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ABREVIATURAS

Ace: Acetilo.

ALP: Fosfatasa alcalina (Alkaline phosphatase).
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DSP: Sialoproteina de la dentina (Dentin sialoprotein).

DSPP: Sialofosfoproteina dentinaria (Dentin Sialophosphoprotein).
DXA: Absorcibmetria dual de rayos X.

E: Acido glutamico.

Glu: Acido Glutamico.

Gly: Glicina.

GROMACS: Del acrénimo, Groningen Machine for Chemical Simulation.

HA: Hidroxiapatita.
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IBSP: Integrin Binding Sialoprotein.

IDPs: Proteinas intrinsecamente desordenadas (Intrinsically Disordered Proteins).
IDR: Regiones intrinsecamente desordenadas (Intrinsically Disordered Regions).
Lys: Lisina.

MEC: Matriz Extracelular.

MEPE: Fosfoglucoproteina de la matriz extracelular (Matrix Extracellular
Phosphoglycoprotein).

NH2: Grupo amino.

nm: Nanometro.

ns: Nanosegundo.

OPN: Osteopontina.

P1: Péptido 1.

PDB: Protein Data Bank.

ps: Picosegundos.

pS: Fosfoserina.

pT: Fosfotreonina.

pY: Fosfotirosina.

PNC: Proteinas No Colagenas.
PrDOS: Protein Disorder prediction System.
Pro: Prolina.

Rg: Radio de giro.

RGD: Tripéptido Arginina, Glicina, acido aspartico, dominio de union a integrina.
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RMN: Resonancia Magnética Nuclear.

RMSF: Fluctuacion cuadratica media (Root mean square fluctuation).

S: Serina.

SAXS: Difraccion de rayos X de bajo angulo (Small angle X-ray scattering).
SDM: Simulacion de Dinamica Molecular.

SIBLING: Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoproteins.

Val: Valina

VMD: Visual Molecular Dynamics
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RESUMEN EN ESPANOL

El presente trabajo tiene por objetivo analizar la interaccion entre un péptido de la
sialoproteina 6sea (BSP) y la red cristalina de hidroxiapatita (HA). La BSP es una
proteina acida que se encuentra en los tejidos mineralizados, principalmente al inicio de
la formacion del tejido 6seo. La BSP tiene la capacidad de interactuar con iones,
coldgeno, e HA, regulando el proceso de mineralizacién; sin embargo, su mecanismo
de accion, la naturaleza de sus enlaces y sus cambios estructurales adn se

desconocen.

Para alcanzar el objetivo de la investigacion propuesta se realizaron simulaciones de
dinamica molecular (SDM) utilizando el programa GROMACS, como estrategia para
detectar la interaccion del péptido comprendido entre los residuos 4-23 (péptido 1) de la
secuencia primaria de BSP y la superficie del cristal de HA. Para esto, fueron
establecidos dos sistemas virtuales a estudiar: el péptido aislado y el péptido en
presencia de HA, ambos en solucién acuosa. Cada sistema se mantuvo en simulacion

durante 30 nanosegundos.

Los datos obtenidos por la SDM indicaron que el péptido se mantiene altamente
compacto y flexible en solucién, basandose en los valores de radio de giro y de
fluctuacion cuadratica media. Sin embargo, dichos valores en presencia de HA indican

gue el péptido adquiere una conformacion abierta y rigida.

Por otro lado, el analisis de la trayectoria del péptido durante la simulacion reveld que la
interaccién entre el péptido y la HA se establece mediante los grupos carboxilos
presentes en las cadenas laterales de los acidos glutamicos en las posiciones 16y 17 y
la carga positiva del calcio que se encuentra expuesta en el cristal de HA.

Estos hallazgos realizados in silico sugieren que las interacciones entre los residuos 4-
23 de la BSP se basan en fuerzas de caracter electrostatico, lo que abre una nueva
posibilidad de entender el papel de la BSP en su totalidad en la regulacion de la

nucleacién del cristal de HA.
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RESUMEN EN INGLES

The present work aims to analyze the interaction between a peptide of the bone
sialoprotein (BSP) and the hydroxyapatite (HA) crystal lattice. BSP is an acidic protein
found in mineralized tissues, mainly at the beginning of bone tissue formation. BSP can
interact with ions, collagen, and HA, regulating the mineralization process; however, its
mechanism of action, the nature of its bonds, and its structural changes are still

unknown.

To achieve the main objective of the proposed research, molecular dynamics
simulations (MDS) were performed using the GROMACS program as a strategy to
detect the interaction of the peptide comprised between the residues 4-23 (peptide 1) of
BSP primary sequence and the HA crystal surface. In our study, two virtual systems of
study were established: 1) the isolated peptide and 2) the peptide in the presence of
HA, both systems in an aqueous solution. Each MDS design was running for 30

nanoseconds.

The data obtained by MDS indicated that the peptide in solution remains highly compact
and flexible based on the values of radius of gyration and of root mean square
fluctuation. However, the peptide acquires an open and rigid conformation in the

presence of HA.

Furthermore, the analysis of the trajectory of the peptide during the simulation revealed
that the interaction between the peptide and HA is established between the carboxyl
groups of the glutamic acid side chains at positions 16 and 17 and the positive charge
of calcium that is exposed in the HA crystal.

In conclusion, these findings carried out in silico suggested that the interactions
between residues 4 to 23 of BSP are due to electrostatic forces, which opens a new
possibility for understanding how the protein plays an essential role in the regulation of
HA crystal nucleation in bone tissue.
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INTRODUCCION

La biomineralizaciébn es un proceso mediante el cual se controla la deposicion de
minerales en la matriz extracelular (MEC), produciendo estructuras complejas como el
tejido 6seo y los drganos dentarios del cuerpo humano (1). Los huesos y dientes
contienen una MEC considerada como un biomaterial hibrido organico-inorganico. En
su fase organica, dicho biomaterial hibrido se encuentra compuesto principalmente (en
un 90%) de colageno tipo |, mientras que su fase inorganica se compone
principalmente por hidroxiapatita (HA), un mineral formado a base de fosfatos de calcio.
El 10% restante de la fase organica lo constituyen principalmente las denominadas
proteinas no colagenas (PNC) (2). Las PNC forman un grupo especial de proteinas con
un papel fundamental en la formacién, maduracion, remodelado y organizacion de la
MEC, asi como en la regulacién de las interacciones célula-MEC, y tienen una
influencia directa en las propiedades biomecanicas del tejido mineral, proporcionando
elasticidad y resistencia al estrés mecanico (1, 2).

Dentro del grupo de las PNC destaca una familia de proteinas conocidas como
SIBLING (del inglés Small Integrin-Binding Ligand N-linked Glycoproteins), las cuales
son codificadas por genes que encuentran en tdndem en el cromosoma 4921 en
humanos y 5gE5 en ratones. Estas proteinas han sido asociadas con la formacion de
los tejidos mineralizados y se ha reportado que sus funciones se relacionan con la
generacion y mantenimiento del tejido 6seo; ademas, se consideran como uno de los

actores principales en la biologia de los tejidos mineralizados (3, 4).

La familia de proteinas SIBLING forman un grupo estructural y filogenéticamente
homogéneo que comprende 5 proteinas; la sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), la
proteina de matriz dentinaria-1 (DMP-1), la osteopontina (OPN), la fosfoglucoproteina
de la matriz extracelular (MEPE) y la sialoproteina 6sea (BSP). Dentro de este grupo de
proteinas se han descubierto dominios intrinsecamente desordenados que
corresponden entre el 50 al 80% del total de su secuencia de aminoéacidos (1, 4, 5). A
este grupo de proteinas se les conoce como IDPs (Intrinsically Disordered Proteins) y
se caracterizan por carecer de una estructura tridimensional definida bajo condiciones

fisiolégicas y mantener una estructura al azar o desordenada, no asumiendo una tipica
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estructura secundaria (a-hélice u hoja-), ademas de ser hidrofilicas y contar por lo
general con dominios cargados negativa o positivamente. Una caracteristica comun en
las IDPs es el gran contenido de aminoacidos acidos, como acido glutamico (E) o acido
aspartico (D), asi como el gran numero de aminoacidos fosforilados. Estos residuos se
agrupan en multiples dominios o tripletes repetidos en su secuencia como: &cido
aspartico-serina-serina (DSS) o acido glutdmico-serina-serina (ESS), donde la serina
es a menudo fosforilada, con diversas combinaciones posibles (DpSpS, EpSpS), para
las cuales aun no se explora su funcién. Otra caracteristica importante es que las IDPs
no cumplen con el paradigma estructura-funcion clésica, su flexibilidad les permite
tener distintos ligandos y por ello multiples funciones. Ademds, pueden sufrir
transiciones estructurales del desorden al orden al unirse a alguno de sus ligandos
(colageno, HA, calcio, entre otros) (6-8). Estas proteinas representan el ~30% del

proteoma (9, 10).

Durante el fenobmeno de biomineralizacion la mayoria de las proteinas que participan
en la formacion del cristal de HA son IDPs, con algunas excepciones de proteinas con
estructuras tridimensionales como colageno, osteocalcina, fosfatasa alcalina (ALP), y
osteonectina (4). Las IDPs que participan en la biomineralizacion no solo promueven la
formacion inicial de HA, sino que controlan su crecimiento e inhiben su formacion en
momentos precisos (2, 3). La naturaleza flexible y elongada de las IDPs les permite
tener mayor superficie para poder controlar la estructura y morfologia de los cristales
de HA. La proteina DSPP es escindida por la accion de una proteasa en dos productos
altamente desordenados conocidos como la sialoproteina de la dentina (DSP) vy la
fosfoforina dentinaria (DPP) (11, 12). Se ha descrito que la BSP es una proteina
intrinsecamente desordenada, y DMP1 tiene transiciones del desorden al orden cuando
se une a sus ligandos colageno, Ca?* e HA (13, 14). Ademas, se ha demostrado que
las estructuras flexibles de las IDPs tienen cambios en su estructura secundaria al estar
fosforiladas, al unirse al Ca?* y a la HA (5). Sin embargo, aun se desconoce el
mecanismo por el cual las IDPs pertenecientes a la familia SIBLING participan en el
proceso de biomineralizacion, la forma en que interactian con la MEC, colageno, HA, y

los arreglos moleculares que sufren en la posible funcion nucleadora de cristales de
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fosfato de calcio que eventualmente maduran hasta formar la HA presente en la MEC
de los tejidos mineralizados.

La BSP es una de las proteinas no coladgenas mas abundantes y constituye hasta el
15% de las PNC del hueso humano (15). El gen humano de BSP (IBSP) codifica una
proteina de 317 aminoéacidos, incluyendo un péptido sefial de 16 residuos (16). Su
estructura primaria tiene un peso molecular de 33.6 kDa, mientras la proteina
glicosilada tiene un peso de ~70 kDa. La BSP es rica en oligosacaridos con un alto
contenido de acido sialico y un alto grado de fosforilacién que contribuyen a una carga
global negativa. Del centro al extremo amino terminal la BSP es rica en aminoacidos
acidos donde incluye dos segmentos de acido poliglutamico y serinas que tienen el
potencial de ser fosforiladas, mientras que en su porcion mas proxima al extremo

carboxilo terminal posee una secuencia RGD, regién de union a integrina (17).

A partir de estudios de simulacion de dinamica molecular (SDM), realizados en el
Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la Facultad de Odontologia de la UNAM con
distintos segmentos o péptidos de la proteina BSP, se lograron identificar regiones
posiblemente involucradas en el proceso de nucleacion de la HA dentro de la
secuencia primaria de aminoacidos que corresponden a péptidos de los residuos 4-23,
24-54, 55-83 (datos no publicados). Dichas regiones se ubican en el extremo amino
terminal, considerado como altamente conservado entre mamiferos (17) y poseen una
secuencia primaria con una carga predominantemente negativa. Debido a la aparente
participacion de la BSP en el inicio de la mineralizacion, Hunter (1993) investigd sus
efectos en soluciones de calcio y foésforo mediante el uso de un sistema de gel de
agarosa en estado estacionario, demostrando que la BSP estimula la formacion de
cristales de HA (18). Sin embargo, la funcién precisa de BSP aun no se comprende
completamente, en gran parte debido a la falta de informacién experimental sobre la
estructura de BSP a nivel atbmico, tanto de la proteina en solucion como unida a la

superficie de cristales de HA (19).

Debido a que las interacciones proteina-ion y proteina-superficie mineral desempefian
un papel esencial durante el proceso de biomineralizacion y subsecuente formacién del

tejido Oseo, su estudio es de fundamental importancia biomédica. Dilucidar estas
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interacciones y la manera en la que se establecen, podria ayudar a comprender los
mecanismos mediante los cuales la proteina BSP participa en la formacion de tejido
0seo. Asimismo, la SDM representa una herramienta que podria ayudar a la
descripcion de las interacciones y que eventualmente podria utilizarse para el disefio
inteligente de péptidos con potencial terapéutico en diversos procesos como la

regeneracion ésea.

Basados en lo anterior, el analizar in silico la interaccion del péptido comprendido entre
el residuo 4 al 23 del extremo amino terminal de la proteina BSP con la HA contribuiré
a entender el papel que juega en la generacion de cristales de HA y en el proceso de
mineralizacién de la MEC para la formacion de los denominados tejidos mineralizados.
Esto a su vez permitir4 evaluar la importancia que pueda tener dicho péptido para su
potencial uso en la ingenieria de tejidos como huesos y 6rganos dentarios.

1. Tejidos mineralizados humanos

Se denomina tejido mineralizado al conjunto de células que cumplen con una funcién
en comun y cuya matriz extracelular se caracteriza por contener una fase organica y
una fase mineral cristalina. Dichas fases pueden variar en cuanto a su composicion,
proporcién y estructura de acuerdo con el tipo de tejido, el organismo y la funcién a
cumplir (20). En los sistemas vertebrados, como en los humanos, los tejidos

mineralizados se encuentran en los érganos dentarios y en los huesos (1, 21).

1.1. Organos dentarios

Los componentes mineralizados en los drganos dentarios son la dentina, el esmalte y
el cemento. La dentina forma la porcion mas grande de un diente, se ubica en la region
coronaria entre el esmalte y la pulpa dental. Este tejido se encuentra 70% mineralizado
en peso, con el contenido organico representando el 20% de la matriz, y el 10%

restante es agua; en su porcion organica posee colageno tipo |, tipo lll y V (1, 22). El
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cemento es el tejido que recubre a la dentina al nivel de la raiz del diente, cumpliendo
con la funcién de unir al 6rgano dentario con el hueso alveolar mediante el ligamento
periodontal. Dicho tejido cuenta con una composicion similar a la del hueso, contiene
aproximadamente entre un 45% y un 50% de mineral en peso, y en su fase organica
abunda el coldgeno tipo | con baja presencia de colageno tipo Il (23). El esmalte es el
tejido duro que recubre Unicamente la superficie exterior de los dientes, se trata de un
material muy diferente al de los tejidos mencionados por su abundante contenido
mineral (96 % en peso) y por poseer un contenido minimo de colageno del tipo | y V,
siendo el tejido méas duro del cuerpo humano (1, 22). En conjunto dichos tejidos
cumplen con diversas funciones ademas de la masticacion (cortar, mezclar y triturar los
alimentos ingeridos), como patrticipar en el intercambio idnico y propiciar una correcta

fonética y estética facial (24).

1.2 Huesos

Los huesos cuentan con el tejido 6seo, el cual es un tipo especializado de tejido
conjuntivo cuya constitucion de matriz extracelular es de un 25% agua, 25% proteinas y
50% minerales (25). El tejido 6seo sirve de sostén para los tejidos blandos, proporciona
puntos de insercion para los tendones; protege de lesiones a dérganos internos
importantes (por ejemplo, las vértebras protegen a la medula espinal y los huesos del
craneo al cerebro), brinda asistencia para el movimiento, proporciona un medio
adecuado para la produccion de células sanguineas, y cumple una importante funcion
en la homeostasis mineral almacenando distintos minerales (calcio, fosforo y hierro en
forma de ferritina) para mantener la estructura y solidez del hueso. Ademas, estos
minerales son liberados al torrente sanguineo para distribuirlos a otras partes del

cuerpo donde se requieren para funciones vitales (25).

Los tejidos mineralizados se constituyen a partir de estructuras jerarguicamente
organizadas que han evolucionado con el tiempo para cumplir con su propdsito
biologico; de esta manera el hueso tiene estructuras que van desde la macroescala

hasta la nanoescala.
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Macroscopicamente es evidente la morfologia de las estructuras 6seas como huesos
largos o cortos, los cuales pueden contar con una arquitectura de hueso cortical o
trabecular. A lo largo del hueso cortical (también llamado compacto) y al nivel de la
microescala (de 1 a 500 ym) se encuentran estructuras tubulares llamadas osteonas o
sistemas de Havers que contienen vasos sanguineos y nervios, los cuales proveen
nutrientes a las células maduras del tejido 6seo (osteocitos), mientras que en el hueso
trabecular (también llamado esponjoso) se identifica a las trabéculas simples. En la
nanoescala (de unos cientos de nanémetros a 1 um) se ubican el colageno, proteinas
no coldgenas y minerales, los cuales forman parte de la matriz extracelular y es el nivel

de escala donde ocurren los procesos de interés para el presente estudio (26, 27).

Macroestructura | Microestructura Nanoestructura
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Figura 1. Estructura jerarquica del tejido éseo (25).

1.3 Matriz extracelular (MEC)

Los huesos y dientes contienen una MEC considerada como un biomaterial hibrido

organico-inorganico.
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1.3.1. Porcion inorgénica:

Constituye aproximadamente el 65% (puede variar de 50-70%) del total de la MEC y
esta conformada por minerales (sales inorgénicas), fundamentalmente fosfatos calcicos

en forma de cristales de HA que se disponen sobre y entre las fibras de colageno (1, 2).

La HA es el principal componente inorganico y se presenta como apatita biolégica, con
la formula Cai0(POa4)s(OH)2. El cristal de HA pertenece al grupo espacial cristalino
P6sm. Las repeticiones de las celdas unitarias de apatita biol6gica producen cristales
de varios tamafos. En el hueso, los cristales tienen 2-6 nm de espesor, 30-50 nm de
ancho y 60-100 nm de largo (regién que se denomina como eje C) (1). Se propone que
cada cristal de apatita tiene tres compartimentos, el interior, la superficie, y la capa de
hidratacion externa, los cuales estan disponibles para el intercambio de iones. Se
considera que la apatita bioldgica se construye sobre un patrén de red i6nico definido
gue permite una variacion considerable en su composicion mediante la sustitucion, el

intercambio y la adsorcién de iones presentes en su entorno (28).

1.3.2. Porcién organica:

Constituye un 35% del total de la MEC y se conforma principalmente por colageno tipo |
que representa el 90% del total de las proteinas presentes en el hueso, mientras que el
10% restante corresponde a proteinas no colagenas (1, 2).

El colageno consiste en una triple hélice, formada por dos cadenas idénticas llamadas
a1y una cadena a2 que se caracterizan por poseer la secuencia en triplete Gly-X-Y,
donde X suele ser Pro, e Y hidroxiPro. Otros colagenos como Ill y V se encuentran
presentes en baja proporcion (1). Las proteinas no colagenas (PNC) se pueden
clasificar en proteinas que contienen y-carboxiglutamato, proteoglicanos y las proteinas
SIBLING. Todas ellas participan en el mantenimiento de las interacciones célula-MEC,

asi como en la formacion, maduracion, remodelado y organizacion de la MEC (2).

La composicién y estructura de la matriz dsea proporciona las caracteristicas y

propiedades especificas al hueso; las fibras de colageno proporcionan flexibilidad y
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resistencia a la traccion, mientras que el componente mineral es responsable de la
dureza, rigidez y resistencia a la compresion. Se ha observado que la remocién o
modificacion de la matriz organica altera la manera en que se forma el mineral
constituyente, lo que puede modificar las propiedades del tejido, por lo que resulta de

gran interés la comprension del proceso de mineralizacion (29).

2. Biomineralizacién

La biomineralizacion es el proceso mediante el cual se controla la deposicién de
minerales en la MEC (1). Es un proceso biologico dinamico que da origen a los tejidos
conectivos mineralizados especializados. Como primer paso tiene lugar la secrecion de
una matriz organica que funge como andamio al servir de guia y sostén para la

posterior deposicion de los minerales cristalizados.

2.1 Proceso de mineralizacién
2.1.1. Secrecién de matriz organica:

El proceso inicia con la secrecion del material organico por parte de los osteoblastos
(colageno tipo | y proteinas no colagenas) que en conjunto forman el depésito de

osteoide (matriz 6sea no mineralizada) de la siguiente manera:

Dentro de la célula se traducen hebras a de coldgeno de 1000 aminoacidos con
repetidos de Gly cada tres aminoacidos y una secuencia sefial. A esta molécula se le
denomina pre-pro-colageno. Posteriormente ingresa al reticulo endoplasmico rugoso
perdiendo su péptido sefial por accion enzimatica (pro-colageno), donde se hidroxila en
residuos Pro y Lys (gracias a la enzima prolil hidroxilasa/lisil hidroxilasa). Las
hidroxiprolinas e hidroxilisinas favorecen la estabilidad de la molécula de colageno y
permiten el entrecruzamiento de varias triples hélices. Posteriormente el péptido se
glicosila en residuos de Lys; es entonces cuando las 3 hebras se entrecruzan mediante
puentes de hidrogeno entre la amida de la Gly y un oxigeno del carbonilo de la prolina
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(enlace intercadena), formando un heterotrimero (compuesto por dos cadenas a1 + una
cadena a2), el cual tiene aproximadamente 1.5 nm de didmetro y mas de 300 nm de
largo. ElI dominio de la triple hélice esta flanqueado por terminales pro-péptidos -N y -C
no helicoidales. Esta forma de colageno, conocida como pro-colageno, es entonces
secretada por las células ocupando los espacios extracelulares donde mediante la
eliminacion de los pro-péptidos (terminales -N y -C) se convierte en tropocolageno.

El tropocolageno puede autoensamblarse para dar lugar a las fibrillas con la ayuda de
la lisil oxidasa, que desamina para crear grupos aldehidos que permitan formar enlaces
entrecruzados covalentes. La fibrilla se construye a partir del empaquetamiento
escalonado de las moléculas de colageno individuales, de modo que hay espacios
periddicos a lo largo de la superficie de la fibrilla y canales que se extienden a través de
ella. Cada unidad de coldgeno se superpone a las unidades vecinas en
aproximadamente 67 nm. Las fibrillas contienen regiones de separacién de 40 nm entre
unidades de colageno de extremo a extremo. Por ultimo, el empaquetamiento de
colageno se estabiliza por interacciones débiles como puentes de hidrégeno, asi como
por fuertes enlaces cruzados intermoleculares lo que resulta esencial para su

estabilidad estructural (1).

2.1.2. Deposicion de minerales:

Después de mantener aproximadamente 15 dias la secrecion de la matriz organica
comienza propiamente la primera fase de mineralizacion, la cual es un proceso rapido
gue cumple con el 70% de la mineralizacién total, mientras que la fase secundaria o
mineralizacién completa es mas lenta y puede durar de meses a afios. Este proceso de
acumulacion de minerales dentro de cada sitio de hueso recién formado sucede en un

patron de mineralizacion ordenado y especifico (1).

Robinson y Watson (31) mostraron por primera vez que existen cristales de HA dentro
del colageno (deposicion intrafibrilar) donde el eje ¢ del cristal se ubica casi
paralelamente al eje largo de la fibrilla de colageno. Esta disposicion tiene lugar durante

la primera fase de mineralizacion donde los nucleados de la matriz se forman
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preferentemente de manera organizada y paralela dentro de las regiones de separacién
de 40 nm de las fibrillas de colageno, lo que genera una arquitectura a nivel
nanoestructural que consiste en nanocristales de HA orientados uniaxialmente
incrustados y alineados de forma paralela al eje largo de la fibrilla de colageno (1, 30,
31).

Cristales de Hidrosapatita

lrh-\_ﬁ

—

Trple hahce de Colageno

R —
| a

 —
=

]

Wl

Figura 2. Deposicion intrafibrilar de los cristales de hidroxiapatita (30).

A pesar de que se acepta de manera general que la mayoria del mineral depositado en
la MEC existe con esta disposicion intrafibrilar, se ha demostrado que los cristales
pueden continuar su crecimiento y eventualmente superar el tamafio del espacio entre
las triples hélices del colageno, pudiendo existir tanto dentro como fuera de las fibrillas
de colageno (deposicion interfibrilar) (1).

Alun no se comprende bien la naturaleza de las interacciones entre el colageno y el
mineral cristalizado; no obstante, es probable que participen enlaces i6nicos formados
entre los carboxilos de las cadenas laterales de los aminoacidos que constituyen el

colageno y los iones calcio de las particulas minerales (32).

Se han planteado diversas teorias sobre los mecanismos responsables del proceso
inicial de cristalizacion. Algunas de estas propuestas son: 1) formacion de cristales en
una fase mineral, desarrollada directamente a partir de una solucién sobresaturada de

los iones minerales; 2) entrega de conjuntos de iones Ca y POs por parte de vesiculas;
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3) participacion de las proteinas SIBLING para regular los procesos de nucleacion.
Adicionalmente se propone que estos mecanismos pueden ser aplicables a la vez (33).

En términos quimicos, un mineral precipita cuando se excede su solubilidad. La
formacion de cristales de novo (nucleacion) puede tener lugar cuando las
concentraciones ionicas de la solucion aumentan y los iones chocan con suficiente
energia para formar un nucleo critico o grupos de iones no estructurados (amorfos); a
partir de aqui la energia requerida para el crecimiento del cristal es menor, el nacleo
critico continda acumulando iones y se convierte en un cristal con un grupo espacial
definido (29).

La biomineralizacion esta controlada por las células del tejido y las proteinas que
producen dichas células. Las proteinas no coldgenas secretadas por las células del
hueso  (osteoblastos) participan activamente en el proceso de mineralizacion
controlando aspectos como cuanto y donde se deposita el cristal mineral,
determinando asi la calidad y las propiedades biomecanicas de la matriz mineralizada
producida (3, 29). De manera general, se considera que las cadenas laterales de los
aminoacidos con carga, de polipéptidos que se encuentran en la MEC, contribuyen a
los sitios de atraccidn y union para los iones de calcio y fosfato que se encuentran en el
fluido supersaturado circundante de los tejidos. Las configuraciones llevarian a estos
iones a una asociacién estrecha y conducirian a su nucleacion. El crecimiento y
desarrollo de apatita seguiria a los eventos de nucleacién iniciales para dar como
resultado cristales que crecen preferentemente a lo largo de los ensamblajes de
colageno (1). Asimismo, las proteinas no colagenas de la MEC pueden intervenir en
cualquier paso de la mineralizacién y regular el proceso por ejemplo, cubriendo la
superficie del mineral y regulando el tamafio o la forma de ese mineral, al delimitar el

espacio en el que se agregaran nuevos iones (29).

La biomineralizacion 6sea es un proceso complejo con diversas teorias que describen
los mecanismos responsables donde se han implicado distintos factores como
agonistas y antagonistas de la mineralizacion (1). La alteracion en algun punto del
proceso de deposicion de minerales cristalinos sobre la matriz extracelular organica

puede dar lugar a condiciones desfavorables para la salud (1).
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2.2 Defectos de la biomineralizacién

En individuos sanos los mecanismos involucrados en el proceso de biomineralizacion
limitan la formacion y el depésito de minerales a los sitios donde se encuentran los
tejidos conectivos especializados 6seo y dental. Dentro de estos tejidos, como se ha
expuesto anteriormente, la formacion de minerales se desarrolla de manera ordenada.
Dicho proceso debe mantenerse bajo estricto control tanto en el desarrollo como en el
crecimiento y durante la edad adulta. La alteracion de este proceso en cualquier punto
a lo largo de la vida puede dar lugar a condiciones patoloégicas de la mineralizacién
(34).

Una de las principales propiedades de los tejidos mineralizados es la rigidez y
resistencia, caracteristica que no presentan el resto de los tejidos blandos. Esta
caracteristica esta dada por la mineralizacién ordenada de sus fibras, lo que aumenta
su dureza pero disminuye su flexibilidad. Sin embargo, dentro del esqueleto los huesos
constituyentes presentan distintas caracteristicas macroscopicas y variaciones en sus
propiedades. La capacidad de un hueso para resistir a las fuerzas externas depende de
su tamafio, morfologia y densidad. Asi, los huesos cortos y anchos pueden resistir mas
un impacto que los huesos largos, mientras que un hueso mas mineralizado es mas
resistente que otro que se encuentre mineralizado en menor cantidad. No obstante, si
las fuerzas que actlan sobre el tejido sobrepasan su resistencia se producen fracturas,
lo que evidencia la importancia del grado de mineralizacién para el mantenimiento de
huesos sanos; este factor se contempla dentro de la denominada densidad mineral
osea (DMO) (34-36).

La DMO se refiere a la cantidad de masa O6sea por unidad de volumen, y la técnica mas
empleada para medirla es la absorciometria dual de rayos X (DXA). Dicha técnica mide
la cantidad de HA en los huesos utilizando 2 haces de rayos X de baja densidad (36). A
partir de este analisis se obtiene un puntaje T (T-score) que, segun la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS), se interpreta de la siguiente manera:

18| CINVESTAV



e T-score dentro de 1 DE (Desviacion Estandar) de la media adulta joven (valor de

referencia): densidad 6sea normal.

e T-score de 1 a 2.49 de DE debajo del valor de referencia, (-1 a -2.49 DE): nivel
bajo de masa Osea u osteopenia.

e T-score de 2.5 DE o mas por debajo del referente, (de -2.5 DE o menos):

osteoporosis (37).

La osteoporosis se define como una enfermedad sistémica del esqueleto caracterizada
por una excesiva disminucion de la masa 6sea, deterioro de la microarquitectura y
aumento de la fragilidad del tejido 6seo con el consecuente aumento en la
susceptibilidad a fracturas (36). Dichas fracturas pueden ocurrir de forma espontanea o
ante la presencia de fuerzas y eventos trauméaticos que en condiciones normales no
ocasionarian tal consecuencia. A nivel microscopico el hueso osteoporético presenta
en sus porciones trabecular y compacta una estructura caracterizada por un descenso

tanto de la matriz proteica como del componente mineral (36).

De manera general, una disminucion de la biomineralizacién origina un aumento en la
flexibilidad dando origen a enfermedades osteopenizantes, como la osteoporosis,
favoreciendo los eventos de fractura por falta de resistencia. Por el contrario, una
mineralizacién excesiva puede tener un efecto de aumento de la fragilidad debido a la pérdida
de elasticidad que brinde la capacidad de absorber las fuerzas externas, dando origen a la

condicion que se denomina osteopetrosis (34).

Los procesos patologicos de la biomineralizacibn también pueden resultar en
mineralizacion ectdpica, que consiste en la formacion y deposicion de minerales en
tejidos blandos (1). La mineralizacion ectopica con efectos perjudiciales para la salud
se puede observar en diversas enfermedades ya sean genéticas o adquiridas. En la
calcificacion o mineralizacion ectopica el mineral formado puede ser HA u otro tipo de
sales de calcio como el oxalato o fosfato octacélcico (38). Algunos ejemplos de la
calcificacion patologica en tejidos blandos son: la formacion de calculos biliares, la

osteoartritis debido a la calcificacion que tiene lugar en las articulaciones, las diversas
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mineralizaciones que pueden originarse en el sistema cardiovascular (o0 en las protesis
cardiovasculares) y los calculos urinarios. Dentro de estas, se ha puesto especial
interés en las que ocurren dentro del sistema cardiovascular, ya que contribuyen a un

aumento de la morbilidad y la mortalidad (34).

Las calcificaciones cardiovasculares tienen lugar debido a que las células de los vasos
sanguineos tales como los periocitos, los miofibroblastos y las células endoteliales
vasculares pueden adquirir una diferenciacion osteoblastica (39). Durante la progresion
de la diferenciacion hacia células osteoblasticas la calcificacion vascular transcurre de
manera similar al proceso de biomineralizacion que tiene lugar en los tejidos duros. Los
estimulos y vias de sefalizacion que participan en el inicio de este proceso no estan
claras; sin embargo cada vez hay mas evidencias que apoyan que los mecanismos de
calcificacion de los tejidos blandos son similares a los observados en el desarrollo
esquelético normal (34).

Una de las condiciones patolégicas mas estudiadas es la esclerosis valvular adrtica,
caracterizada por un engrosamiento de las valvas de la vélvula y la formacién de
nodulos de calcio que ocasionan rigidez. Aunque anteriormente solo se consideraba
una enfermedad propia del envejecimiento, ahora se sabe que es un proceso mediado

por células que presentan metaplasia 6sea (cambio o transformacion) (38).

Se han identificado como factores desencadenantes a las especies reactivas de
oxigeno asociadas a citocinas inflamatorias, hipertension y factores de crecimiento,
para la diferenciacion de células intersticiales valvulares en osteoblastos. Las células
comienzan a sufrir una remodelacién de su matriz extracelular y el tejido aumenta su
actividad angiogénica, se comienzan a expresar moléculas responsables de la
diferenciacion como el factor de transcripcion Cbfal, y proteinas no colagenas de
matriz extracelular responsables de la biomineralizacion como osteopontina,
osteocalcina y sialoproteina Osea, creando asi el microambiente adecuado para
promover la mineralizacion. La organizacion espacial de las fibrillas de colagena, en la
MEC de las células intersticiales valvulares, recrea el nicho de crecimiento de cristales

de las células Oseas, por lo que las condiciones fisico-quimicas especificas que
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conducen a la precipitaciéon mineral favorecen la formacion y deposicion de los cristales
(38).

Se ha observado que los minerales formados en la esclerosis valvular adrtica se
componen de fosfatos de calcio cristalino. A nivel nanoestructural los cristales se
encuentran estrechamente unidos a la matriz proteica y se caracterizan por poseer un
tamanfo y forma variables, asi como una organizaciéon en diferentes escalas espaciales,
por lo que la formacion de cristales dentro de las valvulas cardiacas esta relacionada
con la presencia de una bioapatita patolégica muy heterogénea (38). Continuando a
escalas nanométricas, también se han asociado a algunas proteinas de la matriz
extracelular con calcificaciones vasculares y calcificaciones de otros tejidos blandos.

Dichas proteinas se encuentran dentro del grupo denominado SIBLING (29).

3. Proteinas SIBLING

Como parte de las proteinas no colagenas presentes en la MEC de los tejidos
mineralizados se encuentra la familia denominada SIBLING, las cuales son un grupo de
proteinas filogenética y estructuralmente homogéneas que han sido asociadas con la
formacion de los tejidos mineralizados. Sus funciones se han relacionado con la
generacion y mantenimiento del tejido 6seo, y se consideran como uno de los actores

principales en la biologia de los tejidos mineralizados (3, 4).

Las proteinas SIBLING son codificadas por genes que se ubican en tandem en el
cromosoma 4921 en humanos (5gE5 en ratones) dentro de un segmento estimado de
750,000 pb (39). La principal evidencia para la agrupacion de las proteinas en una
familia es la similitud de sus limites intron-exén y las similitudes bioquimicas de sus
exones correspondientes. El exdn 1 siempre es un exdn no codificante. ElI exon 2
contiene el codon de inicio de la traduccion, una secuencia lider y los codones que
codifican para los dos primeros aminoacidos de las proteinas maduras. La secuencia
lider codifica una serie de aminoacidos hidrofébicos que dirige la sintesis de proteinas
al reticulo endoplasmico rugoso para la modificacion postraduccional y la posterior
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secrecion fuera de la célula. El exdn 3 generalmente codifica una secuencia que
contiene un sitio de fosforilacion de caseina quinasa Il (SSEE), y el exén 4 suele
codificar secuencias relativamente ricas en prolina (PPPP). El exdn 5 generalmente
codifica secuencias que contienen residuos acidos, asi como, serinas que pueden
presentar fosforilacion y, como todos los primeros cuatro exones, se trata de un exon
de longitud pequefa. Los dltimos uno o dos exones presentan una longitud mayor,
codifican una gran parte de la proteina total, y siempre contienen el tripéptido de unién
a integrina RGD (39).

Exon Structures Define SIBLING Family
OPN

Non-coding HLeader + Al SSEE

= FESBET RoD M |

BSP
[ Non-coding HLeader +aaH SSEE H PPPP H SSEE H H RGD |

DMP1
Non-coding Hl.,eider'i-AAH SSEE H PPPP

RGD |

|DsPP
Noa-coding [Leader + AAH] I-{ PPPP | SSEE H RGD |

arcoans oo v} {0} @PPR}{ mop SR

Figura 3. La familia SIBLING se define por la estructura de sus exones. OPN: osteopontina, BSP:
sialoproteina 6sea, DMPL1: proteina de matriz dentinaria-1. DSPP: fosfoproteina dentinaria, MEPE:
fosfoglucoproteina de la matriz extracelular (39).

La familia de proteinas SIBLING comprende 5 proteinas: la fosfoproteina dentinaria
(DSPP), la proteina de matriz dentinaria-1 (DMP-1), la osteopontina (OPN), la
fosfoglucoproteina de la matriz extracelular (MEPE) y la sialoproteina 6sea (BSP).
Dentro de este grupo de proteinas se han descrito dominios intrinsecamente
desordenados que corresponden entre el 50 al 80% del total de su secuencia de

aminoacidos (1, 4, 5).
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Las proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs) son proteinas que se caracterizan
por no presentar una estructura tridimensional definida bajo condiciones fisiol6gicas y
mantener una estructura del tipo al azar o desordenada, no asumiendo una tipica
estructura secundaria (a-hélice u hoja-p). Las IDPs son por lo general hidrofilicas,
frecuentemente con dominios cargados negativa o positivamente. Una caracteristica
comun en las IDPs es el gran contenido de aminoacidos &cidos, como &cido glutamico
(E) o acido aspartico (D), asi como gran numero de aminodacidos fosforilados, como

fosfoserina (pS), fosfotirosina (pY) y fosfotreonina (pT).

Estos residuos se agrupan en multiples dominios o tripletes repetidos en su secuencia
como: acido aspartico-serina-serina (DSS) o acido glutamico-serina-serina (ESS),
donde la serina es a menudo fosforilada con diversas combinaciones posibles (DpSpS,
EpSpS) y aun no exploradas en su funcion. Asimismo, otra caracteristica importante es
que las IDPs no cumplen con el paradigma estructura-funcion clasica, de esta manera
su flexibilidad les permite tener distintos ligandos y por ello cumplir con mdltiples
funciones. Ademas, pueden sufrir transiciones estructurales del desorden al orden al
unirse a alguno de sus ligandos (colageno, HA, calcio, entre otros). Se ha reportado
que estas proteinas representan aproximadamente el 30% del proteoma (9,10).
Recientemente han comenzado a ser estudiadas en profundidad debido a que se han
relacionado con importantes funciones bioldgicas como la regulacion de la expresion
génica, corte y empalme del RNA, asi como regulacion de modificaciones
postraduccionales de las proteinas, apoptosis, incluso se han asociado a patologias

como la esquizofrenia y el Alzheimer (7, 8, 40).

En la biomineralizacion se ha demostrado que la mayoria de las proteinas que
participan en la formacion del cristal de HA son IDPs, con contadas excepciones de
proteinas con estructuras tridimensionales como las fibras de colagena, osteocalcina,
fosfatasa alcalina (ALP), y osteonectina (4). Se ha observado que una gran cantidad de
proteinas IDPs promueven la formacion inicial de HA, controlan su crecimiento e
inhiben su formacion en momentos precisos (2, 3). La naturaleza flexible y elongada de
las IDPs les permite tener mayor superficie para poder controlar la estructura y
morfologia de los cristales de HA. La proteina DSPP es escindida por la accién de una
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proteasa en dos productos altamente desordenados conocidos como la sialoproteina
de la dentina (DSP) y la fosfoforina (DPP). Se ha demostrado también que el miembro
de la familia SIBLING, BSP, es una proteina desordenada, y que DMP1 tiene
transiciones del desorden al orden cuando se une a sus ligandos colageno, Ca?* y HA
(8, 9). Se ha observado que las estructuras flexibles de las IDPs tienen cambios en su
estructura secundaria al estar fosforiladas, al unirse al Ca?* y a la HA (5). Sin embargo,
aun se desconoce el mecanismo por el que las IDPs pertenecientes a la familia
SIBLING participan en el proceso de biomineralizacion, la forma en que interactiian con

la MEC y con sus componentes fundamentales como colageno y HA.

Aungue los mecanismos de accion exactos de las proteinas SIBLING aln no estan
claros, diversos estudios han proporcionado informacion valiosa sobre la manera en la
gue pueden interaccionar con los minerales (32, 41-43), y se han propuesto distintos
modelos mediante los cuales las proteinas SIBLING pueden mantener la regulacion de
la mineralizacion. Los “modelos de regulacion de la mineralizacion” por proteinas
acidas de la MEC proponen 3 formas de interactuar con la interfaz mineral. Como
primera propuesta, las proteinas con una estructura al azar pueden inducir la formacion
de novo de cristales atrayendo iones del medio y aumentando la sobresaturacion local;
sin embargo, de esta forma las proteinas no podrian controlar la orientacién de los
cristales (Fig. 4A). Otro mecanismo propuesto es que las proteinas al ser altamente
flexibles y desorganizadas pueden adquirir una conformacién regular y promover asi
tanto la nucleacion como el crecimiento de cristales con una orientacion epitaxial (Fig.
4B). Una tercera propuesta indica que la macromolécula proteica puede modificar su
forma yendo de una estructura al azar a una estructura con una conformacién regular
gue coincide con ciertos planos cristalograficos, o que da como resultado la unidn
preferida de la proteina a alguna o algunas caras del cristal, generando que el
crecimiento de los cristales se inhiba en la direccibn que interacciona con la

macromolécula (Fig. 4C) (32).
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Figura 4. Modelos de regulacion de la mineralizacion por parte de las proteinas SIBLING. A) la proteina
flexible y desordenada atrae iones del medio induciendo la nucleacion. B) el péptido puede adoptar una
estructura regular promoviendo la nucleacion y el crecimiento del cristal con una orientacién. C) el
péptido puede adoptar una estructura regular, interactuar con una cara del cristal y regular su
crecimiento. Los bloques irregulares representan cristales. Las cintas representan péptidos (32).

Estos modelos permiten apreciar los posibles efectos de las proteinas no colagenas
SIBLING sobre la formacion de fosfatos de calcio y la importancia que adquieren sus
caracteristicas estructurales para el proceso de la mineralizacién. No obstante, los
mecanismos exactos y las funciones de las proteinas individuales en la mineralizacién

de los tejidos 6seos siguen sin estar determinados.
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4. Caracteristicas de la sialoproteina 6sea (BSP)

La BSP, miembro de la familia SIBLING y también conocida como sialoproteina 6sea-2,
es una de las PNC mas abundantes. La BSP constituye hasta el 15% de las PNC del
hueso humano (15). Fue reportada por primera vez en 1972, y se purifico originalmente
a partir de hueso de ternera. El gen de BSP humano (IBSP) codifica una proteina de
317 residuos de aminoacidos, incluyendo un péptido sefial de 16 residuos (16). La
estructura primaria de la proteina tiene un peso molecular de 33.6 kDa. Debido a su
alto contenido de carbohidratos, la BSP purificada de hueso bovino tiene un peso
molecular de 59 kDa, mientras que la BSP humana glicosilada tiene ~70 kDa. La BSP
es rica en oligosacaridos con un alto contenido de acido sialico y un alto grado de
fosforilacién que contribuyen a su carga global negativa. Del centro al extremo amino
terminal la BSP es rica en amino&cidos acidos, donde incluye dos segmentos de acido
poliglutamico, serinas y treoninas que tienen el potencial de ser fosforiladas, y una
region con glicosilaciones, mientras que en su porcibn mas proxima al extremo
carboxilo terminal posee una serie de tirosinas que pueden ser sulfatadas o

fosforiladas, asi como una secuencia RGD, region de unién a integrina (Fig. 5) (17).
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Figura 5 Representacion esquematica de la sialoproteina 6sea. HA: Hidroxiapatita. RGD: tripéptido de
unién a integrina (17).

Mediante inmunohistoquimica e hibridacién in situ se analizaron distintos tejidos

humanos de fetos de entre 14-17 semanas. Dichos tejidos fueron tomados de costillas,
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calvaria, huesos largos de las extremidades, placentas y una variedad de tejidos
blandos (tejido ocular, tenddn, piel, misculo esquelético, rifion, pulmén) obtenidos de
procedimientos terapéuticos. Se determiné que durante el desarrollo del hueso tanto la
proteina BSP como su RNAmM se encuentran principalmente en el esqueleto, en los
condrocitos hipertroficos de la placa de crecimiento, en un subconjunto de osteoblastos
al inicio de la mineralizacion de la matriz y en los osteoclastos. Fuera del esqueleto, la
BSP se expresa en odontoblastos, estando asi presente principalmente en tejido
mineralizado. Aunque ni la proteina ni el ARNm se identificaron en tejidos no
conectivos, también se encontr6 presente en el trofoblasto (44). Al igual que los
resultados en humanos, estudios en ratones han mostrado que el RNAm de BSP es
detectable en osteoblastos de huesos embrionarios y en osteocitos recién formados, lo
gue indica que la transcripcion del gen IBSP se induce con la diferenciacion de
osteoblastos y que sus altos niveles de expresion estan asociados con la formacién

temprana de la matriz mineralizante (12, 13).

Debido a la aparente participacion de la BSP en el inicio de la mineralizacién, sus
efectos en soluciones de calcio y fésforo se determinaron mediante el uso de un
sistema de gel de agarosa en estado estacionario, con lo que Hunter (1993) demostré
gue BSP estimula la formacion de cristales de HA (18). Sin embargo, la funcion precisa
de BSP aun no se comprende completamente, en gran parte debido a la falta de
informacién experimental sobre la estructura de BSP a nivel atomico, tanto de la
proteina en solucidbn como manteniendo interacciones con los componentes de la MEC,

como con la superficie de cristales de HA (19).

Una de las razones que ha dificultado su estudio es la presencia de regiones
intrinsecamente desordenadas (IDR). Mediante la técnica de resonancia magnética
nuclear (RMN) unidimensional se concluyé que BSP tiene una estructura flexible en
solucion, sin regiones estructurales significativas (5). Utilizando la técnica de
microscopia electrénica, Franzen y Heinegard describieron a la BSP purificada de
hueso bovino como una varilla extendida con un nucleo, con una longitud media de 40
nm (45). Sin embargo, los resultados de la espectroscopia por dicroismo circular (DC)
reportados por Wuttke y col. para la proteina BSP recombinante muestran una
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estructura globular con un didmetro de 10 nm que esté unido a una estructura en forma
de hilo de aproximadamente 25 nm de longitud. Adicionalmente, el analisis de los
espectros de DC revelaron una estructura con 5% de a-hélice, 32% de lamina B, 17%

de giro B y 46% de estructura aleatoria para BSP (46).

Caracterizar de manera experimental la estructura de una IDP es dificil, razén por la
cual muchas proteinas en el Protein Data Bank (PDB) presentan regiones faltantes.
Mediante estudios de estructuras por rayos X, las regiones no observadas se deben a
gue los residuos no dispersan los rayos X de manera coherente debido a la variacion
de posicién de los atomos en zonas flexibles o que estan desordenados, obteniendo
resultados de baja resolucion. Asimismo las IDP’s carecen de la capacidad de ser
cristalizadas, por lo que no pueden ser analizadas mediante técnicas cristalograficas
ampliamente usadas como la cristalografia de rayos X (47). Adicionalmente, el tamafio
de la BSP supera el limite de resolucion de la RMN tradicional, 25 kDa (48). Las
proteinas no estructuradas deben estudiarse mediante multiples métodos biofisicos
para poder obtener una comprension mas completa de sus caracteristicas, lo que
puede requerir una alta inversién de recursos econdémicos y de tiempo. Por estas
razones, los enfoques bioinforméticos para deducir las propiedades de proteinas que
contengan regiones IDPs se han convertido en los métodos preferidos para su

identificacion y caracterizacidon estructural (49-51).

Existen estudios de simulacion de dinamica molecular (SDM) que complementan
resultados experimentales y amplian los conocimientos sobre las posibles interacciones
de la BSP. Vincent y Durrant en 2013 lograron demostrar mediante SDM que ciertas
secuencias de BSP tienen la capacidad de atrapar iones Ca?*, de unirse al colageno
tipo | y de interaccionar con los cristales de HA (52). Sin embargo, la naturaleza de sus
interacciones, mecanismos y cambios conformacionales no son completamente

esclarecidos.

A partir de estudios de SDM realizados en el Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos
con distintos péptidos de la proteina BSP se lograron identificar regiones posiblemente
involucradas en el proceso de nucleacion de HA dentro de la secuencia primaria que

corresponden a péptidos de los residuos 4-23, 24-54, 55-83 (datos no publicados).
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Dichas regiones se ubican en el extremo amino terminal, altamente conservado en
mamiferos (17), y poseen una secuencia primaria con carga predominantemente
negativa, lo que se respalda por resultados de dinamica molecular que plantean la
importancia de las regiones con carga dentro de una proteina para mantener una fuerte

interaccién con los cristales de HA (52, 53).

Gracias a sus caracteristicas estructurales como IDP, a su localizacion casi exclusiva
en esqueleto y 6rganos dentarios en etapas embrionarias y a su capacidad de nuclear
la formacion de cristales de HA in vitro, la BSP se sefiala como un posible punto de
control en el proceso de formacién del tejido mineralizado. Debido a que las
interacciones proteina-ion y proteina-superficie mineral desempefian un papel esencial
durante el proceso de biomineralizacion y subsecuente formacién del tejido éseo,
estudiar este mecanismo es de fundamental importancia biomédica. Por ello, dilucidar
dichas interacciones podria ayudar a comprender los mecanismos mediante los cuales

la BSP participa en la formacion del tejido 6seo.

5. Simulacion de dindmica molecular (SDM)

La SDM es un tipo de técnica empleada en las simulaciones computacionales que
permite estudiar sistemas a nivel atomico analizando su comportamiento a través del
tiempo. Su principio basico es el calculo de las fuerzas entre los &tomos constituyentes
del sistema mediante la resolucion de las ecuaciones de movimiento de Newton (54,
55).

Mediante esta técnica es posible analizar distintos sistemas biologicos, tales como las
proteinas. Consideradas como macromoléculas intrinsecamente dindmicas, los
movimientos de dichas macromoléculas cubren un amplio rango de magnitud y de
tiempo. Estos movimientos tienen un papel funcional, por lo que las simulaciones de
dinamica molecular adquieren gran relevancia en la comprension tanto funcional como

estructural de diversos sistemas biolégicos (56).
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La utilizacion de la dinamica molecular posibilita el estudio de cambios
conformacionales de un receptor y su ligando, o los sitios de interaccion especificos
entre macromoléculas peptidicas con ligandos de interés, lo que resulta crucial en el
disefio de nuevos farmacos y es importante para el entendimiento de los mecanismos
de accién. Ademas permite estudiar la estructura tridimensional de proteinas con
regiones intrinsecamente desordenadas que son dificiles de estudiar mediante técnicas
experimentales, el paso de moléculas a través de membranas celulares, solubilidades,

entre muchas otras cosas (49,57,58).

Para realizar simulaciones de dinamica molecular se requiere del conocimiento de la
energia del sistema. La energia esta definida por un grupo de funciones de interaccion
y parametros conocidos como “campos de fuerza”. Dicho campo describe la
dependencia de la energia de un sistema a las posiciones de sus particulas U(r). La
energia potencial en mecanica molecular considera términos de enlace para
interacciones de atomos que estan vinculados mediante enlaces covalentes y términos
de no enlace que describen las fuerzas electroestaticas y fuerzas de Van der Waals de

largo alcance (59).

L'TTotal ( 1 ) — i’---"TCIt:)\--'a.lentes('J ) + ["'TNU co\-'alentes(? J

(1)

Donde las energias potenciales covalentes estan dadas por:

{"TCO\-ﬁlcntcs(\r) = {'rElllace(?’) + {"'T_,-ingulo(\r) + {’rDiédriCOS(r.J

(2)

Y las energias no covalentes:
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["TNO covalentes ( I‘) — LrE]ectroestatica[r) -+ r-"'T'\--'a:n. der \Vaals(r)

®3)

Asi, los atomos se consideran como masas puntuales y la energia potencial del

sistema se divide en varias contribuciones:

Utotal(7) = Uy (r) + Ug(r) + Us(r) + Uy(r) + Upaw (1) + Upeop(7)

4)
Donde:

- Ur(r) es la energia de tension de los enlaces. Se considera cada enlace como un
resorte con una distancia de equilibrio y una constante de elasticidad, cuyos valores

dependen del tipo de enlace del que se trate.

- Ue(r) es la energia de flexion. Dos enlaces con un &tomo en comun forman un angulo,

gue tiene el valor de equilibrio y una constante de rigidez.

- Ug(r) es la energia de torsion. En una interaccion de cuatro atomos enlazados
consecutivamente se pueden identificar dos angulos, cada angulo define un plano y los
planos formados por dos angulos que comparten un enlace forman un angulo de

torsion o angulo diedro.

- Uq(r) es la energia de la interaccion electrostatica. A cada atomo se le asigna una

carga q Y la interaccion total se obtiene.

- Uvaw(r) es la energia de van der Waals, que incluye la repulsion electrostéatica y las
interacciones de dispersion entre los distintos &tomos. Generalmente se modela

mediante un potencial de Lennard-Jones.
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- Uacop(r) es la energia de acoplamiento entre los términos anteriores, que viene dada

por términos cruzados que implican distintas distancias o &ngulos(59).

De esta manera la energia total del sistema de interés sera:

[’[}) — i} Z I\'b(b — bg)g

bounds

1 _
—|—3 Z [\9[9 _ 90)2

" bound angles

1 i . ]
_|_3 Z ]\G[l + cos((no — d)]

torsional

1 A B 142 .
T3 Z (‘;‘12 _r_6+ Dr )

nb pairs

(5)

Como se menciond anteriormente U(r) es la energia del sistema en funcién de las
coordenadas r, las cuales especifican las posiciones de los atomos, a partir de estas se
calculan las coordenadas individuales para las longitudes de enlace, angulos de

enlace, angulos diedros y distancias entre particulas (60).

La primera parte de la ecuacion corresponde a los desplazamientos de la longitud de
enlace ideal, bo representa el potencial armonico (ley de Hooke). Dicho potencial es una
aproximacion a la energia de un enlace en funcion de su longitud. Siendo Kb la
constante de Hooke que determina la flexibilidad. El segundo término también
representa un potencial armonico, para las rotaciones sobre los enlaces se utilizan las
funciones de potencial de angulo de torsion que estan dadas por el tercer término de la
ecuacion. Suponiendo que este potencial es peridédico y esta modelado por un coseno
o sumas de funciones coseno. El cuarto termino representa la contribucion de las

interacciones no vinculadas y esta constituida por tres partes; un término repulsivo para
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evitar que los &tomos intercalen a distancias cortas, un término atractivo que explica las
fuerzas de dispersién de London entre atomos y un término electroestatico repulsivo o
atractivo dependiendo de las cargas de g1y Q2 (si tienen el mismo signo es repulsivo y
si tienen distintos signos se atraen). Los dos primeros términos no vinculados se

combinan para dar el potencial familiar de Lennard-Jones(59, 60).

Las simulaciones parten del conocimiento de la energia del sistema en funcién de las
coordenadas atdémicas U(r). A partir de esta energia podemos calcular la fuerza

mediante:

(6)

Siendo Fi todas las fuerzas que interactian en un sistema de i particulas, se utiliza
nabla (V) como un operador que actua sobre el potencial, y Ui(r) como la energia del
sistema. Cuando el operador actia sobre la energia se obtienen las derivadas parciales
con respecto al sistema de coordenadas (x,y,z) y posteriormente resuelve de manera

numérica dichas ecuaciones utilizando las ecuaciones de movimiento de Newton.

1

F;, = ma;
(7)
Despejando:
_F’!i —
m
(8)

Existen muchos métodos para la resolucién de las ecuaciones diferenciales obtenidas,
el algoritmo que utiliza la paqueteria de GROMACS es el integrador “leap frog”. El

algoritmo utiliza las ecuaciones:
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v(t + é&fj =t — é&fj + ﬂ—ILJ.L—(T'J
2 2 m

' : , . .
r(t+ At) = r(t) + Ato(t + SAt)

9)

Con r como las posiciones, t el tiempo, v las velocidades y F(t) como las fuerzas
dependientes del tiempo. Al inicio son calculadas las velocidades al tiempo t+1/2At, una
vez calculadas son utilizadas para calcular las posiciones al tiempo t+ At, de esta
manera surge el nombre del algoritmo, ya que el célculo de las posiciones “salta” a las

velocidades y posteriormente de las velocidades “salta” a las posiciones.
La simulacion de dinamica molecular, con fines préacticos, se puede dividir en 5 etapas:

1. Configuracion del sistema: En este primer paso se establece o elige la
configuracion inicial a utilizar, compuesta de N atomos, y se definen las

condiciones de equilibrio mediante el campo de fuerza (54).

2. Minimizacion de energia: Dado que el sistema fue creado de forma
computacional, puede ser que la configuracion inicial permita interacciones
atdmicas que normalmente no ocurren en la naturaleza, como la sobreposiciéon
de atomos, lo que lleva al sistema a tener una alta energia. Para eliminar estos
contactos no nativos, se utilizan algoritmos que permiten establecer la
conformaciéon de menor energia de proteinas, ADN o moléculas pequeias
(segun sea el caso de estudio), llevando al sistema a una optimizacion de la
geometria. Este paso es importante debido a que si la configuracion del sistema
se encuentra muy lejos del estado de minima energia, las fuerzas pueden ser

excesivamente grandes y la SDM puede fallar (54).

3. Equilibracién: Se realiza mediante diferentes esquemas o0 ensambles de
simulacién (microcanonico, canonico, isotérmico-isobarico). Se lleva el sistema

al equilibrio para que el numero de particulas, volumen, presién y temperatura
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permanezcan constantes. En este paso se pueden definir las condiciones que se

guieren mantener invariantes (54).

4. Produccion: Se define el tiempo de ejecucién y se ejecuta la dinamica molecular.
Este es el paso que requiere mayor tiempo, ya que se puede ordenar una
simulacién que puede ir desde pocos ps a ns de dinamica molecular pero que en
tiempos computacionales puede requerir de horas o hasta varias semanas. En
este paso se realiza el calculo de fuerzas del sistema con lo que se pueden
obtener las propiedades fisicoquimicas de interés (54).

5. Analisis de datos: Es posible obtener informacion sobre numerosos parametros
del programa que se emplee para desarrollar la SDM; adicionalmente se puede
seguir y analizar la trayectoria o comportamiento del sistema ante distintas
condiciones, mediante la obtencidn de una animacién o pelicula. Esto es posible
por medio de visualizadores moleculares con interfaz grafica como VMD (Visual
Molecular Dynamics) o PyMOL (54, 61).

Existen distintos programas para realizar SDM; uno de ellos es GROMACS (del
acronimo Groningen Machine for Chemical Simulation), el cual es un paquete de
programas que permite simular las ecuaciones de movimiento de Newton, y es
compatible con otros programas para el andlisis de simulaciones. GROMACS es til

para simular sistemas con cientos a millones de particulas (54, 61).
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JUSTIFICACION

La sialoproteina 6sea (BSP) es un componente esencial de la matriz extracelular del
hueso, cuya funcion se ha asociado con la formacion de novo de los tejidos
mineralizados. Aunque se desconocen sus mecanismos de accion se ha demostrado
gue la BSP tiene la capacidad de nuclear e interaccionar con los cristales de
hidroxiapatita (HA). Sin embargo, sus dominios de union, la naturaleza de sus enlaces

y los arreglos moleculares que adquiere la BSP siguen sin esclarecerse.

Para comprender ciertas funciones de una proteina es importante estudiar sus
caracteristicas estructurales durante la interaccion con sus ligandos. La simulacion de
dinamica molecular (SDM) es una herramienta que nos brinda la opcion de obtener un
modelo atémico y realizar la exploracién funcional de proteinas que carecen de una

estructura tridimensional ordenada, como es el caso de la BSP.

Dilucidar mediante un modelo in silico las interacciones proteina-ion y proteina-
superficie mineral que podria tener el péptido 4-23 de BSP nos ayudard a comprender
los mecanismos mediante los cuales la BSP podria interactuar con los cristales de HA 'y
participar en la formacién del tejido 6seo. Asimismo, la SDM podria apoyar al disefio de
secuencias peptidicas que presenten un potencial terapéutico en diversas aplicaciones
de importancia biomédica como la regeneracion ésea en la ingenieria de tejidos o en la

funcionalizacion de superficies de implantes que garanticen la osteoformacion dirigida.

HIPOTESIS

La interaccion entre el péptido que comprende los aminoacidos 4-23 de la BSP vy el
cristal de hidroxiapatita se establece mediante uniones electrostaticas, favorecidas por
una estructura al azar y una secuencia primaria con carga predominantemente

negativa.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar in silico la interaccion entre el péptido 4-23 de la sialoproteina 6ésea con los

cristales de hidroxiapatita.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar los cambios estructurales del péptido comprendido entre los residuos 4-

23 de la sialoproteina 6sea en ausencia y presencia del cristal de hidroxiapatita.

2. ldentificar la interaccion molecular de la regibn comprendida entre los residuos

4-23 de la sialoproteina 6sea con su ligando fisiolégico hidroxiapatita.

METODOLOGIA

1. Simulacién de dindmica molecular

Se realizaron distintas SDM con la paqueteria de software GROMACS (GROningen
Machine for Chemical Simulation) version 4.5.3 (61). Se investigd un péptido extraido
de la secuencia de BSP humana, que se muestra en la Tabla 1. El péptido se modeld
en la conformacion extendida para observar sus cambios en estructura secundaria y se
le anadi6 en sus extremos terminales los grupos acetilo (Ace) y amino (NH2) para
evitar interacciones de los grupos amino y carboxilo, usando el programa PyMol (62).
Estructuralmente, la HA pertenece al grupo espacial P6 am y cristaliza en un sistema
hexagonal con parametros de la celda unitaria a = 9.424 A, b = 9.424 A, ¢ = 6.853 A,
alfa = 90°, beta = 90°, gamma = 120°. Se modelaron superceldas de HA de acuerdo

con Mostafa et al. (63), usando el programa GULP (64) para optimizar la geometria.

Se construyeron cajas virtuales rectangulares con las dimensiones 5.6 nm x 6.8 nm y
8.9 nm. El péptido individual se dispuso en el centro de la caja, mientras que el péptido

con HA se orient6 paralelamente a la cara del cristal (100), estableciendo una distancia
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entre la hojuela de HA y el péptido de 3 nm. Cada sistema se solvaté con el modelo de
agua de carga puntual simple (SPC).

Los calculos de SDM se realizaron con el campo de fuerza GROMOS96 43alp
complementado con parametros para HA (65). Para obtener una carga neutra del
sistema se agregaron iones (Na+ o Cl-) de acuerdo con lo requerido por cada sistema.
La minimizacion de energia se realizO mediante la metodologia “steepest descent”
(descenso mas pronunciado). La equilibracion del sistema se llevé a cabo con el uso de
los ensambles de NVT y NPT a 300° K. Las SDM se realizaron en condiciones

periddicas y durante un tiempo de 30ns.

Se analizaron cambios en la distancia entre el centro de la masa del péptido y la

superficie de la HA, fluctuacion cuadréatica media (RMSF), radio de giro (Rg) y factor B.

Tabla 1: Péptido investigado

Residuos en | Numero | Carga
. secuencia total de total
Nombre Secuencia L .
primaria residuos
Péptido 1 Ace-KNLHRRVKIEDSEENGVFKY-NH:2 4-23 20 -1
(P1)

El péptido analizado se tomé de la secuencia primaria de BSP humana.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Modelado
de péptidos
lineales

GROMACS .-

FAST. FLEXIBLE. FREE.

Configuracién
del Sistema

version 4.5.3

/ \

%>

39|CINVESTAV

Péptido Péptido en
en interaccion
Secuencia solucién con HA
para
analizar \ /

Caja
Agua

lones

Simulacién de
dindmica
molecular

version 4.5.3

5 GROMACSmﬁ

FAST. FLEXIBLE. FREE.

I

Andlisis

de datos

Grace

Minimizacién
de energia

Radio de giro
(Ro)

I

Equilibracion

Fluctuacion
cuadratica media
(RMSF)

I

Produccion

Factor-B

Distancia entre el
centro de masa
del péptido y la
superficie de la
HA.




RESULTADOS

El péptido especificado en la Tabla 1 fue modelado en su estructura extendida para
observar los cambios conformacionales que puede adquirir a lo largo de la simulacion
de dinamica molecular, la cual se realizé durante un lapso de 30ns. Los analisis se
realizaron bajo dos condiciones distintas; el péptido solo en solucion y el péptido en

presencia de HA en solucion acuosa.

P1: (Del residuo 4 al 23) Ace-KNLHRRVKIEDSEENGVFKY-NH:

Péptido en solucion

A) B)

Péptido en presencia de HA

T.Ons T. 30ns

Figura 6. Estados estructurales del péptido 1 en simulacion de dinamica molecular. La columna
izquierda muestra el estado inicial, mientras que la columna derecha muestra las estructuras adquiridas
al transcurrir los 30ns de simulacion. En A) y B) se observan las estructuras correspondientes a los
péptidos solos en solucion acuosa. En C) y D) se muestran las estructuras de los péptidos en presencia
de HA en solucién acuosa.
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En la Fig. 6 se muestran imagenes del estado conformacional correspondientes al inicio
y al final de la dinamica molecular cuyas trayectorias fueron visualizadas y obtenidas
mediante el programa PyMOL. Se puede apreciar también como el péptido en solucion
adquiere una conformacion compacta al transcurrir 30ns en interaccion con las
moléculas de agua y las cadenas laterales de sus aminoacidos constituyentes. En
contraste, cuando el péptido estd en presencia de HA, éste parece adquirir una

estructura en asa y su compactacion es mucho menor.

1. Radio de giro

El radio de giro (Rg) es un pardmetro que describe la conformacion en equilibrio de un
sistema total, funcionando como un indicador de la compactacién de una estructura
proteica (66). Las variaciones en los Rg para el péptido en solucién y en presencia de

HA a lo largo de la simulacién se muestran en la Fig. 7.

A partir de la obtencion de los valores de Rg a lo largo del tiempo en que se mantuvo la
simulacién de dindmica molecular se puede observar que, en presencia de HA, el Rg
para el péptido es mayor (~1.1 nm) con respecto al del péptido que se encuentra solo
en solucion (~0.7 nm), lo que indica que adquiere una conformacion mas extendida.
Adicionalmente, se puede apreciar que los valores de Rg se estabilizan a partir de los
5ns tanto en presencia como en ausencia de HA, sin embargo, dicho valor parece ser
mas estable para el péptido 1 en presencia de la HA, lo que indica que la conformacion
adquirida se mantiene con muy pocas variaciones durante la simulacion, mientras que,
los valores de Rg para el péptido 1 en ausencia de HA muestran ligeras variaciones a
lo largo de la SDM, lo que indica que su estructura presenta mayores cambios en

cuanto a su compactacién, posiblemente debido a una mayor flexibilidad.
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Radio de giro péptido BSP

3]

I I I

— HA
— Sin HA

Rg (nm)

0 5 10 15 20 25
Tiempo (ns)

Figura 7. Radio de giro (Rg) del péptido 1. Se identifican los valores de Rg en nm a través del tiempo
medido en ns. La Linea roja representa el Rg para el péptido en solucién y la linea negra representa el
Rg para el péptido en presencia de HA.

Para comprender el comportamiento en cuanto a la movilidad de cada uno de los
aminoacidos que conforman el péptido durante las SDM, se obtuvieron los datos de la

fluctuacién cuadratica media (RMSF) y del factor B.

2. Fluctuacion cuadratica media (RMSF)

El valor denominado como RMSF es una herramienta Gtil para la caracterizacion de los
cambios locales a lo largo de la cadena polipeptidica. Para el presente estudio el RMSF
se calcul6 para los Ca de cada aminoacido. En la Fig. 8 se muestran los resultados del
valor RMSF indicando las variaciones de posicion para cada residuo a lo largo de la
dindmica molecular del péptido, con y sin la presencia de HA en su medio de

simulacion.
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Considerando los valores de RMSF se puede decir, de manera general, que en
ausencia de HA el peptido tiene una mayor flexibilidad a lo largo de toda la cadena
peptidica en comparacién con el peptido en presencia de HA. Sin embargo, en
ausencia del cristal HA el peptido presenta internamente dos puntos de menor
flexibilidad, entre los residuos 6-7 que corresponden a una arginina y valina
respectivamente, y los residuos 13-16 que representan a los aminoacidos acido
glutamico 13, acido glutamico 14, asparagina 15 y glicina 16. Dichos punton se
presentan en la figura 8 con los valores mas pequefios de RMSF dentro del peptido,

entre 0.35 a 0.4nm.

Fluctuacion RMS
ACE-KNLHRRVKIEDSEENGVFKY-NH2
] T T T T L
I T I I T T L

09— & Sin HA
G—O HA

2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20
Residuos

Figura 8. Fluctuacion cuadratica media (RMSF) del péptido 1. Se identifican los valores de RMSF (nm)
frente al nUmero de residuo constituyente del péptido. La linea roja representa el RMSF para el péptido
en presencia de HA y la linea negra representa el RMSF para el péptido en solucién.

3. Factor B

El factor B, en conjunto con el RMSF, ayuda a evaluar la flexibilidad de los péptidos
durante una simulacion. El factor B representa esquematicamente la variacion de

movimientos de los atomos que forman parte del sistema con relacion a su posicién
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promedio. Este valor puede apreciarse en la Fig. 9 la cual contiene las
representaciones del factor B para cada sistema de estudio.

Péptido sin HA Péptido en presencia de HA

A) B) 5

Figura 9. Factor B del péptido 1. Representacion en liston del péptido en solucién en ausencia (A) o
presencia (B) de HA. La escala de colores indica ascendentemente la variacion en la posiciéon de los
atomos, del azul al rojo.

El espectro de colores que presentan los péptidos de las Fig. 9A y 9B es un indicador
del grado de rigidez o flexibilidad presente en distintas regiones del péptido, donde el
color rojo o naranja se interpretan como la mayor movilidad mientras que el azul se
interpreta como la region con mayor rigidez. Asimismo, el grosor mostrado en el
‘modelo de cinta” guarda relacion con la variacion de las posiciones de los
constituyentes del sistema, siendo las porciones mas gruesas las regiones donde el
péptido mantiene una mayor flexibilidad. En la Fig. 9 se aprecia que el péptido en
solucion se mantiene flexible con una mayor variacion en las posiciones atdbmicas de
sus residuos, ya que presenta regiones gruesas y escala de colores del amarillo al rojo

en gran parte de su estructura. También se puede observar como el péptido cuenta con
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dos sitios rigidos bien definidos, representados por el color azul marino y menor grosor,
en concordancia con los resultados del RMSF mostrados en la Fig. 8.

Otro dato a resaltar es que, en contraste con el péptido en solucion (Fig. 9A), el péptido
gue se encuentra en presencia del cristal de HA (Fig. 9B) adquiere una estructura mas
rigida, siendo esta rigidez mas uniforme a lo largo de la secuencia, excepto por los
extremos del péptido donde es evidente un aumento en la variacion del movimiento de

los atomos.

4. Distancia entre el péptido y la hidroxiapatita

Para determinar si el péptido tiene la capacidad de interactuar con HA se midio la
distancia que existe entre el centro de masa del péptido y el centro de masa de la HA
durante los 30ns en los que se mantuvo la simulacion molecular. Los resultados se

muestran en la Fig. 10.

- 41 |— HAP

09 —

Distancia (nm)

0.6 - =

0 10 20 30
Tiempo (ns)

Figura 10. Distancia entre el centro de masa del péptido 1y el centro de masa de la HA.
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Al obtener la dinAmica de la distancia entre el péptido y la HA durante la simulacién, se
aprecia que el péptido se acerca rapidamente al mineral adquiriendo su posicidbn mas
préxima a los 11 ns, la cual se mantiene durante el tiempo restante de simulacion. Para
determinar si el péptido mantiene propiamente una interaccion con la HA se visualizé la
trayectoria del péptido 1 durante los 30 ns de simulacion. Esto fue posible mediante la
obtencién de una representacion en movimiento del sistema (péptido mas cristal),
observando que el péptido establece y mantiene en todo momento una interaccion con
el cristal a través de las cadenas laterales de dos de sus aminoacidos constituyentes,
tal como se muestra en la Fig. 11. Dichos residuos fueron identificados mediante el
programa PyMOL y corresponden al Glul3 y Glul4 del péptido 1, los cuales
interactdan con los iones Ca* que forman parte de la estructura externa del mineral de
HA.

Figura 11. Simulacion de la interaccion entre el péptido 1 de BSP y la HA.
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DISCUSION

El proceso subyacente a la formacion de tejidos que cuentan con una matriz
extracelular mineral aun esté lejos de comprenderse, sobre todo lo que ocurre a nivel
nanoestructural. Sin embargo, se ha conseguido un gran avance en los ultimos afios
gracias a diversos estudios que han ayudado a comprender que la formacion de tejidos
mineralizados no representa simplemente precipitaciones al azar de los iones calcio y
fosfato desde una solucién sobresaturada, sino que la biomineralizacién es el resultado
de eventos controlados celularmente que parten de la secrecion de una matriz de
colageno y de PNC (21). Aunque se desconocen las funciones exactas de las PNC se
acepta ampliamente que participan en la regulacién de la mineralizacion. De manera
particular, hay evidencias que sugieren que las PNC pertenecientes a la familia
SIBLING pueden influir en la iniciacion, el crecimiento y el control de la morfologia de
los cristales de HA (1, 21, 29).

Si bien se considera que todos los miembros de la familia SIBLING tienen la capacidad
de interactuar con HA, las funciones de cada uno de ellos no son bien conocidas. La
BSP es una de las proteinas miembro de la familia SIBLING de particular interés, por
ser una de las PNC mas abundantes en el hueso humano (1). Desde su
descubrimiento en 1972 se han dedicado esfuerzos en comprender su funcion,
llevando al descubrimiento de eventos claves como su localizacion especifica en
esqueleto y organos dentarios en etapas tempranas del desarrollo (44), sus
caracteristicas estructurales como IDP (5), su capacidad para nuclear la formacién de
cristales de HA (18), de mejorar la diferenciacion a osteoblastos y de promover la
maduracion de la MEC 6sea in vitro (67). Por ello, la BSP se postula como un punto
importante de control para que se lleve a cabo la formacion del tejido mineralizado, e
incluso se utiliza actualmente como un marcador de diferenciacion de osteoblastos,
siendo de especial interés esclarecer su mecanismo de accion en el tejido 6seo y mas

particularmente en el proceso de biomineralizacion para la formacion de novo del tejido
D).

Para comprender el mecanismo de accion de la BSP se requiere conocer, ademas de

sus funciones bioldgicas, sus ligandos naturales y sus caracteristicas estructurales, asi
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como los cambios conformacionales que adquiere para poder interactuar con sus
ligandos. Debido a la gran cantidad de estudios que esto requiere, esta investigacion se
limité al estudio de las interacciones entre un péptido correspondiente a la region 4-23
de la proteina BSP y la HA. Caracterizar molecularmente la adsorcion de proteinas a
superficies solidas es complicado (68), mas aun cuando se trata de proteinas con
regiones intrinsecamente desordenadas y de gran tamafio, como la BSP (49). Por ello,

en el presente trabajo se recurrio a la utilizacion de la SDM.

El péptido 4-23 representa una de las regiones mas conservadas de la proteina BSP en
los mamiferos (17). Estudios previos realizados en el laboratorio de Bioingenieria de
Tejidos (DEPel, UNAM) demostraron mediante el predictor PrDOS que la proteina BSP
cuenta con un porcentaje de desorden del 66.78%, del residuo 4 al 17, y mediante
SDM que el péptido 4-23 tiene la capacidad de interaccionar con iones calcio (datos no

publicados).

Los resultados derivados del presente trabajo indican, gracias a los valores obtenidos
del Radio de giro, que el péptido disminuye su compactacion en presencia de la HA con
respecto a la estructura que adquiere cuando se encuentra de manera aislada en
solucién acuosa. Al mantenerse en una conformacion mas abierta mientras esta en
contacto con la HA, el péptido adquiere también una mayor rigidez segun lo
determinado por los valores de RMSF y Factor B. Estos datos concuerdan con los
obtenidos en los trabajos realizados por Villarreal-Ramirez et al. (69, 70), en los que
estudiaron cinco péptidos de la secuencia primaria de la fosfoforina dentinaria (DPP),
gue es uno de los dos productos de escision de la fosfoproteina dentinaria (DSPP),
miembro de la familia SIBLING. Mediante SDM, Villarreal et al. analizaron los cinco
péptidos de la secuencia primaria de DPP en solucion, en presencia de HA y en estado
fosforilado, reportando, segun los valores de RMSF y Factor B, un aumento en la
rigidez de los péptidos cuando éstos se encuentran en presencia del mineral HA (69,
70).

El aumento en la rigidez del péptido de la BSP puede tener su origen en la forma en
gue ocurre la asociacion entre los constituyentes del péptido y la superficie de HA. Al

formarse un complejo entre algunas de las cadenas laterales de los aminoacidos y los
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iones expuestos del mineral, puede condicionarse la movilidad de los residuos
participantes manteniéndose adsorbidos a una de las caras del cristal, e inducir a la vez
la reorganizacion de los residuos que se encuentran a su alrededor, esto podria tener
como consecuencia un descenso en la flexibilidad y la adquisicion temprana de una
estructura extendida con mayor estabilidad, lo cual sugiere que este péptido tiene gran
afinidad por la superficie de la HA.

La conformacion de las proteinas es sensible a la naturaleza del medio en el que se
encuentran. En particular, se ha observado que la presencia de iones puede estabilizar
o0 desestabilizar la estructura proteica aunque los mecanismos mediante los cuales
tiene lugar este fendmeno siguen siendo inciertos (64, 65). Balasubramanian y Misra
(71) describieron que un catién metélico al unirse al &tomo de oxigeno de una amida
provoca una alteracion en la geometria de la amida, observando en consecuencia
alteraciones en los espectros de los métodos fisicos utilizados, como dicroismo
infrarrojo y RMN, en el andlisis estructural del péptido ligando. Por tal motivo, un
cambio conformacional que lleve al despliegue de la proteina, como en el caso del
péptido 1 de la BSP de nuestro estudio, cambia el equilibrio entre el area superficial
accesible al solvente (polar) y el no accesible, lo que determina la unién o exclusion de
iones (72). Esta conformacion extendida proporciona una amplia superficie de union,
siendo especialmente conveniente para interactuar con una mayor area superficial de
la red cristalina de HA. En las proteinas IDPs la conformacién extendida y elongada, en
combinacion con el caracter acido, facilita las interacciones con los contraiones. Esta
unién a contraiones presentes en el mineral puede permitir la transicion de una
estructura en desorden a una de mayor orden (73), lo cual nos habla de la gran

capacidad que tiene este péptido de encontrar un orden en su ligando.

Un analisis mas preciso de la interacciéon entre el péptido 1 de BSP y HA, indica que el
péptido mantiene una interaccién con el cristal a través de las cadenas laterales de
Glul3 y Glul4, los cuales corresponden al Glulé y Glul7, respectivamente, de la
secuencia primaria de BSP. Dicha interaccion hace que el péptido se pliegue formando
un asa donde los Glu mencionados se orientan hacia la HA, siendo atraidos por los

iones Ca*® que se encuentran expuestos en la superficie. Esta interaccion entre
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residuos con cargas contrarias ocurre rapidamente y se mantiene de manera estable a
lo largo de la simulacién. Nuevamente, los resultados obtenidos concuerdan con los
resultados mostrados por Villarreal et al. (69), cuyos experimentos in silico reportan
gue, para los péptidos no fosforilados, los aminoacidos acidos presentan una atraccion

electrostatica donde sus cadenas laterales estan orientadas hacia la HA.

Tanto los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion como los
reportados por Villarreal et al. (69) se refuerzan con los resultados de Hunter y Golvert
(53), quienes mostraron experimentalmente que el bloqueo de las cadenas laterales de
los residuos acidos dentro de la secuencia primaria de BSP inhibia la nucleacion de los
cristales de HA. Este el primer indicio de que las secuencias de acido glutamico son
esenciales para la funcibn de la proteina &acida BSP en la regulacion de la
biomineralizacion, tanto en el proceso de la nucleacibn mineral (53) como en la

interaccion directa con la HA como se sugiere en el presente trabajo.

Sin embargo, resulta interesante destacar que a diferencia de la BSP en donde los
residuos acidos son predominantemente &cidos glutamicos, en la DPP los residuos
acidos son principalmente acidos asparticos. Investigaciones que se han centrado en
analizar los efectos individuales de los aminoacidos sobre la formacion, la morfologia o
transformacion de la HA han demostrado que pueden jugar un papel diferente en la
regulacion del evento de mineralizacion (74). Por ejemplo, Matsumoto et al.
demostraron que al adicionar glicina (G) en una solucion donde se esta llevando a cabo
la nucleacion de HA, la formacién de cristales ocurre en forma de varilla
unidimensional, mientras que al adicionar acido glutamico (E) resultan cristales
bidimensionales con forma de placa (74, 75). Este efecto diferente que pueden tener
los aminoacidos podria ser la razén del por qué proteinas como la DPP y la
osteopontina a pesar de ser estructuralmente muy similares a la BSP y de pertenecer a

la familia SIBLING, cumplen con funciones diferentes.

La BSP actia promoviendo la formacion de cristales de fosfato calcico ademéas de
mantener interacciones con el cristal, mientras que la osteopontina y la DPP (que se
constituyen principalmente de acido aspartico) inhiben la nucleacion y bloquean el

crecimiento al interactuar con la red cristalina, respectivamente (76, 77). La principal
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diferencia estructural entre el 4cido aspartico y el &cido glutdmico es que este ultimo
contiene un grupo metilo extra en su cadena lateral, lo que podria proporcionar un
espacio adecuado de los grupos carboxilos para atraer y propiciar la unién de iones
dando lugar a la nucleacion. De esta manera las proteinas podrian modificar la
morfologia y la estructura cristalina de HA debido a los efectos electrostéticos y
estereoquimicos de sus residuos. Adicionalmente, los resultados obtenidos del Rg
concuerdan con los de Vincent y Durrant (52), quienes propusieron que el extremo
amino terminal de la BSP en solucién puede adquirir una conformacion compacta y
globular (como sucede con el péptido 1 analizado), mientras que el extremo carboxilo
terminal permanece con una conformacion extendida. Asimismo, propusieron que la
BSP podia mantener interacciones con el cristal de HA preformado mediante la region
del extremo amino terminal. Sin embargo, se necesita realizar mas estudios para poder

determinar el comportamiento de la proteina total.

Con los resultados obtenidos a partir de un péptido lineal, sin modificacion
postraduccional alguna, se puede apreciar como las propiedades quimicas de los
aminoécidos tienen la capacidad de determinar el plegamiento de la proteina, la
estabilidad de la estructura y la actividad biolégica de la macromolécula. No obstante,
es importante conocer también las implicaciones que las modificaciones
postraduccionales podrian tener en la estructura de la BSP en solucion y en relacion
con sus ligandos. Por ejemplo, diversos estudios han demostrado que las
fosforilaciones en proteinas pertenecientes a la familia SIBLING podrian influir tanto en

la configuracion estructural como en la interaccion con sus moléculas dianas (63, 73).

Una de las pocas modificaciones postraduccionales comprobadas experimentalmente
para la BSP es la fosforilacion en la Serl5 (78), por lo que seria interesante evaluar el
comportamiento del péptido 1 al estar fosforilado en dicho residuo. Al ser Glul6 y
Glul7 los que logran unirse a la HA, se esperaria una interaccion mas fuerte si la Serl5
se encontrara en un estado fosforilado (pS), ya que esto dotaria al péptido de una
region mas grande y consecutiva de carga negativa, la cual abarcaria el Glul3, Aspl4,
pSerl5, Glul6 y Glul7 (NH2-EDpSEE-COO).
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A pesar de los esfuerzos por comprender el proceso de mineralizacion y por
consiguiente la formacion de tejidos mineralizados, aln se desconoce mucho sobre las
interacciones entre las PNC vy los cristales de HA. Las interacciones proteina-mineral
en la interfase de la fase organica-inorganica son factores importantes para asegurar
gue la mineralizacion transcurra de una manera cuidadosamente organizada, de modo
gue los cristales de apatita se depositen y crezcan adecuadamente (60). Ampliar el
conocimiento sobre las estructuras de los componentes de los tejidos mineralizados
sanos es clave para comprender los cambios patoldgicos que pueden ocurrir durante el

estado de enfermedad.

El estudio del proceso de formacion de tejidos mineralizados, en el contexto de la
biomineralizacién, es de gran relevancia ya que la informacion derivada podria
contribuir con un impacto biomédico en la innovacién de terapias y estrategias para
reparar o regenerar tejidos mineralizados humanos. Esta es un area importante debido
al continuo aumento de la esperanza de vida media de los seres humanos, que
predispone a condiciones patolégicas como la osteoporosis y los riesgos de fracturas
qgue ello conlleva. A partir de estos estudios podrian crearse materiales biomiméticos
inspirados en péptidos para la funcionalizacion de andamios con aplicacién dentro del
area de conocimiento de la Ingenieria tisular, particularmente para la regeneracion de
huesos y tejidos dentales (79). En comparacién con las proteinas completas SIBLING,
comunmente de gran peso molecular y/o con cadenas largas, los péptidos derivados de
estas proteinas que contengan regiones funcionales pueden ser mucho menos
costosos, mas estables y especificos, lo que los convierte en candidatos rentables para

aplicaciones clinicas.
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CONCLUSIONES

« El péptido 1 de la BSP mantiene un radio de giro de ~0.7 nm durante toda la
simulacién, lo que indica que la regidbn comprendida entre el aminoacido 4-23 de
la secuencia primaria total se mantiene estable en solucion en una conformacion

altamente plegada.

* En presencia de HA el péptido 1 de la BSP presenta una compactacion menor
con respecto al péptido que se encuentra Unicamente en solucion, lo que sugiere

gue establece interacciones con el cristal de HA.

* Los valores de RMSF indican que el péptido 1 en solucion tiene una alta
flexibilidad excepto por los aminoacidos Arg6, Val7, Glul3 y 14, Asnl5 y Gly16,
los cuales presentan los valores méas bajos de RMSF y corresponden a regiones
rigidas. En presencia de HA su estructura adquiere una mayor rigidez.

« El péptido 1 interactia con el cristal de HA a través de las cadenas laterales de
los aminoacidos Glul3 y Glul4, que corresponden a Glul6é y Glul7 en la
secuencia primaria de la BSP, respectivamente. Por lo tanto, la interaccién entre
el péptido 1 y HA se produce por interacciones electrostaticas que se establecen
entre las cargas negativas de los grupos carboxilos laterales de Glul6 y Glul7 y
las cargas positivas del calcio que se encuentra en la superficie del cristal de
HA.
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PERSPECTIVAS

1. Analizar el resto de las regiones de BSP que se han propuesto con una alta

posibilidad de interactuar con la HA.

2. Estudiar el efecto de las modificaciones postraduccionales de la BSP en su
interaccion con cristales de HA mediante SDM, especificamente aquellas que se
encuentran en el extremo amino terminal. Esto daria una idea mas fidedigna del
mecanismo de interaccién con el cristal mineral que ocurre en condiciones fisiolégicas.
Asimismo, este analisis proporcionaria un rango mas amplio de péptidos funcionales
para seleccionar con mayor precision el que cuente con las caracteristicas que se

deseen y continuar con estudios experimentales.

3. Comprobar los resultados obtenidos en el presente trabajo mediante pruebas fisicas
tales como la técnica de difraccion de rayos X de bajo angulo (SAXS) o dispersion
dindmica de luz (DLS). Con ellas que se podria analizar el grado de compactacion del
péptido, comprobando asi los resultados de radio de giro del péptido en solucién y
analizar el efecto de la interaccion con HA. En cuanto a las caracteristicas estructurales
y de unién al cristal, estos analisis deben obtenerse mediante inferencias indirectas a
partir de mediciones espectrales de técnicas como resonancia magnética nuclear

(RMN), dicroismo circular (DC) o isotermas de adsorcion.

4. Ademas de continuar con el estudio de la interacciéon BSP-HA, se propone analizar la
interaccibn BSP-colageno y BSP-integrina para complementar los estudios ya
realizados sobre la interaccion BSP-iones Ca*, y tener asi el esquema completo de las
formas de interaccion con sus ligandos fisiologicos. Esto permitira realizar un analisis
detallado de los mecanismos de accion de BSP y su papel en la MEC del tejido 6seo

en formacion.
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