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RESUMEN

La biomineralizacion es el proceso mediante el cual los seres vivos crean
estructuras mineralizadas. Este proceso implica la participacion de dos grupos
de proteinas: la colagena, que actia como andamio estructural, y ciertas
proteinas no colagenas (PNC) asociadas al proceso de biomineralizacién, que
estan relacionadas con la atraccién, organizacion y depésito de iones de calcio
(Ca) y fosforo (P) dentro de la matriz organica.

Las PNC comparten caracteristicas vinculadas al proceso de biomineralizacion,
las cuales son caracterizadas por un bajo contenido de estructura secundaria y
por presentar regiones enriquecidas en aminoacidos (AA) tales como acido
glutdmico (Glu), acido aspartico (Asp), arginina (Arg), lisina (Lys), serina (Ser),
histidina (His) treonina (Thr), tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe). Estas
caracteristicas les confieren la propiedad de atraer y organizar iones Cay P para
la posterior nucleacion interfibrilar de hidroxiapatita (HA) y sus precursores en
sistemas bioldgicos.

El objetivo de este trabajo fue determinar si ciertos AA, solos 0 en combinacion,
tienen el potencial de formar cristales de HA en el sistema libre de células de
contradifusion en gel de silicato.

La metodologia consisti6 en utilizar Glu, Asp, His, Arg, Ser y Phe en
concentraciones de 100 pg, 200 ug y 500 ug en el sistema contradifusion en gel
de silicato. Las pruebas se mantuvieron durante 7 dias en incubacion y
posteriormente se recuperaron los cristales para su andlisis de estructura por
microscopia electrénica de barrido (SEM) y analisis de composicion quimica por
espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FT/IR) y andlisis de
energia dispersiva de rayos X (EDS).

Nuestros resultados demuestran que ciertos aminoacidos tienen la capacidad de
formar cristales de HA con estructuras minerales tipo drusa con disposicion
radial, similares a los que forman proteinas asociadas a la biomineralizacion.

La informacién obtenida en este estudio es de gran relevancia, ya que podria ser
fundamental para el desarrollo de futuras terapias dirigidas a promover la
formacion de tejidos mineralizados, sin depender de proteinas o péptidos

durante este proceso.



ABSTRACT

Biomineralization is the process by which living beings create mineralized
structures. This process involves the participation of two groups of proteins:
collagen, which acts as a structural scaffold, and certain non-collagenous
proteins (PNC) associated with the biomineralization process, which are related
to the attraction, organization, and deposition of calcium (Ca) and phosphorus
(P) ions within the organic matrix.

Non collagenous proteins share characteristic associated to the mineralization
process: low content of secondary structure and have regions enriched in amino
acids (AA) such as glutamic acid (Glu), aspartic acid (Asp), arginine (Arg), lysine
(Lys), serine (Ser), threonine (Thr), tyrosine (Try) and phenylalanine (Phe). These
characteristics confer them the property of attracting and organizing Ca and P
ions for the subsequent interfibrillar nucleation of hydroxyapatite (HA) and its
precursors in biological systems.

The objective of this work was to determine whether certain AA, alone or in
combination, have the potential to form HA crystals in the cell-free counter-
diffusion silicate gel system.

Our methodology consisted of using Glu, Asp, His, Arg, Ser and Phe at
concentrations of 100 pg, 200 pug and 500 pg in and incorporated them in the cell-
free counter-diffusion silicate gel system. The tests were kept for 7 days in
incubation and the crystals were subsequently recovered for structure analysis
by scanning electron microscopy (SEM) and chemical composition analysis by
Fourier transform infrared spectroscopy (FT/IR) and energy dispersive X- ray
analysis (EDS)

Our results demonstrate that certain amino acids have the ability to form HA
crystals with druse-like mineral structures and radial arrangement, similar to
those formed by proteins associated with the biomineralization process.

The information obtained in this study is of great relevance, as it could be
fundamental for the development of future therapies aimed at promoting the

formation of mineralized tissues, without relying on proteins or peptides.



ANTECEDENTES

La biomineralizacién es un proceso biolégico dinAmico y constante que implica
en la deposicion precisa de cristales minerales de apatita dentro de una matriz
organica, lo que contribuye a la formaciéon de tejidos mineralizados en
organismos vivos. (1,2)

Los tejidos mineralizados se encuentran constituidos por dos componentes
principales: una matriz organica y una matriz inorganica, ambas participan
activamente en el proceso de mineralizacion (3). La matriz inorganica, esta
constituida principalmente por cristales de HA (Cao(PO4)s(OH)2), que confiere
propiedades de resistencia y rigidez mecénica a los tejidos mineralizados,
ademas, facilita el intercambio mineral de Cay P. (4,5)

La matriz organica tiene como componente principal colagena tipo | el cual sirve
como andamio activo para la conformacion de placas de HA orientada con
dominios cargados de AA tanto en la zona de separacion como en la zona de
superposicion que actian como sitios de nucleacion para los cristales de HA, asi
como la participacion de proteoglicanos y PNC asociadas al proceso de
mineralizacion. (6,7,8)

Las PNC desempefian un papel fundamental en la nucleacién y formacion
precisa de los cristales de HA, ademas actiian como reguladores en la unién a
colagena, y, por tanto, son cruciales en el proceso de mineralizacion. (9,10,11).

Algunas de las principales PNC participantes durante este proceso son:

Osteopontina (OPN)

La osteopontina (OPN) es una proteina presente en una gran variedad de tejidos,
tanto blandos como mineralizados, que incluyen musculo, dentina y hueso. La
OPN pertenece al grupo de proteinas SIBLING (Small Integrin-Binding Lingand
N-linked Glycoproteins), y su gen se encuentra en el cromosoma 4 humano. Se
compone de 314 AA, con un peso molecular teérico de aproximadamente 35,423
kilodalton (kDa). Presenta una estructura intrinsecamente desordenada,
confiriéndole la propiedad de flexibilidad. Exhibe secuencias de Asp y sitios de
fosforilacion de Ser/Thr, responsables en la union y formacién de cristales de HA

en tejidos mineralizados. En un contexto 6seo, OPN es el componente principal



en la diferenciacion y atraccidon de osteoclastos, ademas de regular el
crecimiento y desarrollo de la HA en la matriz extracelular. Especificamente en
tejidos mineralizados, OPN actida como un regulador en la adhesién celular, la
modulacion de la actividad osteoclastica y regularizacion en la matriz
extracelular. (10,12,13,14)

Sialoproteina ésea Il (BSP II)

La sialoproteina 6sea Il (BSP 1) es una proteina presente en el tejido 6seo,
cemento radicular y dentina. Es miembro de la familia SIBLING y su gen se
localiza en el cromosoma 4 humano. Tiene un peso molecular de
aproximadamente 35,148 kDa y esta compuesta por 317 AA, ademas, presenta
una estructura intrinsicamente desordenada que le otorga variabilidad en su
plegamiento. Esta proteina presenta tres regiones de Glu (carga negativa), que
actuan como andamio en la iniciacion y promocion en la nucleacion y formacion
de cristales de HA. Ademéas de estas propiedades, la BSP cuenta con diversos
dominios funcionales: un dominio de union a colagena en el extremo N-terminal
y un dominio de union a la metaloproteinasa de matriz. También cuenta con un
dominio de union a la integrina en el extremo C-terminal, la cual facilita la
sefializacion, union y la migracion celular debido a las secuencias de arginina-

glicina-acido aspértico (RGD) que posee. (10,14,15,16)

Fosfoglicoproteina de la matriz extracelular (MEPE)

La fosfoglicoproteina de la matriz extracelular (MEPE) es una proteina presente
en tejidos mineralizados, como tejido 6seo y dentinario. Pertenece a la familia
SIBLING vy tiene su origen en el cromosoma 4 humano. Su masa molecular es
de aproximadamente 58,419 kDa y esta compuesta a su vez por 525 AA. MEPE
presenta una estructura intrinsicamente desordenada lo que le confiere
flexibilidad en su plegamiento. Contiene principalmente secuencias de AA ricos
en Ser y Asp. MEPE se encuentra asociada con los péptidos ASARM, y en
conjunto acttan como un modulador en la regularizacion de la mineralizacion,
ademas, inhibe la incorporacion de fosfato y la formacion de HA durante el
proceso de biomineralizacion. (10,14,17,18,19,20).



Proteina 1 de la matriz dentinaria (DMP-1)

La proteina 1 de la matriz dentinaria (DMP-1) es una proteina que actta en el
proceso de mineralizacion y diferenciacion de tejidos mineralizados, tanto en
tejido 6seo como dentinario, y pertenece a la familia SIBLING. Su gen se localiza
en el cromosoma 4, y cuenta con una masa molecular de aproximadamente
55.782 kDa, conformado por 513 AA. Estructuralmente, esta conformado por
secuencias de AA enriguecidas en Ser, Glu y Asp. Ademas de su funcién como
regulador transcripcional en la diferenciacion terminal de osteoblastos y
odontoblastos, DMP-1 ejerce como un sitio de nucleacion para la HA en la matriz
extracelular, la cual interacttia con las fibrillas de colagena autoensambladas, y
actla como una proteina reguladora en la matriz extracelular del tejido 6seo y
dentinario. Finalmente, se ha observado que DMP-1 se une especificamente a
la colagena I, lo que contribuye a su capacidad para influir en la nucleacion y el

crecimiento de estos tejidos mineralizados. (10,14,21,22)

Proteina del cemento 1 (CEMP-1)

La proteina del cemento 1 (CEMP-1), se expresa en el cemento radicular dental
y ligamento periodontal. Su gen se localiza en el cromosoma 16, tiene una masa
molecular de alrededor de 25,959 kDa y esta compuesta por 247 AA. Una
caracteristica de CEMP-1 durante el proceso de biomineralizacion es la region
terminal-N la cual promueve la union, diferenciacion celular, deposicion vy
organizacion los cristales de HA durante el proceso de biomineralizacion del
cemento radicular. Ademas, se ha demostrado en los ultimos afios que CEMP-1
es una proteina que promueve la formacion de cristales de HA a partir de un
sistema libre de células, mediante propiedades quimicas entre iones de Cay P
en un medio semisolido con temperatura y pH controlados. Los resultados
obtenidos mediante este sistema, fueron corroborados mediante el uso de
técnicas de analisis como microscopia de fuerza atomica, XRD, HRTEM, SEM,
FT/IR; las cuales revelaron la estructura tridimensional esferoidal de los cristales

de HA formados mediante el sistema, asi como su porcentaje/composicion



mineral, las cuales mostraron similitudes con el proceso de biomineralizacién in
vitro de los tejidos mineralizados. (14,23,24,25,26,27,28).

Osteonectina (ON)

La proteina osteonectina (ON) es una proteina presente en tejido 6seo,
dentinario y ligamento periodontal. Pertenece al grupo de las glicoproteinas y su
gen se encuentra en el cromosoma 5 (5931-g33). Su masa molecular se estima
de aproximadamente de 34,613 KDa y esta compuesta por 303 AA. Esta proteina
cuenta con diferentes dominios de union: la union rica en cisteina, un dominio N-
terminal acido que se une a iones de Ca* con baja afinidad, y un dominio C-
terminal de union de Ca* con alta afinidad. Dentro del proceso de
biomineralizacion, La proteina ON actiua como iniciador y regulador, proceso
mediante el cual une los cristales de hidroxiapatita a la colagena, lo que a su vez,
le permite liberar iones de Ca*.(14,29,30,31,32)

Amelogenina

La proteina amelogenina se encuentra presente durante la formacion del esmalte
dental; su gen se localiza en el cromosoma X. Con una masa molecular de
aproximadamente de 21.6 kDa y esta compuesta por 191 AA. Posee una region
N-terminal con una alta concentracion de AA ricos en His, GIn y Pro. Estos AA
contribuyen en la conformacion, formacion y organizacion del esmalte dental y a
la formacion de cristales de HA. (14,33,34,35)

Fosfatasa alcalina (ALP)

La fosfatasa alcalina (ALP) es una proteina que se encuentra presente en cuatro
genes: No especifica de tejido (presente en tejido blando como rifién y higado y
tejido mineralizado éseo), placentaria, de células germinales e intestinal. el gen
se localiza en el cromosoma 1 cerca del locus Rh en 1p36.1 con una masa

atomica de aproximadamente 57.9 kDa, y esta constituida por 535 AA.



ALP es un inhibidor en la formacién de HA y generador de fosfato inorganico, lo
gue ayuda a generar el proceso de biomineralizacion en presencia de Cat.
(14,36,37,38,39,40)

En los dltimos afos, se ha investigado sobre la participacion de ciertas regiones
de PNC en el proceso de biomineralizacion, y de codmo estas pueden, inducir la
formacioén y nucleacion de cristales de hidroxiapatita. Especificamente, los AA
de carga negativa, como el Glu y el Asp, asi como de carga positiva como la Arg
han demostrado tener esta capacidad. (41,42,43,44,45)

Es por esto, que es de nuestro interés, investigar mediante el uso del sistema
libre de células de contradifusion en gel de silicato, si los AA sin formar enlaces
peptidicos tienen la capacidad de formar cristales de fosfato de -calcio
(Cas(P0a4)2), y en especial, si pueden promover la formacién de cristales de HA.
Esto es relevante, ya que se puede generar informacién novedosa sobre el
proceso de mineralizacion y llevar dicho conocimiento a una posible aplicacion

enfocada a la regeneracion de tejidos mineralizados.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En determinados momentos, las personas pueden experimentar defectos o
perdidas de tejidos mineralizados, lo cual se manifiesta en diferentes condiciones
patolégicas como la caries, enfermedad periodontal, fracturas 6seas, neoplasias,
osteoporosis, entre otros. A pesar de la disponibilidad de las terapias actuales
utilizadas para tratar estas condiciones, como las proteinas recombinantes y los
péptidos, estas presentan limitaciones importantes, como su alto costo y la

posibilidad de defectos secundarios como de sobrecrecimiento 6seo y necrosis.

JUSTIFICACION

Las caracteristicas en comun que tiene muchas de las PNC asociadas al proceso
de mineralizacion hacen evidente el papel fundamental de las regiones
enriguecidas en AA &cidos. Esto ha derivado en la generacion de péptidos
sintéticos derivados de estas regiones y su investigacion en la promocién del

proceso de mineralizacion, sin embargo, aun no se ha profundizado en la



investigacién sobre los componentes individuales de estas regiones peptidicas
(AA).

Es por esto, que nuestro trabajo de investigaciébn propone demostrar la
capacidad de estos AA, tanto en su forma aislada como en combinacion, su
capacidad de inducir la nucleacién y formacion de cristales de HA. Nuestros
resultados pueden representar un avance innovador en el conocimiento del
proceso de mineralizacién y eventualmente ayudar a generar nuevas estrategias

terapéuticas de tejidos mineralizados.

HIPOTESIS

El empleo de diferentes AA dentro de un sistema libre de células de
contradifusion en gel de silicato tiene el potencial de promover la nucleacién,

formacion y produccion de cristales de HA.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el potencial que tienen diferentes AA de forma aislada y en
combinacion, en la formacién de cristales de HA mediante un sistema libre de

células de contradifusion en gel de silicato.

Objetivos especificos

1.-Conformar el sistema libre de células de contradifusién en gel de silicato para
la formacion de cristales de HA.

2.-Incluir diferentes AA, solos y en combinacion: Glu, Asp, His, Arg, Sery Phe en
el sistema libre de células de contradifusion en gel de silicato en diferentes
concentraciones 100 pg, 200 pug y 500 pg.

3.-Determinar la microestructura de los diferentes cristales obtenidos del sistema
de contradifusion mediante microscopia electronica de barrido (SEM).
4.-Determinar la composicién quimica y la fase mineral de los cristales mediante
espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FT/IR) y andlisis de

energia dispersiva de rayos X (EDS).



METODOLOGIA

Conformacién del sistema libre de células de contradifusién en gel de
silicato.

La finalidad de conformar un gel a base de silicato fue establecer un
microambiente propicio para la formacion y observacion directa de cristales de
fosfato de calcio. (27), mediante la induccidon de AA (solos o en combinacion).
Para generar el gel de silicato se emple6 el amortiguador de pH HEPES (Acido
4-(2-hidroxietil)piperazin-1-iletanosulfénico) con una concentracion de 10 mM
(pH 7.4), &cido fosférico (HsPOa4) a una concentracion 1M vy silicato de sodio
(NazSiOs) con una concentracion 1.06 gr/mL. Estas soluciones se mezclaron en
diferentes proporciones, con un volumen final de 5 mL en tubos cénicos de
centrifuga de 20 mL.

Con los reactivos antes mencionados, el proceso se dividio en dos fases:

1) Se realizaron diversas mezclas en cantidades variables de estas disoluciones
con el fin de conformar un gel translucido y, al mismo tiempo, que la mezcla
proporcionara un tiempo de manipulacion adecuado para estabilizar el pH (7.4)
y permitir su inclusion en el sistema de contradifusion libre de células antes de
su estado de gelificacion.

2) Las pruebas que mostraron los mejores resultados en la primera fase fueron
seleccionadas para avanzar a la segunda fase del proceso: consistio en agregar
5 mL de cloruro de calcio (CaClz) 100 mM en la parte superior del gel, para que
se dé una precipitacion de iones de calcio al interior del gel y se propicie un
ambiente con un pH y temperatura controlada, asi como una concentracion de

iones necesarios para la formacién de cristales de fosfato de calcio.
Conformacién del gel de silicato

Se conformaron casetes compuestos por dos losetas de vidrio con dimensiones
de 7 cm x 5 cm x 3 mm cada una, las cuales estaban separadas entre si por un
marco de neopreno de grado alimenticio. Estas losetas se unian entre si por
petrolato, parafilm y pinzas metélicas con el fin de prevenir cualquier posible

evaporizacion o filtracion del sistema (Imagen 1).
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Imagen 1. Estructura del sistema libre de células de contradifusion en gel de
silicato, se observa el nivel que ocupan la fase solida (gel de silicato inferior) y

solucion de CacCl; (superior).

Una vez conformados los casetes, se introdujeron AA aislados, como de Asp,
Glu, His, Arg, Ser y Phe en concentraciones totales de 100 pg, 200 pg y 500 ug
en cada casete respectivamente. Posteriormente, se preparé el gel con un
volumen final de 5 mL en estado liquido en la base de cada sistema. En la parte
superior, se afadieron 5 mL de CaClz a una concentracion de 100 mM. Una vez
con las dos fases, se cerr6 el sistema y se incub6 a una temperatura de 37 °
durante 7 dias.

Recoleccién de cristales

Finalizado el periodo de incubacion de 7 dias, se procedio a la recoleccion de los
cristales con la asistencia visual de un microscopio estereoscopico y un
instrumento de punta fina de dimensiones 12 mm x 0.33 mm. Los cristales
obtenidos del gel de silicato fueron almacenados en tubos de eppendorf de 1.5
mL con el fin de llevar a cabo su analisis microestructural tridimensional mediante
SEM, asi como para determinar el porcentaje y la fase mineral mediante FT/IR y
EDS.
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se selecciond un cristal representativo de cada AA aislado y en combinacion
para su posterior observacion microestructural tridimensional mediante el uso de
SEM. La preparacion previa de los cristales para su observacion microscépica
implico en la fabricacién de seis laminas de aluminio con dimensiones de 1 cm X
3 cm. En cada lamina se colocé una cinta doble cara de carbono de 8 mm x 2.5
cm. Preparadas las laminas, se seleccionaron aproximadamente cinco cristales
de cada AA en cada lamina, ubicados sobre la cinta doble cara con una distancia
de 5 mm entre ellos.

Posteriormente, las muestras fueron recubiertas con oro en una camara de vacio
para su posterior observacion en la microscopia electrénica de barrido
(microscopio JEOL modelo JSM-6360LV), con el fin de obtener microfotografias

de alta resolucion y detallada de la microestructura tridimensional de cada cristal.

Espectroscopia infrarroja por transformada en Fourier (FT/IR)

Los cristales fueron sometidos a un analisis mediante la espectroscopia infrarroja
por transformada en Fourier con el uso del espectrometro FTIR JASCO 4x. El
proposito fue determinar la fase mineral de los cristales con el empleo de la
biblioteca digital espectral Wiley KnowltlAll Informatics System. La validez del
porcentaje de la fase mineral, en este caso, HA, se define si alcanza o excede

un valor valido de 95.45 high quality index (HQI).

Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS)

Se realiz6 el analisis mediante el equipo JEOL JMS-5900 LV, con la finalidad de
determinar la composicion elemental de los cristales. Se emple6 un mapeo
superficial y se utiliz6 el porcentaje atomico para determinar la fase mineral
mediante la relacion calcio / fosforo (Ca/P) (y su comparaciéon con datos de
referencia para cristales de fosfato de calcio) y el mapeo de elementos en la
superficie del cristal.
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RESULTADOS

Elaboracion del gel de silicato

En la primera fase, se llevaron a cabo diversas pruebas para la elaboracion del
gel de silicato, con el uso de diferentes volumenes de HEPES, H3PO4y NazSiOs.
Tras el andlisis de los resultados obtenidos, se observd que las pruebas 24, 25
y 26 destacaron por mostrar los mejores resultados basado en términos de
composicion de las diferentes disoluciones, tiempo de trabajo y translucidez.
(tabla 1)

Composicion Tiempo de Translucidez

gelificado

o 3.2 mL HEPES buffer 10
mM (pH 7.4)

o 05 mL NazSiOz 1.06 |5 minutos de Parcial
gr/mL gelificado

o 1.3mLH3POs1M

o 21pL NaOH 10N

o 3.25mL HEPES buffer 10
mM (pH 7.4)

o 045 mL Na:SiOz 1.06 | 6 minutos de | Intermedia/Total
gr/mL gelificado

o 1.3 mL H3sPO4 1M

o 21pLNaOH 10N

o 3.3 mL HEPES buffer 10
mM (pH 7,4)

o 04 mL NaSiOs 1.06 |9 minutos de Total
gr/mL gelificado

o 1.3mLH3POs1M

o 21 pyL NaOH 10N

Prueba 24

Prueba 25

Prueba 26

Tabla 1. Conformacién y propiedades de las pruebas control del gel de silicato.
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Estas pruebas fueron sometidas a la segunda fase del estudio, que incluyo la
adicion de 5 mL de CaClz. Al comparar los resultados finales de translucidez
(imagen 2). Se observé que la prueba 26 (C) mostro una mayor difusion de CaCl:
al interior del gel en comparacién con la prueba 25(B). En la prueba 25 (B), se
detectaron halos irregulares y de precipitacion en el tercio superior del gel.
mientras que en la prueba 24 (A), se observd una mayor precipitacion de CaClz

a lo largo del gel, lo que resulto en la pérdida de su propiedad de translucidez.

Imagen 2. Resultados de translucidez de las pruebas control del gel de silicato

de sodio en una disolucion de 5 mL de CaCl, a una concentracién de 1 M.

De acuerdo con los resultados obtenidos de las pruebas control, el gel con las
mejores caracteristicas se basoé en la prueba 26, la cual consistio en la siguiente
composicion:

e 3.3 mL de HEPES buffer 10 mM (pH 7.4)

e 0.4 mL de Na2SiOs 1.06 gr/mL

e 1.3mLdeH3POs1M

e 21 pLdeNaOH 10N
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Visualizacion directa de los cristales dentro del sistema de contradifusion
mediante el uso de microscopio estereoscépico

Completado el tiempo de incubacion de las pruebas de formacion de cristales de
fosfato de calcio con la induccién de AA, se procedié a observar los cristales
dentro del sistema libre de células de contradifusion en gel de silicato de cada

AA con el uso de un microscopio estereoscoépico (Imagen 3)

Prueba control

Acido aspartico
200 ug

Acido glutamico

200 pg

Histidina
200 pg
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Arginina

200 ug

Sin
formacion
de cristales

Serina

Imagen 3. Fotografias tomadas mediante microscopio estereoscopico de la

prueba control y de cada AA aislado en concentraciones totales de 100 pg, 200
Hg y 500 pg. Se observa que en las pruebas donde se formaron cristales, estos

son de forma esférica y de color blanco (debido al Ca).
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Como resultado de la observacion de las pruebas con el microscopio

estereoscopico, se asigno un valor cualitativo segun la cantidad de cristales

esféricos formados con la induccién de los amino&cidos (Tabla 2):

AMINOACIDO 100 pg 200 ug 500 pg

Acido aspartico Escasa Escasa Escasa
Acido glutamico Abundante Abundante Abundante
Histidina Abundante Abundante Abundante

Arginina Ninguno Escasa Escasa
Serina Abundante Abundante Abundante
Fenilalanina Abundante Abundante Abundante

Tabla 2. Resultados de la cantidad de cristales observados en cada sistema
libre de células de contradifusion en gel de silicato con la incorporacion de AA
en concentraciones de 100 pg, 200 pg y 500 pg

Analizados en los resultados de la tabla anterior, se decidié combinar los AA que
demostraron los mejores resultados en términos de producciéon de cristales de
cada sistema.

Predominantemente, se observd que los AA Glu, His, Phe y Ser mostraron
resultados prometedores. Por tanto, se procedid a realizar las siguientes
combinaciones: His + Glu, Phe + Ser, His + Ser, Glu + Ser, Glu + Phe, His + Phe.
Todas estas combinaciones se realizaron con las mismas concentraciones de
100 pg, 200 pg y 500 ug (de cada AA), y fueron sometidas en incubacion por 7
dias a una temperatura de 37°. Como resultado de este proceso, se obtuvieron

las siguientes imagenes a través de la microcopia Optica (imagen 4)
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Imagen 4. Fotografias tomadas mediante microscopio estereoscopico de los
siguientes grupos A) His+ Glu concentracién 100 pg. B) His + Glu
concentracion de 200 pg. C) His + Glu concentracién de 500 pg. D) Glu + Ser
200 ug. E) Glu+ Ser concentraciéon 500 ug. F) His + Ser concentracién 500 pg.
G) Phe + Ser concentracién 500 pg. H) Glu + Phe a concentracion 500 pug.

Se asignd un valor cualitativo a la cantidad de cristales esféricos que se formaron
con el uso de combinaciones de AA en el sistema libre de células de
contradifusion en gel de silicato, mediante la observacion del microscopio

estereoscopico (tabla 3).
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AMINOACIDO 100 pg/mL
Histidina + Acido glutamico Escasa
Acido glutamico + Serina Ninguno
Histidina + Serina Ninguno
Fenilalanina+ Serina Ninguno
Acido glutamico + Fenilalanina Ninguno
Histidina + Fenilalanina Ninguno

200 pg/mL

Escasa
Escasa
Ninguno
Ninguno
Ninguno

Ninguno

500 pg/mL

Escasa
Escasa
Escasa
Escasa
Abundante

Ninguno

Tabla 3. Resultados de la combinacion de aminoacidos observados mediante
microscopio estereoscopico.

Caracterizacion tridimensional mediante el uso de SEM

Posterior al recubrimiento con oro, se procedié a montar los cristales en el

portaobjetos del microscopio electrénico de barrido (SEM) para obtener

microfotografias estructurales tridimensionales.

Se emplearon diferentes

aumentos de 220x, 500x, 1500x, 2500x, 5000x y 15000x, para cada cristal
inducido con AA aislados y en combinacion, asi como para la muestra control sin

AA.
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Prueba control sin aminoacidos

Microfotografias estructurales tridimensionales con el uso de microscopia
electrénica de barrido (SEM) de la prueba control sin AA, tal como se muestra
en la imagen 5. En la microfotografia A) Se observa una estructura plana, con
dimensiones aproximadas de 2.00 mm y 1.17 mm de longitud. B) Posee una
superficie homogénea lisa. C) y D) la cual se encuentra conformado por varias

capas lisas y planas con terminacién en punta.

X48 S8B8mm ICML -UNAM U Vi v FR-USAII

FQ-USAII ZBkV XS5, 8688 Skm FQ-USAII

Imagen 5. Microfotografias tridimensionales de la prueba control sin la adicion
de aminoacidos. A) 40x, B) 220x, C) 5000x y E) 5000x
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Acido aspartico 100 ug

Las microfotografias de la imagen 6, se observa una A) Estructura irregular
fusionada con una placa lisa, B) Ambas superficies homogéneas. C) y D)
Presentan prolongaciones delgadas fusionadas y planas emergentes del nucleo
de la estructura, cada una con terminacion desdentada, con un ancho promedio

de aproximadamente de 5 pm

S &5 \

X220 100mm ICML ~UNAM
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Imagen 6. Microfotografias tridimensionales de los cristales inducidos con Asp
a una concentracion de 100 pg con diferentes aumentos de A) 200 x, B) 2 500
X, C) 5 000x y D)15 000 x.
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Acido aspartico 200 g

En las microfotografias de laimagen 7, A) Se observa un cristal esferoidal similar
a una drusa de aproximadamente 362 um de didmetro. B) Cuenta con una
superficie homogénea que esta formada por multiples cristales planos y
alargados que se agrupan y dejan espacios que forman poros. C) y D) Contiene
diferentes prolongaciones de terminacion en forma triangular o en cuadrado con

un ancho promedio de aproximadamente de 1.48 um

XZZ8 188xm ICML-UNAM

Imagen 7. Microfotografias tridimensionales de los cristales inducidos con Asp
a una concentracion de 200 pg con diferentes aumentos de A) 200x, B) 2 500x,
C) 5 000x y D) 15 000x.

22



Acido aspartico 500 g

En las microfotografias de la imagen 8, A) Se observan dos estructuras
esferoidales similares a una drusa fusionadas de dimensiones de
aproximadamente 137 um x 166 pumy 112 um x 130 um con exposicién de nucleo
de donde emergen de forma radial multiples cristales. B) Cuentan con una
superficie homogénea conformada por multiples cristales largos y finos que se
agrupan y dejan espacios formando poros. C) y D) Contiene prolongaciones
fusionadas con terminacion en forma de flecha, las cuales en su forma individual

cuenta con un ancho promedio de aproximadamente 1,11 um.
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Imagen 8. Microfotografias tridimensionales de los cristales inducidos con Asp
a una concentracion de 500 pg con aumentos de A) 200x, B) 2500x, C) 5000x y
D) 15000x
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Acido glutamico 100 pg

Las microfotografias de la imagen 9, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa de dimensiones de 360 pum x 327um con exposicién de nucleo
de donde emergen de forma radial multiples cristales planos y alargados de
dimensiones. B) Cuenta con una superficie homogénea conformada por
multiples cristales planos y alargados que se agrupan y dejan espacios formando
poros. C) y D) Contiene prolongaciones con terminacion marcada en forma de
flecha de las cuales cuentan con un ancho promedio de aproximadamente 4.75
pm.

X228 188xm ICML -UNAM

ICML —uhj‘am

Imagen 9. Microfotografias tridimensionales de los cristales inducidos con Glu
a una concentracion de 100 pug con aumentos de A) 200x, B) 2 500x, C)5 000x
y D) 15000x
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Acido glutamico 200 pg

Las microfotografias de la imagen 10, A) Se observa una estructura esferoidal
lobulada similar a una drusa de dimension de 237 um de diametro. B) Cuenta
con una superficie homogénea formada por mudltiples cristales planos y
alargados de proyeccion radial emergente a partir del nacleo de la estructura, las
cuales se agrupan y dejan espacios formando poros. C) y D) Contiene diferentes
terminaciones en sus prolongaciones, en su mayoria, en forma de cuadrado y

flecha con un ancho promedio de aproximadamente 4.2 um.
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Imagen 10. Microfotografias tridimensionales de los cristales inducidos con Glu
a una concentracion de 200 pg con aumentos de A) 200x, B) 2 500x, C) 5 000x
y D)15 000x
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Acido glutamico 500 pg

Las microfotografias la imagen 11. A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa de dimensiones de 365 pm x 418 um. B) Cuenta con una
superficie homogénea constituida por cristales largados de diferente tamafio y
ancho de proyeccion radial, los cuales se agrupan y dejan espacios similares a
poros. C) y D) Contiene prolongaciones, en su mayoria, en forma de aguja y

flecha de un ancho promedio de aproximadamente 1.5 um.

Imagen 11. Microfotografias tridimensionales de cristales inducidos con Glu a
una concentracién de 500 pug con aumentos de A) 200x, B) 2 500x, C) 5 000x y
D) 15000x
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Histidina 100 ug

Las microfotografias de la imagen 12. A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa de dimensiones de 214 um x 222 um. B) Cuenta con una
superficie homogénea constituida por mdultiples cristales planos, anchos y
alargados de proyeccion radial, los cuales se agrupan y dejan espacios similares
a poros. C) y D) Contiene cristales planos, fusionados unos con otros, los cuales
conforman las prolongaciones anchas y planas de terminacion cuadrada, con un
ancho promedio de aproximadamente de 7.6 um, asi como la observacion de la

presencia de cristales delgados y curvos entre las prolongaciones.

X228 188xm ICML -UNAM

X15, 288 1 mm k TCML -UN

Imagen 12. Microfotografias tridimensionales de los cristales inducidos con His
a una concentracion de 100 pg con aumentos de A) 200x, B) 2500x, C) 5000x y
D)15000x
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Histidina 200 ug

Las microfotografias de la imagen 13, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensiones de 325 um x 318 um. B) Cuenta con una
superficie homogénea de patron en arreglo en espiral conformado por cristales
planos, finos y alargados de proyeccion radial. C) y D) Contiene prolongaciones
delgadas y finas, con cierta curvatura, que a su vez se encuentran fusionadas en
su extremo final por fibras que semejan una matriz. Estos cristales presentan, en
Su mayoria, una terminacion cuadrada de un ancho promedio de

aproximadamente 0.44 pum.

ICML-UNAM

Imagen 13. Microfotografias tridimensionales de los cristales inducidos con His
a una concentracion de 200 um con aumentos de A) 220x, B) 2 500x, C) 5 000x
y D) 15000x
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Histidina 500 ug

Las microfotografias de la imagen 14. A) Se observa una estructura plana,
gruesa y lisa. B) Cuenta con una superficie homogénea y lisa con presencia de
gel en algunas areas. C) y D) Se encuentra estructurado por multiples placas

gue conforman la estructura, otorgando un borde irregular.

XZZB8 188xm ICML -UNAM

Imagen 14. Microfotografias tridimensionales de los cristales inducidos con His
a una concentracion de 500 pg con aumentos de A)220x, B)1 500x, C)5 000x y
D)15 000x
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Arginina 200 pg

Las microfotografias de la imagen 15, A) Se observa una estructura esferoidal
similar una drusa con dimensiones de 195 um x 247 um. B) Cuenta con una
superficie homogénea constituida por mdultiples cristales planos y anchos de
proyeccion radial, los cuales se agrupan y dejan espacios similares a poros. C)
y D) Contiene prolongaciones de diversos grosores que emergen del nucleo, en
su mayoria, prolongaciones delgadas y anchas, con terminaciones desdentadas
y en punta, respectivamente, y un ancho promedio de aproximadamente de 3.65

um

XZZB 1881m ICML -UNAM

Imagen 15. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido con Arg a una
concentracion de 200 pug con aumentos de A)200x, B) 2 500x, C)5 000x y D)15
000x
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Arginina 500 pg

Las microfotografias de la imagen 16, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensiones de 213 uym x 216 um. B) Contiene una
superficie homogénea constituida por mdultiples cristales planos y anchos de
proyeccion radial, los cuales se agrupan y dejan espacios similares a poros. C)
y D) Contiene prolongaciones anchas, planas y delgadas que emergen del
nucleo, la mayoria, con terminacion desdentada o en cuadrado con bordes

redondeados, los cuales son de un grosor promedio de aproximadamente de 3.9

um.

Imagen 16. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido con Arg a una
concentracion de 500 ug con aumentos de A) 200x, B) 2,500x, C) 5,000x y D)15
000x
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Serina 100 ug

Las microfotografias de la imagen 17, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensiones de 339 um x 337 um. B) Contiene una
superficie homogénea constituida por mudltiples cristales largos, planos y
delgados de proyeccion radial, los cuales se agrupan y dejan espacios similares
a poros. C) y D) Cuenta con prolongaciones largas y planas de diferentes
grosores con terminacion cuadrada y en flecha de bordes redondeados con un

ancho promedio de aproximadamente de 1.12 pm
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Imagen 17. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por Ser a una
concentracion de 100 pg con aumentos de A)220x, B)2 500x, C)5 000x y D)15
000x
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Serina 200 ug

Las microfotografias de la imagen 18, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa multilobulada con dimensiones de 390 pm x 392 um. B)
Contiene una superficie homogénea constituida por multiples cristales planos y
anchos de proyeccion radial, los cuales se agrupan y dejan espacios similares a
poros. C) y D) Cuenta con prolongaciones que emergen del nucleo, la mayoria,
con terminacion desdentada o cuadrado con bordes circulares, fusionados entre
algunos de estas mismas prolongaciones de un ancho promedio de

aproximadamente 3.65 um

1mm ICML =UNAM

Imagen 20. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por Ser a una
concentracion de 200 pg con incrementos de A)200x, B)1 500x, C)2 500x y
D)15 000x
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Serina 500 ug

En las microfotografias de laimagen 21. A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensiones de 252 ym x 253 um. B) Cuenta con una
superficie homogénea conformada por mdltiples cristales planos y anchos de
proyeccion radial, los cuales se agrupan y dejan espacios similares a poros. C)
y D) Contiene prolongaciones que emergen del ndcleo de terminacion

desdentada o en cuadrado de un ancho promedio de 2.2 um

ICML-UNAM  flch “ YT " T “temfsunaby
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X15, 088 ICML -UNAM

Imagen 21. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por Ser a una
concentracion de 500 pg con incrementos de A) 220x, B) 2 500x, C)5 000x y
D)15 000x
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Fenilalanina 100 pg

En las microfotografias de la imagen 22, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensiones de 338 um x 329 um. B) Contiene una
superficie homogénea conformada por mudltiples cristales planos, finos vy
alargados de proyeccion radial, los cuales se agrupan y dejan espacios similares
a poros. C) y D) Cuenta con prolongaciones delgadas y finas de forma
paralelepipedos diferentes tamafios y grosores, con cierta curvatura emergente
del nucleo. Las prolongaciones se encuentran fusionadas en el extremo final por
fibras que semejan una matriz. Tienen estas prolongaciones, una terminacion

cuadrada y por un ancho promedio de aproximadamente 0.65 pum

ICML -UNAM

Imagen 22. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por Phe a una
concentracioén de 100 pg con aumentos de A)220x, B)2 500x, C)5 000x y D)15
000X
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Fenilalanina 200 pg

En las microfotografias de laimagen 23, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensiones de 355 pum x 352 um. B) Contiene una
superficie homogénea conformada por multiples cristales delgados y finos, con
cierta curvatura en su extremo del nucleo y fusionados en el extremo final por
fibras que semejan una matriz, los cuales se agrupan y dejan espacios similares
a poros. C) y D) Cuenta con prolongaciones extremadamente finas de

terminacién en flecha o circular, con un ancho promedio aproximado de 0.45 pm.

TEML ~WiN AN - ICML -UNAM

Imagen 23. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por Phe a una
concentracién de 200 pug con aumentos de A)220x, B)2 500x, C)5 000x y D)15
000x
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Fenilalanina 500 pg

Las microfotografias de la imagen 24, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensiones de 297 um x 304 um. B) Cuenta con una
superficie homogénea conformada por multiples cristales delgados y finos que
emergen del nucleo de proyeccion radial, fusionados en el extremo final por
ligeras fibras que asemejan una matriz, las cuales se agrupan y dejan espacios
similares a poros. C) y D) Contiene prolongaciones con terminacion en flecha o
circular de un ancho promedio de aproximadamente 1.05 pm

HZZB 188xm ICML -UNAM
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Imagen 24. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por Phe a una
concentracion de 500 pug con aumentos de A)200x, B)1 500x, C)2 500x y D)15
000x
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Histidina + Acido glutamico 100ug

En las microfotografias de la imagen 25, A) Se observa una estructura esferoidal
con similitud a una drusa con una dimension de 331 um. B) Contiene una
superficie homogénea conformada por multiples cristales delgados y finos que
emergen del nucleo de patron cerebro de proyeccion radial, las cuales se
agrupan y dejan espacios similares a poros. C) y D) Cuenta con prolongaciones
se encuentran fusionadas en su extremo final, algunas con cierta curvatura antes
de su fusidén, cuentan con terminaciones, en su mayoria, en forma de triangulo y

cuadrado de un ancho promedio de aproximadamente 1.29 um.

8 188xm ICML -UNAM

X15. 6B6 1mm

Imagen 25. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por His + Glu
a una concentracion de 100ug con aumentos de A)220x, B)2 500x, C)5 000x y
D)15 000x
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Histidina + Acido glutamico 200 g

En las microfotografias de la imagen 26, A) se observa una estructura esferoidal
con similitud a una drusa con dimension de 255 um. B) Cuenta con una superficie
homogénea conformada por multiples cristales planos, anchos y delgados que
emergen del ndcleo con proyeccion radial, las cuales se agrupan y dejan
espacios similares a poros. C) y D) Contiene prolongaciones con terminacion

desdentada con un ancho promedio de aproximadamente 3.2 um

ICHML -UMAM

Imagen 26. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por His + Glu
a una concentracion de 200 pg con aumentos de A)200x, B)2 500x, C)5 000x y
D)15 000x
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Histidina + Acido glutamico 500ug

En las microestructuras de la imagen 27, A) se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensién de 245 pum. B) Contiene una superficie
homogénea compuesta por multiples cristales planos y anchos que emergen del
nacleo de proyeccion radial, las cuales se agrupan y dejan espacios similares a
poros. C) Y D) Cuenta con prolongaciones delgadas con una marcada

terminacién desdentada, las cuales, en su mayoria, tienen un ancho promedio

de aproximadamente 1.68 um

Imagen 27. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por His + Glu
a una concentracién de 500ug con aumentos de A)220x, B)2 500x, C) 5 000x y
D)15 000x
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Acido glutamico + Serina 200 g

En las microfotografias de la imagen 28, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con exposicion de nucleo de dimensiones de 223 um x 244
um. B) Contiene una superficie homogénea conformada por multiples cristales
irregulares que emergen del ndcleo de la estructura de proyeccion radial. C) y D)

El nicleo cuenta con una superficie homogénea irregular de donde emergen las

prolongaciones del cristal de un ancho promedio de 1.09 pm

Imagen 28. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por Glu + Ser
a una concentracion de 200 pg con incrementos de A)220x, B)2 500x, C)5 000x
y D)15 000x
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Acido glutamico + Serina 500 pg

Las microfotografias de la imagen 29, A) Se observa una estructura esferoidal
fusionada similar a una drusa con dimensién de 300 um. B) Contiene una
superficie homogénea constituida por mdultiples cristales delgados y finos de
proyeccion radial, las cuales se agrupan y dejan espacios similares a poros, asi
como una placa plana, resultante de la fusion de ambas estructuras.

C) y D) Cuenta con prolongaciones de terminacion en punta fina de un ancho
promedio aproximado de 0.24 um, la mayoria, fusionados con otros, lo que
conforma en grupo, terminaciones triangulares.
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Imagen 29. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por Glu + Ser a
una concentraciéon de 500 pug con aumentos de A)220x, B)2 500x, C)5 000x y
D)15 000x
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Fenilalanina + Serina 500 g

En las microfotografias de la imagen 30, A) se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensiones de 282 um x 272 um. B) Cuenta con una
superficie homogénea constituida por multiples cristales delgados y largos que
se agrupan y dejan espacios similares a poros de patron de red de proyeccion
radial. C) y D) Contiene prolongaciones fusionadas de terminacion cuadrado

cubiertas por fibras similares a una matriz de un ancho promedio de 4.29 pm

Imagen 30. Microestructura tridimensional del cristal inducido por Phe + Ser a

una concentracion de 500 pg con aumentos de A)220x, B)2 500x, C)5 000x y
D)15 000x
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Histidina + Serina 500 pg

En las microfotografias de laimagen 31, A) Se observa una estructura esferoidal
similar a una drusa con dimensién de 181 um. B) Contiene una superficie
homogénea compuesta por multiples cristales anchos y planos que se agrupan
y dejan espacios similares a poros con proyeccion radial. C) y D) Contiene
prolongaciones fusionadas de terminacion desdentada con un ancho promedio

de aproximadamente 0.6 pm
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Imagen 31. Microfotografias tridimensionales del cristal inducido por His + Ser
a una concentracion de 500 pg con aumentos de A)200x, B)2 500x, C)5 000x y
D)15 000x
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Acido glutamico + Fenilalanina 500 pg

En las microfotografias de la imagen 32, A) Se observa una estructura de
dimensiones de 402 um. B) Contiene una superficie homogénea conformada por
multiples cristales largos y finos, dispuestos radialmente como pétalos de
cempasuchil de punta fina de proyeccion radial con presencia de microcristales
esferoidales entre ella. C) y D) Contiene prolongaciones finas de un ancho
promedio de aproximadamente 0.6 um, asi como la presencia de microcristales

esferoidales similares al cempasuchil.
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Imagen 32. Microfotografias tridimensionales de Glu + Phe a una
concentracién de 500 pug con aumentos de A)220x, B)1 500x, C)5 000x y D)15
000x

45



Las dimensiones microestructurales y terminaciones de cada cristal inducido con
diferentes AA, obtenidas mediante microfotografias SEM, se presentan en la
tabla 4:

Terminacion
Aminoécidos pg Medida estructural
Forma Medida
Prueba control 3.27 mm Plana 2.7 ym
Acido aspartico 100 pm - Irregular/Plana 5 um
Acido aspartico 200 pm 362 pm Triangular/ 1.48 uym
Cuadrado
Acido aspartico500 um 1.37 um x 166 pm Flecha 1.11 ym
112 pm x 130 pum
Acido glutamico 100 pm 260 pum x 327 um Flecha 4.75 um
Acido glutamico 200 um 237 um Cuadrado/ 4.2 ym
Flecha
Acido glutamico 500 um 365 pum x 418 um Aguja/Flecha 1.5 um
Histidina 100 pg 214 pm x 220 pm Cuadrado 7.5 um
Histidina 200 pg 325 pm x 318 um Cuadrado 0.44 pm
Histidina 500 pg - Borde irregular 3.81 um
Arginina 200 pg 195 pm x 274 um Desdentada 3.5um
Arginina 500 pg 213 pm x 218 pum Desdentada/ 3.9um
Cuadrado
Serina 100 pg 339 pm x 337 pm Cuadrado/Flecha 1.12 ym
Serina 200 pg 390 pm x 392 um Desdentada/ 3.65 pm
Cuadrado
Serina 500 pg 252 p x 253 pm Desdentada/ 2.2 um
Cuadrado
Fenilalanina 100 pg 338 um x 329 uym Cuadrado 0.65 pm
Fenilalanina 200 pg 352 pm x 355 um Cuadrado/ Circular 0.45 pm
Fenilalanina 500 pg 297 pm x 304 pum Flecha/Cuadrado 1.05 pym
Histidina + Acido glutamico 100 ug 331 pm Triangular/ Cuadrada 1.29 ym
Histidina + Acido glutamico 200 ug 255 pm Desdentada 3.2um
Histidina + Acido glutamico 500 ug 245 ym Desdentada 1.68 um
Acido glutamico + Serina 200ug 223 pm x 244 pm Irregular 1.48 ym
Acido glutamico+ Serina 500 pg 300 pm Aguja fina / 0.24 pm
Triangular
Fenilalanina + Serina 500 pg 282 ym x 272 um Cuadrado 4.29 ym
Histidina + Serina 500 pg 181 pm Desdentada 0.6 um
Acido glutamico + Fenilalanina 500 pg 402 pm Punta fina 0.6 um

Tabla 4. Analisis estructural mediante el uso de SEM de cada cristal

representativo inducido por AA.
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Analisis de composicion quimica FT/IR

Se coloco un cristal en el portamuestras por cada AA solo o combinacion en el
del equipo FT/IR con el fin de obtener espectros que caracterizan la composicion
guimica de cada cristal representativo, para la obtencion de dos tipos de
espectros : un espectro generado por los cristales inducidos con AA 'y la prueba
control, y otro espectro de referencia obtenido por la biblioteca del equipo ,que
en la mayoria de los casos, por hidroxiapatita, asi como el registro del nombre,

composicion, estructura, HQI, BD e ID.
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Prueba control

En laimagen 33, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal plano e irregular
sin el uso de AA. Se observan dos espectros: el espectro azul correspondiente
al cristal sin el uso de AA y el espectro rojo correspondiente a fosfato trisédico.

Ambos espectros distintivos con un bajo indice HQI de 91.84
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Imagen 33. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio. Se muestran los
espectros generados sin el uso de AA (representado en azul) con el espectro
de referencia de fosfato de calcio (representado en rojo) proporcionando por la
biblioteca del equipo, en la cual se evalué la calidad del cristal con el uso de los
indices HQI, BD e ID de acuerdo con la biblioteca del equipo, asi como el
compuesto y espectro detectado, en este caso, fosfato tricalcico.
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Acido aspartico 100 ug

En la imagen 34, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con
Asp con una concentracion total de 100 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con Asp y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud
en su pico més alto de valor HQI de 96.39
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Imagen 34. Espectro FT/IR del cristal de HA inducido con Asp a una
concentracion de 100 pg. Se muestran los espectros generados con el uso del
AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA (representado

en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se evallua la

calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo con la

biblioteca del equipo; asi como el compuesto y espectro detectado, en este
caso, HA.
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Acido aspartico 200 g

En la imagen 35, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con
Asp con una concentracion total de 100 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con Asp y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

en su pico més alto de un valor HQI de 96.83
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Imagen 35. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Asp a
una concentracion de 200 pg. Se muestran los espectros generados con el uso
del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto, estructura y espectro
detectado, en este caso, HA.
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Acido aspartico 500 g

En la imagen 36, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con
Asp con una concentracion total de 500 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con Asp y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

en su pico mas alto de valor HQI de 24.66
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Imagen 36. Espectro FT/IR del fosfato de calcio inducido con Asp a una
concentracion de 500 pg. Se muestran los espectros generados con el uso del
AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA (representado

en rojo) proporcionado por la biblioteca en la cual se evalu¢ la calidad de la
muestra con el uso de indices HQI, BD e ID de acuerdo con la biblioteca del
equipo, asi como el compuesto y espectro esperado, en este caso, HA
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Acido glutamico 100 pg

En laimagen 37, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con Glu
con una concentracion total de 100 pug. Se observa dos espectros: el espectro
azul correspondiente al cristal inducido por Glu y el espectro rojo correspondiente
a la HA. Ambos espectros correlacionados con una similitud en su pico mas alto
de un valor HQI de 85.83
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Imagen 37. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu a
una concentracion total de 100 pug. Se muestran los espectros generados con el
uso del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca, en la cual se evallua la
calidad de la muestra mediante el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.
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Acido glutamico 200 pg

En laimagen 38, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con Glu
a una concentracion total de 200 pg. Se observan dos espectros: el espectro azul
correspondiente al cristal inducido con Glu y el espectro rojo correspondiente a
la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud en su pico mas
alto de un valor HQI de 97.42

100 ™ PSR ACE

LB

%_1

Q4

92
1 1 1 1 1 1 | 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

e
Hal Tag |mecld DB 0 Name Spectrum

9742 IWSAAX| 7443  [Hydroxyapalite ”

Imagen 38. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu a
una concentracion de 200 ug. Se muestran los espectros generados con el uso
del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA
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Acido glutamico 500 pg

En laimagen 39, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal con Glu con una
concentracion total de 500 pg. Se observan dos espectros: el espectro azul
correspondiente al cristal inducido con Glu y el espectro rojo correspondiente a
la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud en su pico mas
alto de un valor HQI de 99.20
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Imagen 39. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu a
una concentracion total de 500 pg. Se muestran los espectros generados con el
uso del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA



Histidina 100 ug

En la imagen 40, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con His
con una concentracion total de 100 pug. Se observan dos espectros: el espectro
azul corresponde al cristal inducido con His y el espectro rojo correspondiente a
la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud en su pico mas
alto de valor HQI de 99.10
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Imagen 40. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con His a
una concentracion de 100 pg. Se muestran los espectros generados con el uso
del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.



Histidina 200 ug

En laimagen 41, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con His
con una concentracion total de 200 pug. Se observan dos espectros: el espectro
azul correspondiente al cristal inducido con His y el espectro rojo a la HA. Ambos
espectros correlacionados con una alta similitud en su pico mas alto de valor HQI
de 97.88
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Imagen 41. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con His a
una concentracion de 200 pug. Se muestran los espectros generados con el uso
del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.



Histidina 500 ug

En laimagen 42, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con His
con una concentracion total de 500 ug. Se observa dos espectros: el espectro
azul corresponde al cristal inducido con His y el espectro rojo correspondiente
fosfato de calcio. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud en su

pico més alto de valor HQI de 78.31
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Imagen 42. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con His a
una concentracion total de 500 pug. Se muestran los espectros generados con el
uso del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de fosfato de
calcio (representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la
cual se evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de
acuerdo con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro
detectado en este caso, fosfato de calcio.

57



Arginina 200 pg

En laimagen 43, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con Arg
con una concentracion total de 200 pg. Se observa dos espectros, el espectro
azul correspondiente al cristal inducido con Arg y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

en su pico mas alto de valor HQI de 97.70
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Imagen 43. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Arg a
una concentracion total de 200ug. Se muestran los espectros generados con el
uso del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en el cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.
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Arginina 500 pg

En laimagen 44, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con Arg
con una concentracion total de 500 pug. Se observan dos espectros: el espectro
azul corresponde al cristal inducido con Arg y el espectro rojo corresponde a la
HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud de su pico mas alto
de valor HQI de 97.89
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Imagen 44. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Arg a
una concentracion total de 500 pug. Se muestran los espectros generados con el
uso del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en el cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.
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Serina 100 ug

En laimagen 45, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con Ser
con una concentracion total de 100 pug. Se observan dos espectros: el espectro
azul correspondiente al cristal inducido con Ser y el espectro rojo
correspondiente a HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

en su punto mas alto de valor HQI de 98.42
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Imagen 45. Espectro FT/IR de fosfato de calcio inducido con Ser a una
concentracion total de 100 pg. Se muestran los espectros generados con el uso
del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla a calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.
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Serina 200 ug

En laimagen 46, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con Ser
con una concentracion total de 200 pg. Se observan dos espectros: el espectro
azul correspondiente al cristal inducido con Ser y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

en su pico mas alto de valor HQI de 98.52
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Imagen 46. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Ser a
una concentracion de 200 pg. Se muestran los espectros generados con el uso
del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de in indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.



Serina 500 ug

En laimagen 47, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con Ser
con una concentracion total de 500 pg. Se observan dos espectros: el espectro
correspondiente al cristal inducido con Ser y el espectro rojo correspondiente a
la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud en su pico mas
alto de valor HQI de 99.11
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Imagen 47. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Ser a
una concentracion de 500 u. Se muestran los espectros generados con el uso
del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.



Fenilalanina 100 pg

En la imagen 48, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con
Phe con una concentracion total de 100 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con Phe y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

en su pico mas alto de valor HQI de 99.05
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Imagen 48. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Phe a
una concentracion de 100 pug. Se muestran los espectros generados con el uso
del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.
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Fenilalanina 200 pg

En la imagen 49, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con
Phe con una concentracion total de 200 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con Phe y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

en su pico mas alto de valor HQI de 99.12
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Imagen 49. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Phe a
una concentracion total de 200 pg. Se muestran los espectros generados con el
uso del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.



Fenilalanina 500 pg

En la imagen 50, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con
Phe con una concentracion total de 500 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con Phe y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

de pico mas alto de valor HQI de 97.50
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Imagen 50. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Phe a
una concentracion de 500 pg. Se muestran los espectros generados con el uso
del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.
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Histidina + Acido glutamico

En laimagen 51, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con His
+ Glu con una concentracién total de 100 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con His + Glu y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

de su pico mas alto de valor HQI de 94.69
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Imagen 51. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con His +
Glu a una concentracion total de 100 pg. Se muestran los espectros generados
con el uso del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.
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Histidina + Acido glutamico 200 g

En laimagen 52, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con His
+ Glu con una concentracion total de 200 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con His + Glu y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

de su pico mas alto de valor HQI de 99.09
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Imagen 52. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con His +
Glu a una concentracion total de 200 pg. Se muestran los espectros generados
con el uso del AA (representado en azul) con el espectro de referencia de HA
(representado en rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se
evalla la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo
con la biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en
este caso, HA.



Histidina + Acido glutamico 500 pg

En laimagen 53, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con His
+ Glu con una concentracién total de 500 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con His + Glu y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

de su pico més alto de valor HQI de 98.10
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Imagen 53. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con His +
Glu a una concentracion de 500 pg. Se muestran los espectros generados con
el uso del AA (espectro azul) con el espectro de referencia de HA (espectro
rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se evalla la calidad
del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo con la biblioteca
del equipo, asi como el compuesto, estructura y espectro detectado, en este
caso, HA.
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Acido glutamico + Serina 200 pg

En la imagen 54, se presenta la espectroscopia FT/Ir del cristal inducido con Glu
+ Ser con una concentracion total de 200 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul corresponde al cristal inducido con Glu + Ser y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud

en su pico mas alto de valor HQI de 45.16
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Imagen 54. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu +
Ser a una concentracion de 200 pg. Se muestran los espectros generados con
el uso de los AA (espectro azul) con el espectro de referencia de HA (espectro
rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se evalla la calidad
del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo con la biblioteca
del equipo, asi como el compuesto y estructura relacionada, en este caso, HA.
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Acido glutamico + Serina 500 pg

En laimagen 55, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con Glu
+ Ser con una concentracion total de 500 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul correspondiente al cristal inducido con Glu + Ser y el espectro rojo
correspondiente a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud
de su pico més alto de valor HQI de 98.10
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Imagen 55. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu +
Ser a una concentracion total de 500 pg. Se muestran los espectros generados
con el uso de los AA (espectro azul) con el espectro de referencia de HA
(espectro rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en el cual se evaltua
la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo con la
biblioteca del equipo, asi como el compuesto y espectro detectado, en este
caso, HA.
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Fenilalanina + Serina 500 g

En la imagen 56, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con

Phe + Ser con una concentracion total de 500 pg. Se observan dos espectros: el

espectro azul corresponde al cristal inducido con Phe + Ser y el espectro rojo

corresponde a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud de

su pico mas alto de valor HQI de 58.46
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Imagen 56. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Phe +
Ser a una concentracion de 500 pg. Se muestran los espectros generados con
el uso de los AA (espectro azul) con el espectro de referencia de HA (espectro
rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se evalla la calidad
del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo con la biblioteca
del equipo, asi como el compuesto y espectro con el que esta relacionado, en

este caso, HA.
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Histidina + Serina 500 pg

En laimagen 57, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con His
+ Ser con una concentracion total de 500 pg. Se observan dos espectros: el
espectro azul corresponde al cristal inducido con His + Ser y el espectro rojo
corresponde a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud de

su pico mas alto de valor HQI de 46.90
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Imagen 57. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con His +
Ser a una concentracion total de 500 pg. Se muestran los espectros generados
con el uso de AA (espectro azul) con el espectro de referencia de la HA
(espectro rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se evalta
la calidad del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo con la
biblioteca del equipo; asi como el compuesto y espectro relacionado, como en
este caso, HA.
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Acido glutamico + Fenilalanina 500 pg

En laimagen 58, se presenta la espectroscopia FT/IR del cristal inducido con Glu
+ Phe con una concentracion total de 500 pug. Se observan dos espectros: el
espectro azul corresponde al cristal inducido con Glu + Phe y el espectro rojo
corresponde a la HA. Ambos espectros correlacionados con una alta similitud de

su pico mas alto de valor HQI de 99.08
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Imagen 58. Espectro FT/IR del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu +
Phe a una concentracion total de 500 pg. Se muestran los espectros generados
con el uso de AA (espectro azul) con el espectro de referencia de HA (espectro
rojo) proporcionado por la biblioteca del equipo, en la cual se evalla la calidad

del cristal con el uso de los indices HQI, BD e ID de acuerdo con la biblioteca
del equipo, asi como el compuesto y espectro relacionado, en este caso, la HA.
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En la tabla 5, se enlistaron los valores HQI inducidos por el uso de AA asi como
de la prueba control, organizados de mayor a menor, a partir de los espectros
FT/IR

Aminoécido pg/ mL HQI

Acido glutdmico 500 pg/ mL 99.20
Fenilalanina 200 pg/mL 99.12
Serina 500 pg/mL 99.11
Histidina + Acido glutamico 200 pg/mL 99.09
Acido glutamico + Fenilalanina 500 pug/mL 99.08
Fenilalanina 100 pg/mL 99.05
Serina 200 pg/mL 98.52
Serina 100 pg/mL 98.42
Acido glutdmico + Serina 500 pg/mL 98.10
Histidina + acido glutamico 500 pg/mL 98.10
Arginina 500 pg/mL 97.89
Histidina 100 pg/mL 97.88
Arginina 200 pg/mL 97.70
Fenilalanina 500 pg/mL 97.50
Acido glutamico 200 pg/mL 97.42
Acido aspértico 200 pg/ mL 96.83
Acido aspértico 500 pg/mL 96.39
Histidina + Acido glutamico 100 pug/ mL 94.69
Histidina 200 pg/mL 93.08
Acido glutamico 100 pg/mL 85.83
Histidina 500 pg/mL 78.31
Fenilalanina + Serina 500 pg/mL 58.46
Histidina + Serina 500 pug/mL 46.90
Acido glutamico + serina 200 pg/mL 45.16
Acido aspartico 100 pg/mL 24.66

Tabla 5. Valores HQI de orden mayor a menor obtenidos mediante el uso de
FT/IR poner la fase mineral que se obtuvo.
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Andlisis del porcentaje de la fase mineral mediante EDS

Los analisis de energia dispersiva de rayos X nos permitieron identificar los
elementos constitutivos de los cristales inducidos con los diferentes aminoacidos
y del control, asi como la distribucion del calcio y fosforo en la superficie de los
cristales. Ademas, se utilizé el porcentaje atbmico para determinar la fase de
mineralizacion de los cristales al ser comparado con valores de referencia para

cristales de fosfato de calcio. (27)
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Prueba control

En la imagen 59, se presenta el espectro EDS del cristal plano sin el uso de AA.
Se observan picos mayoritarios para Cay P con un porcentaje atbmico de 53.8%
para Cay 46.2% para P. Al hacer la relacion Ca/P se obtiene un valor de 1.16,

el cual corresponde al valor de brushita
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Imagen 59. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio sin el uso de AA.
En el recuadro de la imagen A) Se presenta el porcentaje atdmico de los
elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta la zona de la toma del

espectro EDS, que corresponde a la superficie del cristal. C) Mapeo de los
elementos constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color
amarillo representa al P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Acido aspartico 100 ug

En la imagen 60, se aprecia el espectro EDS del cristal inducido con Asp a una
concentracion total de 100 pug. Se observan picos mayoritarios para calcio y
fosforo con un porcentaje atomico de 62.8% para Cay 37.2% para P. Al realizar

la relacion Ca/P se obtiene un valor de 1.68, el cual corresponde a HA.
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Imagen 60. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Asp a
una concentracion de 200 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta el
porcentaje atdmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta la
zona de la forma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de os cristales de estructura mineral tipo drusa, C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color amarillo representa a Ca y el color rosa
representa P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Acido aspartico 200 pg

En laimagen 61, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Asp a una
concentracion total de 200 pug. Se observan picos mayoritarios para Ca 'y P con
un porcentaje atémico de 62.7% para Cay 37.3% para P. Al hacer la relacion Ca

/ P se obtiene un valor de 1.68, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 61. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Asp a
una concentracion de 200 ug. En el recuadro de la imagen A) Se presenta el
porcentaje atémico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta la
zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color amarillo
representa al P), la distribucién de los elementos es homogénea.
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Acido aspartico 500 ug

En laimagen 62, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Asp a una
concentracion total de 500 ug. Se observan picos mayoritarios para Cay P con
un porcentaje atémico de 62.5% Ca y 37.5% para P. Al hacer la relacion Ca/P

se obtiene un valor de 1.66, el cual corresponde al valor de HA
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Imagen 62. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Asp a
una concentracion de 500 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta el
porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal B) Se presenta la
zona de la forma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno de
los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color amarillo representa al Ca y el color rosa
representa a P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Acido glutamico 100 pg

En la imagen 63, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Glu a una
concentracion total de 100 pug. Se observan picos mayoritarios para Cay P con
un porcentaje atomico de 59.6% Ca y 40.4 % para P. Al hacer la relacion Ca/P

se obtiene un valor de 1.47, el cual corresponde al valor de Whitlockita
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Imagen 63. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calco inducido con Glu a
una concentracion de 100 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta el
porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta la
zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa a Cay el color P representa al
P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Acido glutamico 200 pg

En la imagen 64, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Glu a una
concentracion total de 200 pug. Se observan picos mayoritarios para Ca y P con
un porcentaje atbmico de 62.2% para Ca y 37.8% para P. Al hacer la relacion

Ca/P se obtiene un valor de 1.64, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 64. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu a
una concentracion de 200 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta el
porcentaje atdmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta la
zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color amarillo
representa al P), la distribucion de los elementos es homogénea.

81



Acido glutamico 500 pg

En la imagen 65, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Glu a una
concentracion total de 500 pug. Se observan picos mayoritarios para calcio y
fosforo con un porcentaje atdbmico de 61.6% para Cay 38.4% para P. Al hacer la

relacion Ca/P se obtiene un valor de 1.60, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 65. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu a
una concentracion de 500 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta el
porcentaje atdmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta la
zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de no de
los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color amarillo representa al Ca y el color rosa
representa P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Histidina 100 ug

En la imagen 66, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con His a una
concentracion total de 100 pug. Se observan picos mayoritarios para Ca y P con
un porcentaje atdbmico de 61.8% para Ca y 39.2% para P. Al hacer la relacion

Ca/P se obtiene un valor de 1.57, el cual corresponde al valor de HA.
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Imagen 66. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con His a
una concentracion de 100 pg. En el recuadro de la imagen A) se presenta el
porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta la
zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color amarillo
representa al P), la distribucion de los elementos es homogénea
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Histidina 200 ug

La imagen 67, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con His a una
concentracion total de 200 pug. Se observan picos mayoritarios para Ca y P con
un porcentaje atdbmico de 61.6% para Ca y 38.4% para P. Al hacer la relacion

Ca/P se obtiene un valor de 1.60, el cual corresponde al valor de HA.
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Imagen 67. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con His a
una concentracion total de 200 ug. En el recuadro de la imagen A) Se presenta
el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta
la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color amarillo representa Ca y el color rosa
representa P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Histidina 500 ug

En la imagen 68, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con His a una
concentracion total de 500 pug. Se observan picos mayoritarios para Cay P con
un porcentaje atomico de 56.3 % para Ca y 43.7% para P. Al hacer la relacion
Ca/P se obtiene el valor de 1.28, el cual corresponde a un valor de Fosfato

octacalcico.
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Imagen 68. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con His a
una concentracion total de 500 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta
el porcentaje atomico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta
la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de la
estructura irregular. C) Mapeo de los elementos constitutivos del cristal (el color
rosa representa Ca y el color amarillo representa P), la distribucidén de los
elementos es homogénea.
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Arginina 200 pg

En la imagen 69, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Arg con
una concentracion total de 200 ug. Se observan picos mayoritarios para Cay P
con un porcentaje atomico de 61.8% para Cay 38.2% para P. Al hacer la relaciéon

Ca/P se obtiene un valor de 1.61, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 69. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con His a
una concentracion total de 200 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta
el porcentaje atomico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta
la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color amarillo
representa P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Arginina 500 pg

En la imagen 70, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Arg a una
concentracion total de 500 pug. Se observan picos mayoritarios para Ca 'y P con
un porcentaje atbmico de 61.7% para Ca y 38.3% para P. Al hacer la relacion
Ca/P se obtiene un valor de 1.61, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 70.A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con His a
una concentracion de 500 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta el
porcentaje atdmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta la
zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa para Ca y el color amarillo para P), la
distribucion de los elementos es homogénea
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Serina 100 ug

En laimagen 71, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Ser a una
concentracion total de 100 pg. Se observa picos mayoritarios para Cay P con
un porcentaje atdbmico de 59.0% para Ca y 41.0% para P. Al hacer la relacion

Ca/P se obtiene un valor de 1.43 que corresponde a whitlockita.
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Imagen 71. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Ser
con una concentracion total de 100 pg. En el recuadro de la imagen A) Se
presenta el porcentaje atdmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se
presenta la zona de a toma del espectro EDS, que corresponde con la
superficie de uno de os cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de
los elementos constitutivos del cristal (el color rosa corresponde a Ca y el color
amarillo representa P), la distribucion de los elementos es homogénea
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Serina 200 ug

En la imagen 72, se presenta el espectro EDS del cristal inducido por Ser con
una concentracion total de 200 ug. Se observan picos mayoritarios para Cay P
con un porcentaje atomico de 61.9 % para Cay 38.1% para P. Al hacer la relacién
de Ca/ P, se obtiene un valor de 1.62, el cual corresponde al valor de HA.
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Imagen 72. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con serina
con una concentracion total de 200 pg. En el recuadro de la imagen A) Se
presenta el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se
presenta la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la
superficie de uno de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de
los elementos constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca 'y el color
amarillo representa P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Serina 500 ug

En la imagen 73, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Ser con
una concentracion total de 500 ug. Se observan picos mayoritarios para Cay P
con un porcentaje atomico de 61.9% para Cay 38.1% para P. Al hacer la relaciéon

Ca/P se obtiene un valor de 1.62, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 73. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calco inducido con Ser con
una concentracion total de 500 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta
el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta
la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color amarillo
representa P), la distribucion de los elementos es homogénea
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Fenilalanina 100 pg

En la imagen 74, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Phe a una
concentracion total de 100 pug. Se observan picos mayoritarios para Cay P con
un porcentaje atbmico de 58.9% para Ca y 41.1% para P. Al hacer la relacion

Ca/P se obtiene un valor de 1.43, el cual corresponde al valor de whitlockita
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Imagen 74. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Phe a
una concentracion total de 100 ug. En el recuadro de la imagen A) Se presenta
el porcentaje atomico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta
la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa Al Ca y el color amarillo
representa P), la distribucion de los elementos es homogénea
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Fenilalanina 200 pg

En la imagen 75, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Phe a una
concentracion total de 200 pug. Se observan picos mayoritarios para Ca y P con
un porcentaje atomico de 61.9 % para Ca y 38.1% para P. Al hacer la relacion

Ca/ P se obtiene con un valor de 1.62, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 75. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Phe a
una concentracion total de 200 ug. En el recuadro de la imagen A) Se presenta
el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta
la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa, C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color amarillo
representa P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Fenilalanina 500 pg

En laimagen 76, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Phe a una
concentracion total de 500 pug. Se observan picos mayoritarios para Cay P con
un porcentaje atdmico de 61.2 % para Ca y 38.8 % para P. Al hacer la relacion

Ca/ P se obtiene un valor de 1.57, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 76. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Phe a
una concentracion total de 500 pg. En el recuadro de la imagen A) se presenta
el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta
la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
del os cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color osa representa al Ca y el color amarillo
representa P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Histidina + Acido glutamico 100 g

En la imagen 77, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con His + Glu
con una concentracion total de 100 pug. Se observan picos mayoritarios para Ca
y P con un porcentaje atdmico de 62.5% para Ca y 37.5% para P.Al hacer la

relacion Ca/P se obtiene un valor de 1.66, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 77.A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con His+
Glu a una concentracién de 100 pg. En el recuadro de la imagen A) Se presenta
el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta
la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno
de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color amarillo
representa P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Histidina + Acido glutamico 200 g

En la imagen 78, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con His + Glu
a una concentracioén total de 200ug. Se observan picos mayoritarios para Cay P
con un porcentaje atomico de 62.4% para Cay 37.6% para P. Al hacer la relaciéon

Ca/P se obtiene un valor de 1.65, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 78. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con His +
Glu a una concentracion total de 200 pg. En el recuadro de la imagen A) Se
presenta el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se
presenta la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la
superficie de uno de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de
los elementos constitutivos del cristal el color rosa representa al Ca y el color
amarillo representa al P), la distribucion de los elementos es homogénea

95



Histidina + Acido glutamico 500 g

En la imagen 79, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con His + Glu
a una concentracion total de 500 pg. Se observan picos mayoritarios para Cay
P con un porcentaje atbmico de 62.5% para Ca y 37.5% para P. Al hacer la

relacion de Ca/P se obtiene un valor de 1.66, el cual corresponde al valor de la
HA
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Imagen 79. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con His+
Glu a una concentracion de 500ug. En el recuadro de la imagen A) Se presenta
el porcentaje atdbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se presenta
la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la superficie de uno

de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de los elementos
constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color amarillo
representa al P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Acido glutamico + Serina 200 pg

En la imagen 80, se presenta en el espectro EDS del cristal inducido con Glu +
Ser a una concentracion total de 200 pg. Se observan picos mayoritarios para
Cay P con un porcentaje atomico de 59.1% para Ca y 40.9 % para P. Al hacer
la relacion Ca/P se obtiene un valor de 1.44, el cual corresponde al valor de

whitlockita
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Imagen 80. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu +
Ser a una concentracion total de 200 pg. En el recuadro de la imagen A) Se
presenta el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se
presenta la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la
superficie de uno de los cristales de estructura tipo drusa. C) Mapeo de los
elementos constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color
amarillo representa al P), la distribucion de los elementos es homogénea.
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Acido glutamico + Serina 500 pg

En la imagen 81, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Glu + Ser

a una concentracion total de 500 pg. Se observan picos mayoritarios para Cay

P con un porcentaje atbmico de 62.5% para Ca y 37.5% para P. Al hacer la

relacion Ca/P se obtiene un valor de 1.66, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 81. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Glu +
Ser a una concentracion de 500 pg. En el recuadro de la imagen A) Se
presenta el porcentaje atdmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se
presenta la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la
superficie de uno de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de
los elementos constitutivos del cristal (el color rosa representa Ca y el color
amarillo representa al P), la distribucion de los elementos es homogénea
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Fenilalanina + Serina 500 g

En la imagen 82, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Phe + Ser
500 pg a una concentracién total de 500 pg. Se observan picos mayoritarios para
Cay P con un porcentaje atomico de 64.7% para Cay 35.3% para P. Al hacer la

relacion de Ca / P se obtiene un valor de 1.83, el cual corresponde al valor de
HA.
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Imagen 82.A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con Phe +
Ser a una concentracion de 500 pg. En el recuadro de la imagen A) Se
presenta el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se
presenta la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la
superficie de uno de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de
los elementos constitutivos del cristal (el color rosa representa al Cay el color
amarillo representa al P), la distribucion de los elementos es homogénea
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Histidina + Serina 500 pg

En la imagen 83, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con His + Ser
a una concentracion total de 500 pg. Se observan picos mayoritarios para Cay
P con un porcentaje atdbmico de 61.8 % para Ca y 38.2% para P. Al hacer la

relacion Ca/P se obtiene un valor de 1.61, el cual corresponde al valor de la HA.

15
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Imagen 83. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con His +
Ser a una concentracion total de 500 pg. En el recuadro de la imagen A) Se
presenta el porcentaje atbmico de los elementos constitutivos del cristal. B) Se
presenta la zona de la toma del espectro EDS, que corresponde con la
superficie de uno de los cristales de estructura mineral tipo drusa. C) Mapeo de
los elementos constitutivos del cristal (el color rosa representa al Ca y el color
amarillo representa al P), la distribucion de los elementos es homogénea
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Acido glutamico + Fenilalanina 500 pg

En la imagen 84, se presenta el espectro EDS del cristal inducido con Glu + Phe
a una concentracion total de 500 pg. Se observan picos mayoritarios para Cay
P con un porcentaje atdbmico de 61.4% para Ca y 38.6% para P. Al hacer la

relacion Ca/P se obtiene un valor de 1.59, el cual corresponde al valor de la HA.
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Imagen 84. A) Espectro EDS del cristal de fosfato de calcio inducido con acido

glutdmico + fenilalanina a una concentracion total de 500ug. En el recuadro de

la imagen A) Se presenta el porcentaje atdbmico de los elementos constitutivos

del cristal. B) Se presenta la zona de la toma del espectro EDS, que

corresponde con la superficie de uno de los cristales de estructura mineral tipo
drusa. C) Mapeo de los elementos constitutivos del cristal (el color rosa
representa al Cay el color amarillo representa al P), la distribucion de los

elementos es homogénea.
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En la tabla 6, se presentan los valores de la relaciéon Ca/ P y la fase mineral de

los cristales formados en el sistema de contradifusién y que fueron inducidos con

los diferentes AA.

Aminoécidos en pg Relacion Ca/ P Fase mineral
Fenilalanina + Serina 500 ug 64.7/35.3 1.83 Hidroxiapatita
Acido aspértico 100 pg 62.8/37.2 1.68 Hidroxiapatita
Acido aspértico 200 g 62.7/37.3 1.68 Hidroxiapatita
Acido aspértico 500 g 62.5/37.5 1.66 Hidroxiapatita
Histidina + Acido glutamico 100 g 62.5/37.5 1.66 Hidroxiapatita
Histidina + Acido glutamico 500 g 62.5/37.5 1.66 Hidroxiapatita
Acido glutamico + Serina 500 ug 62.5/37.5 1.66 Hidroxiapatita
Histidina + Acido glutamico 200 ug 62.4/37.6 1.65 Hidroxiapatita
Acido glutamico 200 ug 62.2/37.8 1.64 Hidroxiapatita
Serina 200 pg 61.9/38.1 1.62 Hidroxiapatita
Serina 500 ug 61.9/38.1 1.62 Hidroxiapatita
Fenilalanina 200 pug 61.9/38.1 1.62 Hidroxiapatita
Arginina 200 pg 61.6/38.2 1.61 Hidroxiapatita
Arginina 500 pg 61.7/38.3 1.61 Hidroxiapatita
Histidina + Serina 500 ug 61.8/38.2 1.61 Hidroxiapatita
Acido glutamico 500 ug 61.6/38.4 1.60 Hidroxiapatita
Histidina 200 ug 61.6/38.4 1.60 Hidroxiapatita
Acido glutamico + Fenilalanina 500 ug 61.4/38.6 1.59 Hidroxiapatita
Histidina 100 pg 61.8/39.2 1.57 Hidroxiapatita
Fenilalanina 500 pg 61.2/38.8 1.57 Hidroxiapatita
Acido glutamico 100 ug 59.6/40.4 1.47 Whitlockita
Acido glutamico + Serina 200 ug 59.1/40.9 1.44 Whitlockita
Serina 100 pg 59.0/41.0 1.43 Whitlockita
Fenilalanina 100 pg 58.9/41.1 1.43 Whitlockita
Histidina 500 pg 56.3/43.7 1.28 Fosfato octacalcico
Prueba control 58.8/46.2 1.16 Brushita

Tabla 6. Se presenta los valores de referencia de las relaciones Ca/P para los
cristales inducidos en nuestro estudio, las cuales muestran en su mayoria una
fase mineral alta de HA a excepcion de Glu 100 ug, Glu + Ser 200 pg, Ser
100ug, Phe 100 pg con un porcentaje correspondiente a Whitlockita; asi como

His a una concentracién de 500 pg encontrada en una fase de fosfato

octacalcico. La prueba control presenta la fase menos mineralizada de todos

los cristales (brushita), lo que demuestra la importancia de los AA en la

induccién y maduracion de la fase mineral hacia HA.
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DISCUSION.

Actualmente, son limitado los estudios realizados sobre la funcién que tienen los
AA aislados durante el proceso de biomineralizacion en hueso, dentina, esmalte
y cemento, ya que la mayoria de las investigaciones sobre este proceso se
centran en el uso de PCN como la osteopontina, sialoproteina osea I,
fosfoglicoproteina de la matriz extracelular, proteina de la matriz extracelular,
proteina 1 de la matriz dentinaria, proteina del cemento 1 y la proteina de
adhesion del cemento radicular HACD1/CAP; y diversos péptidos (entre otros).
Estas moléculas se caracterizan por poseer cadenas laterales ricas en
secuencias de AA de carga negativa (acidos), lo cual se ha asociado con la

propiedad de nucleacion y formacion de cristales de HA. (10,14,23,44,45,46)

En la tabla 7, se desglosa la composicion general de AA de diversas proteinas
gue participan durante el proceso de biomineralizacion; en el cual, se analiza la
constitucién total de AA de cada proteina, el tipo de carga predominante (acida
0 basica),asi como el AA de mayor predominio de acuerdo con la
cantidad/porcentaje de cada proteina. Mediante el andlisis de la secuencia
primaria de estas proteinas se puede establecer si es que estan relacionadas
con el proceso de mineralizacion (principalmente en la nucleacion y regulacion
de cristales de fosfato de calcio), asi como identificar las regiones enriquecidas

en AA acidos y que pueden dirigir de forma especifica este proceso.

Como se observa en la tabla 7, la mayoria de estas proteinas son acidas
(osteopontina, sialoproteina 6sea I, proteina de la matriz dentinaria), o tienen
regiones enriquecidas en estos AA, asi como regiones ricas en serina como la
proteina del cemento 1y la proteina de la matriz dentinaria. Con esto podemos
visualizar la importancia que tienen los AA acidos en la funcion biolégica
asociada a la formacion de estructuras mineralizadas y que es relevante
profundizar si se pueden usar de forma individual (sin estar unidos en regiones
peptidicas) para promover la formacion de cristales de HA in vitro y

posteriormente su USoO in Vivo.
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Proteina NuUmero de Numero total de Principales aminoacidos en
Aminoacidos residuos con proporcion
carga () / carga () |"Aminoacido | Cantidad %
(-) Acido aspartico + Acido 48 5.3%
Acido glutamico =75 aspartico
Osteopontina 314 Serina 42 13.4%
(+) Arginina + Lisina =29 Acido 27 8.6%
glutamico
(-) Acido aspartico + Acido 60 18.9%
Acido glutamico: 77 glutdmico
Sialoproteina 317 Glicina 36 11.4%
osealll (+) Arginina + Lisina: 24 Treonina 30 30.5 %
(-) Acido aspartico + Serina 57 10.9 %
Fosfoglico 525 Acido glutamico: 76
proteina de la Lisina 50 9.5%
matriz (+) Arginina + Lisina: 80
extracelular Glicina 47 9.0%
(-) Acido aspartico + Serina 110 21.4%
Acido glutamico: 142
Proteina de la 513 Acido 77 15.0%
matriz (+) Arginina + Lisina: 41 glutamico
dentinaria
Acido 65 12.5%
aspartico
(-) Acido Aspartico + Prolina 28 11.3%
Acido glutamico: 14
CEMP-1 247 Glicina 26 10.5%
(+) Arginina + Lisina: 26
Alanina 25 10.5%
(-) Acido aspartico + Alanina 21 15%
Acido glutamico: 12 Glicina 14 10%
HACD1/CAP 140 Leucina 13 9.3%
(+) Arginina+ Lisina: 13 Serina 12 8.6%

Tabla 7. Composicion estructural general de diversas proteinas que participan

en el proceso de biomineralizacion.
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En este sentido, los resultados de nuestra investigacion aportan datos
novedosos sobre la participacion de diversos AA (Arg, His ,Asp, Glu, Phe y Ser)
y en combinacion (Phe + Ser, His + Ser, His + Glu, Glu + Ser) en cuanto a la
formacion de cristales de fosfatos de calcio. A partir del sistema libre de células
de contradifusion en gel de silicato demostramos el potencial de estos AA en la

formacion de cristales de HA.

En diversos trabajos publicados se ha mencionado la obtencién de cristales de
HA a partir de sistemas de contradifusion libre de células en gel de silicato, con
el empleo de proteinas como DMP1, CEMP-1 y HACD1(27,44,45,46).De forma
especifica, en el trabajo de Sivacumar, Gajjeraman y Karthikeyan Narayana,
emplearon el sistema de contradifusion libre de células y confirmaron que la
proteina de la matriz de dentina (DMP1) induce la formacion de cristales de HA.
Estos autores reportan que especificamente de los extremos Ny C de la DMP1
poseen secuencias enriquecidas en AA acidos (Glu, Asp) y de Ser, y que
probablemente estos son los que dirigen el crecimiento de los cristales de HA
(47,48). Sus hallazgos coinciden con nuestros resultados experimentales, ya que
hemos demostrado que los AA, en forma aislada poseen propiedades similares
a las de una proteina durante el proceso de biomineralizacion, pero de manera
mas eficiente, practica y accesible. A diferencia de los procedimientos mas
complejos, como lo es la produccién de proteinas recombinantes més complejos,
como lo es la produccion de proteinas recombinantes o la obtencidon de proteinas
nativas donde se requiere la sintesis, extraccion y purificacion de estas, el uso
de AA individuales simplifica este proceso por lo que minimiza tanto el costo y
tiempo necesario para llevar a cabo los experimentos necesarios, lo que lo
convierte en una alternativa viable y prometedora para estudios en experimentos

futuros de biomineralizacion.

Adicionalmente, Sivacumar Gajjeraman y Karthikeyan Narayana describen que
el sistema de contradifusion es un mecanismo Optimo para investigar la
nucleaciéon y formacién de cristales de fosfato de calcio por parte de proteinas
gue se cree que pueden participar en el proceso de biomineralizacion, debido a
su estabilidad, con trol, imitacion, manipulacion y transparencia del sistema. (47)

En comparacion con este estudio nuestro sistema mostro tener las mismas
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caracteristicas y resultados en la nucleacion y formacion de cristales de
HA(cristales esferoidales tipo drusa que emergen del nacleo con el empleo de
AA: Glu, Asp, Arg, His, Phe y Ser) y AA en combinacion (Phe + Ser, His + Ser,
Glu + Ser, His + Glu, Glu + Phe).

En cuanto a la descripcion estructural de los cristales formados en el sistema de
contradifusion, la herramienta mas empleada ha sido la visualizacién y analisis
mediante microscopia electrénica de barrido (SEM). En el estudio realizado por
Takuya Matsumoto y Masayuki Okazaki, se empleé Asp como inductor de
cristales de fosfato de calcio. Mediante microfotografias SEM se describe que
los cristales obtenidos de la prueba control (sin el uso del AA) son cristales
planos e irregulares, mientras que con el empleo del AA (100 pg/mL, 200 pg/ mL
y 500 pg/mL) se forman cristales con orientacion definida, de forma alargada y

paralela a lo largo del eje cristalino (49)

Con la finalidad de tener un comparativo entre las caracteristicas estructurales
de los diversos cristales de fosfato de calcio inducidos con diferentes proteinas,
péptidos y aminoacidos obtenidos de sistemas de contradifusion (27,46,51) y con
los cristales que se formaron en nuestro estudio (aislados y en combinacion)
elaboramos la tabla 8. Es interesante que, en la mayoria de los reportes
consultados, se describen estructuras esferoidales tipo drusas, sin embargo, en
tales estudios se carece a detalle de una descripcion microestructural en cuanto
a la terminacién de los cristales, mientras que nuestros resultados, los cristales
mostraron mayoritariamente una terminacion cuadrada o desdentada con

variaciones en lo ancho.
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Otros estudios Fuente propia
Proteina Estructura/ | Terminacién | Estructura/ | Terminacion
/IAminoé&cidos Diametro Diametro
DMP-1 Esferoidal Sin datos
(47)
Osteopontina | Esferoidal Sin datos
(51)
Proteina Esferoidal Flecha
hrCEMP1 130-150 pm (27)
(27)
Proteina Esferoidal/ | Desdentada
hrHACD1/CAP | 400 um (46) (46)
Acido Esferoidal/ Cuadrada Esferoidal/ Punta fina
glutamico + 200 pm (50) 402 pum
Fenilalanina (50)
Acido Esferoidal Desdentada Esferoidal/ Cuadrado
aspartico (49) (49) 1.37 um
Acido Esferoidal Desdentada Esferoidal/
glutamico (50) (50) 260 pm x 327 Flecha
pum
Serina Esferoidal Cuadrada | Esferoidal/339 | Desdentada
(49) (49) pm x 337 pm
Esferoidal | Desdentada/ Esferoidal/
Fenilalanina (50) Cuadrado 338 um x 329 | Cuadrado
(50) Hm
Esferoidal Esferoidal/195
Arginina (51) Sin dato um x 274 um | Desdentada

Tabla 8. Comparacién microestructural de diversos trabajos realizados de

cristales de fosfato de calcio con el uso del sistema de contradifusion libre de

células con el uso de proteinas, péptidos y aminoacidos, y los resultados de

nuestro trabajo.
En cuanto al analisis de la composicion quimica y fase mineralizada de los

cristales inducidos con proteinas, péptidos y aminoacidos, las herramientas mas
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utilizadas han sido el andlisis elemental EDS, la espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FT/IR) y microscopia electronica de transmision de alta
resolucion (hrTEM) (27,46). En El caso del FT/IR, proporciona gran precision
para asignar la fase mineralizada del cristal al igual que el andlisis por hrTEM,
mientras que el uso del EDS se caracteriza por su precision y distribucién de
analisis elemental en una region especifica del cristal (27,46,50)

Con el uso de estas herramientas, se realiz6 la comparativa de diferentes
estudios con el uso de osteopontina, hrCEMP-1, hrHACD1/CAP, Asp, Glu, Ser,

Phe y Arg, con respecto a nuestros resultados en la tabla 9

Otras fuentes Fuente propia
Proteina Fase mineral mediante | Fase mineral mediante
FT/IR/EDS FT/IR/EDS
Osteopontina Sin datos
Proteina hrCEMP-1 EDS
Fosfato octacélcico (27)
Proteina EDS
hrHACD1/CAP Fosfato octacalcico(46)
Acido aspartico FT/IR FT/IR/ EDS
Hidroxiapatita} Hidroxiapatita
(49)
Acido glutamico FT/IR FT/IR/ EDS
Hidroxiapatita Hidroxiapatita
(49)
Serina FT/IR FT/IR/ EDS
Hidroxiapatita Hidroxiapatita
(49)
Fenilalanina Sin dato FT/IR/ EDS
Hidroxiapatita
Arginina EDS FT/IR/ EDS
Hidroxiapatita Hidroxiapatita
(52)

Tabla 9. Andlisis comparativos de diversos trabajos de cristales de HA con el

uso de herramientas de EDS y FT/IR, y nuestro trabajo.
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De acuerdo con los resultados de este proyecto y con investigaciones recientes
de Tavafoghi M. y Cerruti M, con el uso de AA de forma aislada in vitro como
inductores de la biomineralizacion, demostraron que segun la carga de AA se
puede conseguir la inhibicion o la induccion de cristales de HA y que en general
estos poseen un tamafio menor al que se forma con el uso de proteinas (52).

Estos datos concuerdan con nuestros resultados experimentales, y de forma
interesante los AA que utilizamos en nuestro trabajo solo mostraron funcién en
cuanto a la promocion de los cristales de HA y ninguno inhibié el proceso de

mineralizacion.

PERSPECTIVAS.

Los resultados obtenidos en este estudio, junto con el analisis realizado, se
sugiere investigar y experimentar con diferentes AA aislados que muestran un
mayor predominio en cada proteina, como glicina, treonina, alanina y otros AA
gue se destacan por su abundancia en términos de cantidad y porcentaje en
proteinas. Estos AA, al ser de mayor predominio en las proteinas que participan
en la bimineralizacion, podrian proporcionar nuevas o mismos resultados como
las que se obtuvieron en este proyecto.

Los AA utilizados en este proyecto, como Ser, Phe, Glu y Asp, serian de gran
interés ser probados en andamios biomateriales, con el fin de evaluar su
capacidad de inducir la formacion de cristales y su interaccion biomineral, lo cual
podria abrir oportunidades para su aplicacion en estudios in vivo, permitiendo
explorar su viabilidad futura en posibles organismos vivos.

Asimismo, seria de gran interés realizar estudios donde estos AA se utilicen
también con células, para promover la formacion de matrices extracelulares y
analizar su efecto de mineralizacién. Estas investigaciones podrian ofrecer
alternativas potencialmente prometedoras para el desarrollo de tratamientos de

patologias y de reparacion de tejidos mineralizados.
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CONCLUSION

Las secuencias acidas de proteinas no colagenas que participan en el proceso
de biomineralizacion han sido estudiadas durante afios debido a su
incertidumbre en la interaccion que tienen los aminoacidos durante la formacion
de los cristales de hidroxiapatita. Por lo que, en este estudio se demostré que
ciertos aminoécidos, solos o en combinacion con diferente carga, promueven la
formacion de cristales de hidroxiapatita (mediante un sistema de contradifusion
en gel) lo que sugiere que durante el proceso de mineralizacion, los aminoacidos
solos de diferente carga como Glu, His, Arg, Asp, Phe y Ser sin la necesidad de
interactuar con otros aminoacidos pueden promover la nucleacién, conformacién
y crecimiento de hidroxiapatita en varios sitios de union con Cay P, las cuales
presentan una estructura tridimensional mineralizada, que en algunos casos,
estas se encuentran con presencia de cierta flexibilidad en las prolongaciones
de los cristales inducidos con Phe e His de forma aislada, asi como en
combinacion de Phe + Ser e His + Glu.

Este trabajo abre nuevas puertas a investigaciones adicionales encaminadas a
profundizar en el papel de los aminoacidos especificos que promueven la
formacion de cristales de hidroxiapatita; esto puede generar (en un futuro

mediato) terapias encaminadas al desarrollo de tejidos mineralizados.
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