 3 isoformas de OPN  
en ambos ensayos (sistema de 
difusión en gel por 3.5 días y 

crecimiento de cristales semilla 
por 5 días) de: 

- OPN ósea de rata  
(0-100  µg/ml). 

- OPN ósea bovina  
(0-100  µg/ml). 

- OPN bovina desfosforilada  
(0-100  µg/ml)  

 

 
-  OPN ósea de rata (100 µg/ml) disminuyo significativamente la 
formación de HA en ambos ensayos de cristalización. 
- OPN ósea bovina (50-100 µg/ml) disminuyo significativamente 
la formación de HA en sistema de difusión y a 100 µg/ml inhibió 
el crecimiento de cristales de HA. 
- OPN de rata y bovina (100 µg/ml) en interacción con HA 
provocaron una disminución significativa en la longitud de los 
cristales semilla. 
-  La desfosforilación parcial de OPN (100 µg/ml) eliminó su efecto 
inhibidor y redujo su capacidad de fijación a calcio. 
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Proteína  
Osteonectina (ON) 

In vitro 
 

 Doi et al. 1989 76 
 
 

 

 
 

Cristalización de diferentes 
fases minerales de fosfato de 

calcio:  
- Fosfato dicálcico dihidratado 

(FDD) 
- Fosfato octacálcico (FOC) 

- Hidroxiapatita (HA) 
 

 
 

La precipitación de las 
soluciones de calcio y fosfato se 
trataron primero con colágena 

tipo I (0-2 mg). 
Después se empleó ON  

(0-0.64 mg) en periodos de 0-4 
días en soluciones. 

 
- Colágena tipo I (2 mg) no tuvo ningún efecto significativo sobre 
las reacciones asociadas con la ON (0.64 mg) ni se observó 
correlación estructural entre colágena-ON-fosfatos de calcio.    
-  ON (0.64 mg) tuvo efecto inhibidor significativo en todas las 
fases de fosfatos de calcio (FDD, FOC, HA) al emplearla en 
diferentes periodos en solución, debido a que retrasó la 
precipitación, transformación y crecimiento cristalino de apatita. 
-  Se determinó que el principal mecanismo de la ON como 
inhibidor de la formación de apatita es bloquear los sitios de 
crecimiento de los fosfatos de calcio nucleados. 
 

 

Proteína  
Interleucina 1 (IL-1) 

In vitro 
 

Stashenko et al. 1987 77 
 

 
 

Cultivo de células similares a 
osteoblastos aisladas de 
calvaria de rata Sprague-
Dawley recién nacidas en 

medio mineralizante 
 

 
 

Empleo de IL-1β (0.002-20 
U/ml) en los días de cultivo  

4, 7, 10, 13 y 16; 
Y en los periodos de cultivo:  
de 1-4, 1-7, 1-10 y 1-16 días 

- IL-1β (2-20 U/ml) inhibió al 100% la formación de nódulos 
minerales solo cuando se empleó en cultivo a partir del día 4 
hasta el día 13. 
- En el estudio de diferentes periodos de cultivo, IL-1β (2 U/ml) 
tuvo efecto inhibidor significativo solo en los periodos 1-7, 1-10 y 
1-16 días de cultivo. 
- IL-1β (2 U/ml) empleado en el día 7 de cultivo, disminuyo 
significativamente la proliferación celular, la síntesis de proteínas 
colágenas y no colágenas, y la actividad ALP. 
 

 

 

 

 

 

 

3
5
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En cuanto a las proteínas y/o péptidos bioactivos evaluadas (Tabla III), se destaca la 

osteopontina (OPN), al ser la molécula polipeptídica más estudiada de acuerdo a los 

estudios incluidos, seguida de la proteína de la matriz Gla (MGP) y la fosfoglicoproteína 

de matriz extracelular (MEPE), tomando en cuenta que han sido empleadas con 

diferentes isoformas y estudiadas por medio de sus péptidos derivados; mientras que el 

péptido más empleado fue VTK. 

Tabla III. Proteínas y péptidos evaluados en los estudios incluidos. 

Por otra parte, solo 21 estudios de los 48 incluidos reportaron como parte de sus 

resultados un análisis fisicoquímico de la proteína y/o péptido empleado; aunque algunos 

de ellos con información inconclusa en ciertos parámetros, como se muestra en la Tabla 

IV. 

Molécula 
polipeptídica 

Cantidad de 
estudios evaluados 

Referencias 

OPN 19 

 
29, 30, 36, 41, 44, 45, 48, 51, 54, 55, 58, 59, 61, 

62, 67, 68, 72, 74, 75 
 

MGP 3 
 

43, 47, 66 
 

MEPE 3 
 

24, 52, 63 
 

Activina A 2 
 

42, 69 

 

Factores de crecimiento 3 
FGF-2137, PDGF-BB70,  

TGF-B73 
 

 
Otras proteínas 

 
8 

OPG34, SCL50, AN57, Fetuina-A y 
OPG60, BMP-264, Fetuina65, 

ON76, IL-177 
 

Péptido VTK 2 
 

39, 56 

 

Otros péptidos 8 

CAP-pi y CAP-pip33, FTI-27735, 
Péptidos derivados de 

estaterina38, CNP40, poly-glu46, 
Ghrelina49, IMD53, ET71 
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Tabla IV. Características fisicoquímicas reportadas de proteínas y/o péptidos en 

estudios incluidos (NR: No Reportado). 

Molécula 
polipeptídica 

No. 
aminoácidos 

Peso 
molecular 

Punto 
Isoeléctrico 

Otras características fisicoquímicas 
reportadas 

Referencias 

 
OPN ósea de rata 

 
 
 

OPN porcina 
 
 

OPN de leche bovina 
 
 
 

OPN renal humana 

 
˜300 

 
 
 

NR 
 
 

˜ 262 
 
 
 

˜ 298 

 
NR 

 
 
 

32 kDa 
 
 

29.28 kDa 
 
 

37700 
g/mol 

 

 
4.5 

 
 
 

NR 
 
 
 

NR 
 
 

NR 

 
29 sitios de fosforilación (serinas), 4 O-

glicanos y 1 sitio de sulfatación de 
tirosina. 

 
Mayor proporción de residuos de 
glicina, ac. aspártico y serina en su 

secuencia. 
 

28 sitios de fosforilación (serinas) y 3 
sitios de glicosilación (treoninas). 

 
31 sitios de fosforilación, 5 O-glicanos. 

75 aminoácidos acídicos (25%), 7 
carboxilatos consecutivos. 

 
 
 
 
 
 
 
 

36, 41, 44, 48, 
55, 58, 72 

Fragmento SKK 
derivado de OPN de 

leche bovina 

 
56 

 
6.506 kDa 

 
NR 

 
- 6 sitios de fosforilación (serinas) 

 
44 

 
Péptido P3 derivado 
de OPN ósea de rata 

 
16 

 

 
1972 
g/mol 

 
2.98 

- 3 sitios de fosforilación (serinas) 
- Carga neta en pH 6.7: -8.1 

- Valor empírico de hidrofilia: 99.58 
kJ/mol 

 
45 

Péptido pOPAR 
derivado de 

OPN ósea de rata 

 
16 

 

 
1913 
g/mol 

 
3.58 

- 1 sitio de fosforilación (serinas) 
- Carga neta en pH 6.7: -11.7 

- Valor empírico de hidrofilia: 141 
kJ/mol 

 
45 

Péptido sintético 
SDESDE fosforilado 
derivado de OPN 

 
6 

 
NR 

 
NR 

- 2 sitio de fosforilación (serinas) 
- Media de energía de unión a HA: [100] 

= -1647 kcal/mol y [001] = 4371 
kcal/mol 

 
54 

 
Péptido ASARM 

derivado de OPN 
humana con 3 
fosforilaciones 

(serinas) 
 

 
 
 

18 

 
 
 

2309 
g/mol 

 
 
 

3.3 

- Dominio central de OPN. 
- Fosforilación de 5 serinas del péptido, 
se obtiene un punto isoeléctrico teórico 

de 2.6. 
- Energía de adsorción péptido-

hidroxiapatita en unidades de energía 
Rosetta (REU): -57.8 (fosforilación de 5 

serinas se obtiene -59.7) 

 
 
 
 

55 

Péptido OPN41-52 
derivado de OPN 

ósea de rata 
 

 
12 

 
1.467 kDa 

 
NR 

- Péptido presenta 2 fosfoserinas más 2 
residuos de ac. Aspártico y 2 de ac. 

Glutámico, lo que le genera un carácter 
acido 

 
62 

Proteína Gla de la  
matriz 
(MGP) 

 

 
84 

 
NR 

 
NR 

- 5 sitios de γ-carboxilación (ac. 
glutámico) 

- 3 sitios de fosforilación (serinas) 
- Estructura secundaria: 21% α-hélice 

 

 
43, 47 
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Molécula 
polipeptídica 

No. 
aminoácidos 

Peso 
molecular 

Punto 
Isoeléctrico 

Otras características fisicoquímicas 
reportadas 

No. estudio 
en presente 

revisión 

 
 
 

Péptido YGlapS 
derivado de MGP 

 
 
 

14 

 
 
 

1998 
g/mol 

 
 
 

2.23 

- Escala empírica de hidrofilia de Hopp y 
Woods: 56.5/4.03 kJ/mol 

- Carga neta en pH fisiológico (7.4): -9.1 
- 3 sitios de fosforilación (serinas) y 1 de 

γ-carboxilación (ac. glutámico) 
- Estructura secundaria: 30.5% de 

conformación aleatoria, 23.9% cadenas 
β y 20.6% giros 

 
 
 
 

43 

 
 
 

Péptido YEpS 
derivado de MGP 

 
 
 

14 

 
 
 

1954 
g/mol 

 
 
 

2.36 
 

- Escala empírica de hidrofilia de Hopp y 
Woods: 54.4/3.89 kJ/mol 

- Carga neta en pH fisiológico (7.4): -8.6 
- 3 sitios de fosforilación (serinas) 
- Estructura secundaria: 36.8% de 

conformación aleatoria, 22.2% cadenas 
β y 22.4% giros 

 
 
 

43 

Fosfoglicoproteína 
de matriz 

extracelular (MEPE) 
MEPE humano 

 
MEPE rata 

 
 
 

525 
 

434 

 
 
 

˜65 kDa 
 

NR 
 

 
 
 

NR 
 

NR 

 
 
 

NR 
 

NR 

 
 
 

63 

Péptido ASARM 
derivado de MEPE 
ASARM humano 

 
ASARM rata 

 

 
 

19 
 

18  

 
 

1905 
g/mol 
1785 
g/mol 

 
 

NR 
 

NR 
 

- Dominio C-terminal de MEPE 
 

- 9 sitios de fosforilación (serinas) 
 

- 10 sitios de fosforilación (serinas) 

 
 
 

24 

Péptido VTK 
fosforilado 

 
12 

 
NR 

 
4.8 

- 2 sitios de fosforilación (serinas) 
- Energía de unión a HA: -13.6 (±2.8) 

kcal/mol 

 
39, 56 

 
Péptido 
CAP-pi 

 
14 

 
NR 

 
3.49 

- Valor de hidropatía GRAVY: -0.0914 
- Estructura secundaria: 85% de 

conformación aleatoria 
- 3 sitios de fosforilación (serinas) 

 
 

33 

 
Péptido 
CAP-pip 

 
14 

 
NR 

 
1.8 

- Presenta 3 fosfoserinas en su 
secuencia 

- Valor de hidropatía GRAVY: -0.0914 
- Estructura secundaria: 90% de 

conformación aleatoria 

 
 

33 

Estaterina 43 
5308 
g/mol 

4.41 2 sitios de fosforilación (serinas) 38 

Péptido DR9 
derivado de 
estaterina 

 
9 

 
1270 
g/mol 

 
3.63 

 
2 sitios de fosforilación (serinas) 

 

 
38 

 
Adiponectina 

 

 
NR 

 
˜ 30 kDa 

 
NR 

- Contiene una secuencia señal N-
terminal, un dominio variable, un 

dominio similar a colágena y un dominio 
globular C-terminal 

 

 
 

57 



 

39 

 

Molécula 
polipeptídica 

No. 
aminoácidos 

Peso 
molecular 

Punto 
Isoeléctrico 

Otras características fisicoquímicas 
reportadas 

No. estudio 
en presente 

revisión 

 
Fetuina 

 

 
NR 

 
59 kDa 

 
NR 

- Consta de dos dominios N-terminal de 
cistatina 

  

 
65 

 
 

Osteocalcina 
 

 
 

49 

 
 

5.5 kDa 

 
 

NR 

- 2-3 sitios de γ-carboxilación (ac. 
glutámico) 

- Cuenta en mayor proporción de 
residuos de Glicina, Alanina, Ac. 

Aspártico y Prolina en su secuencia 
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8.3 Riesgo de sesgo. 

Se realizo la evaluación de riesgo de sesgo de los estudios incluidos para analizar la 

calidad metodológica con el empleo de las herramientas RoB 2 CRIBSHEET y SYRCLE. 

Las FIG 4 y FIG 5 resumen la evaluación del riesgo de sesgo de los estudios in vitro e in 

vivo respectivamente.  

En la evaluación de los 46 estudios in vitro, se obtuvo una puntuación global de bajo 

riesgo de sesgo en todos los dominios: cegamiento de la evaluación de resultados (sesgo 

de detección) (>95%), datos de resultados incompletos (sesgo de deserción) (>85%), 

información selectiva (sesgo de información) (>80%) y otros sesgos (75%) (FIG 4). 

 

 

FIG 4. Evaluación de riesgo de sesgo de estudios in vitro incluidos cuantificada en el 

software RevMan®. Barra color verde: bajo riesgo; barra color amarillo: riesgo poco 

claro; barra color rojo: alto riesgo. 
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En la evaluación de los 4 estudios in vivo, se obtuvo una puntuación dispersada, pero 

con la mayoría de dominios con bajo riesgo de sesgo: generación de secuencias 

aleatorias (sesgo de selección) (75%), cegamiento de la evaluación de resultados (sesgo 

de detección) (100%), datos de resultados incompletos (sesgo de deserción) (100%), 

información selectiva (sesgo de información) (100%) y otros sesgos (50% poco claro, 

50% bajo riesgo) (FIG 5). 

 

FIG 5. Evaluación de riesgo de sesgo de estudios in vivo incluidos cuantificada en el 

software RevMan®. Barra color verde: bajo riesgo; barra color amarillo: riesgo poco 

claro; barra color rojo: alto riesgo. 

En el dominio de ocultación de la asignación (sesgo de selección) se obtuvo una 

evaluación global de 75% alto riesgo y 25% poco claro, sin embargo no se excluyó ningún 

estudio después de la evaluación (FIG 5). 

 

9. DISCUSIÓN 

Las calcificaciones ectópicas formadas en los tejidos blandos se caracterizan por 

presentarse en una gran variabilidad de las fases minerales, principalmente 

hidroxiapatita, oxalato de calcio (mono- y dihidratado) y whitlockita. Sin embargo, en 

ambos casos, la matriz extracelular y las proteínas secretadas desempeñan un papel 

fundamental durante la formación de minerales.78  
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Por lo tanto, la biomineralización y la calcificación ectópica pueden considerarse 

mecanismos sistémicos en los que la precipitación está modulada por moléculas que 

pueden interactuar con los cristales y así, promover la nucleación y desarrollo del 

crecimiento cristalino o, por el contrario, inhibir la nucleación, atenuando el crecimiento 

y/o afectando la maduración a fases minerales amorfas.  

En nuestra revisión se analizaron diversos trabajos de investigación publicados en 

diferentes países del mundo; sin embargo, el desarrollo de esta área de investigación se 

ha llevado a cabo gracias a grupos de investigadores y sus colaboraciones en institutos 

y universidades de Norteamérica, principalmente en Canadá y Estados Unidos. 

A través de la búsqueda y análisis de artículos publicados acerca del estudio de diversas 

proteínas y péptidos inhibidores de la mineralización tanto in vitro como in vivo, se 

evidencio que la OPN es la proteína más empleada por su claro papel inhibidor, ya sea 

al emplear sus diferentes isoformas o por medio de péptidos derivados.  

La OPN es una proteína de la matriz extracelular que pertenece a la subfamilia SIBLING 

(pequeñas glicoproteínas de unión a ligandos de integrina) y de las fosfoproteínas 

secretadas de unión a calcio. Esta proteína se expresa en varios sitios del cuerpo, pero 

es abundante en la matriz extracelular de células del tejido óseo y dientes, en entornos 

ectópicos de mineralización (tejidos blandos) y en fluidos tisulares sobresaturados de 

iones minerales.36 

El estudio más antiguo, incluido en esta revisión, acerca del empleo de OPN fue de 

Boskey et al. en el cual, utilizando 2 ensayos diferentes de cristalización, demostraron la 

disminución en la formación de hidroxiapatita con el empleo de 2 isoformas de OPN (ósea 

bovina y ósea de rata), y reportaron la importancia de los grupos fosfatos para el efecto 

inhibidor de la proteína, debido a que la desfosforilación de OPN provocó una reducción 

en su capacidad de fijación a calcio.75 
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Desde años atrás se mantuvo la hipótesis de que proteínas asociadas a tejido mineral 

podrían tener efectos inversos en la mineralización. Bajo esa teoría, Hunter et al. 

realizaron un estudio para analizar diferentes proteínas en un ensayo de autotitulación 

por composición constante, y reportaron que la osteocalcina (OC) empleada en altas 

dosis actúa como un atenuador de la nucleación mineral y además, confirmaron el papel 

inhibidor de la OPN.72 

Bajo el análisis de nuestra revisión encontramos que la OPN, en sus diferentes isoformas, 

con presencia de fosforilaciones y dependencia de dosis, aumenta el efecto inhibidor en 

el crecimiento y desarrollo de hidroxiapatita en ensayos in vitro36,41,44,54,30,62,72,74,75; 

además posee la capacidad de inhibir la formación de oxalato de calcio monohidratado 

(OCM)45,48,58,59, promueve la formación de oxalato de calcio dihidratado (OCD)45,48 y 

disminuye la deposición de calcio en cultivos celulares29,36,55,67,68.  

Se ha reportado que la presencia de OCD reduce las tasas de recurrencia de 

calcificaciones, debido a que se excretan más fácilmente antes de que se produzca la 

retención y se desarrolle la formación de cálculos (por ejemplo, en riñón), posiblemente 

porque los cristales dihidratados son menos propensos que los de OCM a adherirse a las 

superficies celulares.79 

Además de la OPN, existen otras proteínas que pertenecen a la subfamilia SIBLING, 

como es el caso de la sialofosfoproteína de la dentina (DSPP), la proteína de matriz de 

la dentina-1 (DMP-1), la sialoproteína ósea (BSP) y la fosfoglicoproteína de matriz 

extracelular (MEPE), las cuales poseen características en común, como la presencia de 

un motivo altamente conservado y rico en serina-aspartato (motivo ASARM), y que 

originalmente se ha reportado que la presencia de dicha secuencia podría desempeñar 

un papel en la modulación de la mineralización.52, 63 

La proteína MEPE es una biomolécula que se expresa exclusivamente en los 

osteoblastos, osteocitos y odontoblastos, con mayor presencia en osteoblastos 

asociados al raquitismo hipofosfatémico ligado al cromosoma X (Hyp) y en tumores de 

osteomalacia hipofosfatémica oncogénica (OHO).63  
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Dado que estos síndromes se asocian a anomalías en la mineralización, Rowe et al. 

estudiaron los efectos de MEPE humana de longitud completa y el péptido ASARM 

derivado de MEPE en cultivo de células similares a osteoblastos.63 Sus hallazgos 

mostraron que el péptido ASARM inhibió significativamente la mineralización en cultivo, 

pero la proteína MEPE tuvo un mayor potencial inhibidor específicamente a una 

concentración alta, lo cual concuerda con lo reportado por Boskey et al. 52 acerca de que 

la proteína MEPE a bajas dosis actúa como promotor del crecimiento de HA, pero a altas 

dosis obtiene un carácter inhibidor.  

Addison et al. estudiaron 2 péptidos derivados de MEPE, el péptido ASARM nativo (sin 

modificaciones) y un péptido con 3 fosfoserinas (ASARMp), y demostraron que la 

fosforilación del péptido le proporcionó un efecto inhibidor potente en la deposición de 

calcio en cultivo, lo cual continuaba aportando información determinante acerca de la 

posible eficacia de las modificaciones post-traduccionales en los inhibidores.24 

Con el pasar de los años, muchas investigaciones se han centrado en estudiar a los 

factores de crecimiento debido a que pueden tener efectos pleiotrópicos en diferentes 

procesos fisiológicos, por lo que el campo de estudio de los inhibidores no ha sido la 

excepción.  

En este sentido, Talley-Ronsholdt et al. emplearon diferentes isoformas del factor de 

crecimiento transformante beta (TGF-β) para evaluar su efecto en cultivo de células 

similares a osteoblastos tanto en monocapas como en geles de colágena. Demostraron 

que el TGF-β1 tuvo un potente efecto inhibidor en la deposición de minerales en los 

cultivos tanto en monocapa como en geles de colágena hasta el día 19 de cultivo, lo que 

sugiere un papel inhibidor en etapas específicas durante la mineralización en la matriz 

extracelular.73 

Resultados similares fueron obtenidos por Hsieh et al., quien  empleó el dimero BB del 

factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB), y reportó un papel atenuador 

del área total de los nódulos mineralizados en cultivos de células similares a osteoblastos 

solo al emplearlo por largos períodos de cultivo (0-35 días), ya que al emplear el PDGF 

por periodos cortos (días 7 y 14 de cultivo) se observó un efecto promotor de la 

mineralización.70 
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Otra molécula polipeptídica muy relevante en este campo de los inhibidores, es la 

proteína de la matriz gla (MGP), la cual es una proteína fosforilada y γ-carboxilada que 

se expresa en altos niveles en el corazón, el pulmón y el riñón. En humanos, la expresión 

del gen de la MGP está sobre expresado en placas ateroscleróticas, lo que sugiere que 

la proteína es un inhibidor inducible de la calcificación.43 

Gopalakrishnan et al. realizaron un estudio in vitro en cultivo de células similares a 

osteoblastos empleando la hormona paratiroidea (PTH), vitamina K y Warfarina, donde 

se reportó la inhibición de la mineralización en cultivos por el empleo de PTH y un 

aumento en los niveles de expresión de ARNm de MGP, efecto que fue erradicado con 

el empleo de Warfarina (el cual es un inhibidor de MGP) y recuperado con la presencia 

de vitamina K en cultivo. Estos resultados mostraron que la rápida inhibición de la 

mineralización en cultivo inducida por el tratamiento de PTH se explica, al menos en 

parte, por la inducción de la proteína MGP.66 

En los últimos años se ha explorado el papel de péptidos derivados de una secuencia 

proteíca con el fin de sopesar el efecto que conlleva el emplear moléculas con mayor 

cantidad de aminoácidos, y la MGP ha sido un claro ejemplo de la eficacia de dichos 

estudios.  

O´Young et al. emplearon péptidos derivados de diferentes secciones de la secuencia de 

MGP, además de péptidos desfosforilados y des-γ-carboxilados, con el fin de determinar 

cuáles son las características químicas más importantes para obtener un efecto inhibidor 

en el crecimiento de HA.47 Sus resultados demostraron que el péptido YGlapS, el cual 

contenía grupos fosfato y residuos γ-carboxilados, tenía el efecto inhibidor más potente, 

este efecto asociado específicamente por ser un péptido fosforilado; estos resultados 

también fueron corroborados por estudios hechos por Goiko et al. 43 

Muchos péptidos bioactivos se han identificado tanto en el interior de la estructura de 

diversas proteínas, como en secuencias libres e inactivas, y pueden ejercer determinadas 

actividades biológicas tras su modificación por hidrólisis química o enzimática. Estas 

secuencias han sido ampliamente utilizadas para inducir o bloquear pasos clave durante 

el desarrollo de ciertas actividades celulares, ofreciendo una nueva gama de alternativas 

para el control de enfermedades.80 
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Uno de los péptidos relevantes identificado en nuestra revisión fue pVTK, el cual es una 

secuencia de 12 aminoácidos que fue identificado bajo la visualización de una biblioteca 

de 109 fagos, y su nombre deriva de los 3 primeros aminoácidos de su extremo N-

terminal.56  

Esta secuencia peptídica posee la capacidad de adsorberse preferentemente a la 

hidroxiapatita, y así lo determinó Addison et al.  bajo un ensayo in vitro, donde se empleó 

un pVTK nativo (sin modificaciones) y el péptido con fosforilaciones en un diseño de 

estudio basado en 4 diferentes discos de apatitas; los resultados demostraron que la 

fosforilación provocó una mayor adsorción de pVTK a los discos en comparación con el 

péptido nativo, lo cual permitía suponer un papel inhibidor del péptido fosforilado.56  

Para corroborar dicha hipótesis realizaron otro ensayo en cultivo de células similares a 

osteoblastos y reportaron que pVTK fosforilado tuvo un efecto inhibidor del 100% en la 

mineralización al emplearlo en el día 12 de cultivo, lo cual hace suponer que su efecto es 

en la nucleación y crecimiento cristalino por medio de su absorción a la apatita.56 

Estos resultados también fueron observados en un estudio de Montoya et al., en el cual 

emplearon el péptido CAP-pi, correspondiente a los aminoácidos 40-53 del dominio N-

terminal de la proteína CAP y su variante fosforilada (CAP-pip) en diferentes ensayos de 

cristalización de HA y OCD. Sus hallazgos mostraron que la fosforilación presente en el 

péptido CAP-pip aumentó su potencial inhibitorio en el crecimiento de HA. Además, CAP-

pip provocó cambios morfológicos significativos en los cristales, mostrando una 

estructura característica del OCD.33  

Queda claro que la problemática de enfrentar las calcificaciones ectópicas surge por los 

diversos mecanismos que pueden ejercer diferentes proteínas y péptidos al interactuar 

tanto con el componente inorgánico (cristal mineral) como a nivel celular, por lo que es 

importante conocer las propiedades fisicoquímicas que favorecen o promueven dicha 

función de estos inhibidores.  
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Las proteínas no colágenas suelen ser particularmente ácidas, lo que se debe a la 

preponderancia de los residuos de ácido aspártico y glutámico, así como a los 

abundantes sitios de fosforilación y glucosilación. La presencia de modificaciones post-

traduccionales potencializa la capacidad inhibitoria de una proteína o péptido. Los 

residuos fosforilados reducen el punto isoeléctrico de la molécula, aumentando así su 

carga neta negativa para favorecer su interacción con el calcio dentro de la red cristalina, 

de tal manera que estabiliza los núcleos cristalinos nacientes, o bien adsorbiéndose a las 

superficies cristalinas en crecimiento.55, 56, 81 

Por lo tanto, las proteínas de unión a calcio y/o minerales pueden promover 2 efectos 

contrarios en la mineralización: promover la nucleación de los cristales mediante el 

secuestro de los iones de calcio y así ejercer un aumento de las concentraciones locales 

más allá del punto de estabilización crítico (tamaño del núcleo crítico), o bien, pueden 

inhibir el crecimiento de los cristales, ya sea mediante la estabilización de los núcleos de 

los cristales nacientes o de las fases minerales precursoras a través de su adsorción a 

superficies cristalinas en crecimiento, mecanismo que se comprobó en los estudios de 

Addison et al. 55 y Montoya et al.33 

El análisis fisicoquímico expuesto en la Tabla IV, muestra que no hay relación entre el 

número de aminoácidos ni en el peso molecular respecto al efecto inhibidor, debido a que 

se han reportado tanto proteínas como péptidos o fragmentos derivados; pero si se tiene 

demostrado que la presencia de serinas en la secuencia aminoacídica permite predecir 

sitios de fosforilación, lo cual le generaría una carga más negativa.  

Las fosfoserinas pueden unirse a la superficie expuesta del cristal mineral rico en calcio 

y así modular y/o inhibir su crecimiento. La secuencia completa de OPN en sus diferentes 

isoformas presenta entre 29-31 sitios de fosforilación, lo que genera un punto isoeléctrico 

de 4.5, una propiedad fundamental para catalogar a la OPN como un inhibidor por 

excelencia. Pero incluso, péptidos derivados de OPN poseen un punto isoeléctrico 

todavía menor, como es el caso del péptido pOPAR (3.58), péptido ASARM (3.3) y P3 

(2.98), y que de acuerdo con los datos obtenidos en nuestra revisión, una propiedad en 

común entre los factores inhibidores es su carácter ácido reflejado por poseer un punto 

isoeléctrico ≤4.8 (punto isoeléctrico máximo reportado en el péptido pVTK fosforilado). 
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Un planteamiento interesante es si la estructura secundaria de la proteína o péptido tiene 

un papel relevante en la interacción negativa con el cristal y su crecimiento. Pero en 

nuestra revisión sólo 2 estudios reportaron información al respecto, lo que genera la 

perspectiva a futuro de realizar análisis fisicoquímicos más profundos al estudiar una 

molécula polipeptídica. 

Goiko et al. estudiaron 6 péptidos diferentes derivados de MGP y los emplearon en la 

cristalización de HA y OCD, reportando al péptido YGlapS como el mejor inhibidor tanto 

la nucleación como en el crecimiento de los depósitos de HA; junto con el fosfopéptido 

YEpS, fueron los de mejor eficacia en la disminución de formación de depósitos de OCD. 

Tras el análisis de estructura secundaria de los péptidos, reportaron que YGlapS 

presentaba en mayor porcentaje una conformación aleatoria (30%), similar a lo reportado 

con YEpS (36.8% de conformación aleatoria).43 

Montoya et al. reportaron los datos más relevantes, el análisis del péptido CAP-pi mostró 

que presentaba un 85% de conformación aleatoria en su estructura secundaria, mientras 

que la fosforilación del péptido (CAP-pip) le generaba una conformación aleatoria de 

90%.33 Se tiene reportado que la fosforilación de residuos aminoacídicos no induce un 

cambio sustancial en la conformación espacial de las moléculas polipeptídicas, pero se 

ha demostrado que la presencia de fosforilaciones genera repulsiones electrostáticas que 

podrían incrementar la presencia de estructuras “extendidas” disminuyendo el porcentaje 

de estructuras α-hélice, lo cual facilitaría la interacción con los minerales.59  

La hipótesis planteada en el estudio de Montoya et al. acerca de la falta de orden en la 

secuencia peptídica de los péptidos CAP-pi y CAP-pip es que facilita la formación 

secuencial de enlaces iónicos, debido a la presencia de residuos negativos (aspárticos y 

glutámicos), generando una mayor interacción molecular péptido-cristal.33 

Por lo que resulta importante llevar a cabo análisis fisicoquímicos a proteínas y péptidos 

inhibidores para poder predecir la capacidad de interaccionar con cristales en 

crecimiento. El empleo de moléculas polipeptídicas en la inhibición de la mineralización 

se justifica plenamente para abrir el panorama de estudio sobre posibles vías de 

tratamiento de calcificaciones ectópicas y poder cubrir las carencias de otros inhibidores 

químicos.  
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El tricloruro de aluminio (AlCl3) ha sido reportado como un inhibidor de la mineralización 

en cultivos de osteoblastos al tener un efecto negativo en la formación de nódulos 

mineralizados en matriz, en la actividad de la fosfatasa alcalina, la concentración de calcio 

extracelular y la expresión de ARNm de OPN, OC y BSP siendo este último su efecto 

más potente, pero aún no se conoce su papel en estudios in vivo, además de que el 

aluminio es un metal tóxico acumulativo.82 

Otro inhibidor químico es el magnesio (Mg2+), ya que se ha demostrado que previene 

eficazmente la calcificación vascular asociada a la enfermedad renal crónica. El Mg2+ 

inhibe la formación extracelular de los cristales afectando la interacción calcio-fosfato, lo 

cual se sugiere es relevante para impulsar la transdiferenciación osteoblástica de las 

células del músculo liso vascular, por lo cual se tiene bien caracterizado su papel en 

entorno extracelular, pero aún faltan más estudios para dilucidar si tiene importancia 

intracelular, principalmente en la diferenciación de células vasculares por entrada a 

canales de Mg2+.83 

Sin embargo, en el ámbito de los inhibidores de la mineralización, los factores más 

importantes y en pleno estudio son el inositol y el pirofosfato. Por un lado, el 

hexakisfosfato de inositol (IP6) es un compuesto endógeno altamente fosforilado 

presente en células y tejidos de mamíferos; el cual, ha sido ampliamente reportado como 

un potente inhibidor de la mineralización en cultivos de osteoblastos, mediado por su 

unión a los cristales en crecimiento a través de los grupos de fosfato cargados 

negativamente y además, y/o sirviendo como una señal específica a nivel celular para la 

regulación de la expresión del gen de la OPN.84  

El pirofosfato inorgánico (PPi) es un producto endógeno celular que inhibe la calcificación 

de tejidos blandos al unirse a los cristales minerales, pero que como otras moléculas 

duales, se ha demostrado que su hidrolisis mediada por de la fosfatasa alcalina no 

específica del tejido (Tnap) libera fosfatos que pueden facilitar el crecimiento de los 

cristales en tejidos como huesos y dientes.16 
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En un estudio de Addison et al. reportaron que el PPi inhibe la mineralización en cultivos 

de osteoblastos mediante al menos tres mecanismos diferentes, que incluyen la unión 

directa a los cristales en crecimiento, la inhibición de la actividad de Tnap y la inducción 

de la expresión de OPN, lo cual potencia el efecto del PPi.16 

Con toda la información reportada se tiene claro la importancia de las moléculas 

polipeptídicas en el campo de estudio de los inhibidores, principalmente por la inducción 

de expresión en células intervenidas por otros factores químicos (punto en común entre 

el iP6 y PPi), lo cual ha permitido plantear diferentes hipótesis en entornos in vitro acerca 

de mecanismos aún más directos en la interacción proteína y/o péptido-cristal o célula, 

obteniendo mejores resultados, planteando modificaciones que potencian su efecto, y 

adicionando los beneficios que conlleva el empleo de biomoléculas. 

El siguiente paso es el estudio en entornos in vivo, lo cual ha sido un gran reto el emplear 

proteínas o péptidos en modelo animal. Bajo la búsqueda de artículos se encontraron 

diversos diseños de estudios in vivo, los cuales empleaban la deleción génica o análisis 

de niveles de expresión de ARNm del factor inhibidor, pero bajo nuestros criterios de 

inclusión no fueron elegidos para su análisis, así como aquellos estudios donde 

analizaron niveles de calcio y no inhibición de calcificaciones inducidas (descripción de 

número de artículos excluidos en FIG 3). 

En nuestra presente revisión incluimos 4 estudios in vivo, donde se destaca que en 3 

emplearon péptidos: Cai et al. (intermedina)53, Wang et al. (ghrelina)49 y Chen et al. 

(péptido natriurético C)40, esto se puede deber a las ventajas que ofrece el empleo de 

péptidos comparadas con las proteínas. Por ejemplo, la rapidez en la fabricación de 

péptidos sintéticos y los beneficios inmediatos que resultan cuando las moléculas 

mantienen su actividad, además, al ser secuencias cortas no poseen estructura 

tridimensional lo cual le brinda mayor estabilidad físico-química, se pueden emplear en 

altas concentraciones, debido a su peso molecular es poco probable que puedan inducir 

una respuesta del sistema inmunológico.85 
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De acuerdo a los estudios in vivo, las secuencias peptídicas empleadas demostraron 

poseer la capacidad de regular la deposición de calcio40,49,53,61, la actividad de ALP40,53, 

así como el aumentó en el nivel de expresión de ARNm de OPN49, lo que resulta 

relevante, porque permite deducir que dichos factores inhibidores actúan en las primeras 

etapas del proceso de mineralización tanto a nivel mineral, como a nivel celular al inducir 

de manera secundaria la expresión de otros inhibidores. 

Con las diversas metodologías y resultados observados en ensayos in vitro, se tiene la 

necesidad de seguir investigando el empleo de péptidos y proteínas en modelos animales 

para estudiar su papel inhibidor en un entorno con múltiples variables, así como 

determinar la interacción sérica o las concentraciones óptimas para una efectividad 

inhibidora en la zona de calcificaciones y así, en un futuro poder diseñar ensayos clínicos 

para dilucidar los posibles enfoques terapéuticos para el tratamiento de calcificaciones 

ectópicas de manera segura y eficiente. 

 

10.  CONCLUSIONES 

El campo de investigación acerca de las moléculas polipeptídicas y su efecto inhibidor en 

la mineralización lleva más de 30 años aportando información en diferentes partes del 

mundo, permitiendo establecer metodologías eficientes y obteniendo resultados 

favorables. 

Actualmente la molécula polipeptídica más estudiada es la OPN, al presentar un efecto 

significativo en la inhibición de la mineralización in vitro, y ha sido empleada en sus 

diferentes isoformas o con péptidos derivados de su secuencia, mostrando resultados 

similares, e incluso más efectivos comparado con el empleo de la proteína total. 

Los análisis y resultados obtenidos con el empleo de proteínas y/o péptidos en estudios 

in vitro demostraron que las principales características fisicoquímicas que poseen estos 

inhibidores de la mineralización es la presencia de residuos particularmente ácidos 

(aspartato y glutamato) en su secuencia; además, de la importancia de modificaciones 

post-traduccionales, esto es, regiones susceptibles a fosforilaciones (principalmente 

sitios de serinas) lo cual potencializa su capacidad inhibitoria al aumentar la carga neta 

negativa. 
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Por otro lado, es necesario llevar a cabo más estudios para determinar si la estructura 

secundaria influye de manera trascendente en el potencial inhibidor.  

A pesar de todos los hallazgos reportados, aún falta realizar más estudios in vivo que 

permitan elucidar el mecanismo tisular y fisiológico exacto de las proteínas o péptidos 

inhibidores de la mineralización, ya que nos arrojará información acerca de la eficacia y 

seguridad de su empleo en posibles tratamientos de calcificaciones ectópicas. 
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