Titulo: Identificacion y caracterizacion estructural de los motivos de union a hidroxiapatita y
calcio en las proteinas no colagenas de los tejidos 0seos y organos dentarios

Resumen

Las enfermedades de los tejidos mineralizados (hueso, esmalte, dentina, cemento radicular y, cartilago
calcificado, etc) son una de las principales causas de discapacidad a nivel mundial. En México, se
estima que 1 de cada 3 mujeres mayores de 50 afios estan en riesgo de sufrir una alteracién 6sea y

24.5 millones de mexicanos podrian requerir alguna intervencion terapéutica relacionada con los
tejidos mineralizados. El deposito de los cristales de hidroxiapatita (HA) en tejidos mineralizados es un
proceso complejo y pobremente entendido. Se considera que durante la formacion de la HA, la
colagena y proteinas no-colagenas (NCPs) regulan (promueven e inhiben) el crecimiento y la
morfologia cristalina. La mayoria de las NCPs de los tejidos mineralizados tienen estructura
desordenada o al azar y son clasificadas como proteinas intrinsecamente desordenadas (IDPs). La
estructura flexible de las IDPs les proporciona la capacidad de unirse a distintos ligandos (colagena,
HA y calcio, por ejemplo). Las fibras de colagena son la plantilla sobre la cual se deposita la HA,
mientras las NCPs unidas a las fibras de colagena regulan el crecimiento de HA e incluso dirigen la
fibrilogénesis de la coldgena. Desafortunadamente, la naturaleza de las interacciones fisicoquimicas
entre HA-colagena-NCPs, y por ende la estructura de este complejo permanece atn desconocida.
Mediante las técnicas como bioinformatica y simulaciones por dindmica, ademds de otras técnicas
experimentales (CD, ITC, FTIR y SAXS) representan a las estrategias mas robustas y con mayor
utilidad a la hora de determinar la funcion, estructura y las interacciones de las IDPs con sus ligando
fisiologicos. En este proyecto de investigacion se pretende en particular trabajar con péptidos de las
proteinas fosfoproteina dentinaria (DPP), osteopontina (OPN) y la proteina de la matriz de la dentina 1
(DMP1). Nuestro proyecto propone determinar las estructuras y morfologias de las proteinas asociadas
a la mineralizacion biologica y sus entender cuales son sus caracteristicas para unirse a sus ligandos
especificos.

Este proyecto tiene especial énfasis en las interacciones proteina-mineral, ya que actualmente el
modelado molecular es el Gnico medio por el cual se pueden obtener coordenadas atémicas para los
estados de asociacion proteina-mineral y estos resultados seran sustentados por las técnicas
experimentales. El conocimiento generado nos servira para generar nuevas estrategias en el disefio de
biomateriales y en terapias de regeneracion de los tejidos mineralizados.

Breve descripcion de los avances

El proyecto se desarrollara en tres fases y/o etapas fundamentales para desarrollar resultados
publicables en revistas internacionales. La primera etapa nos enfocamos a realizar simulaciones de
dindmica molecular con péptidos de la proteina DPP y sus interacciones con Ca*y HA, mientras las
simulaciones de DM de las proteinas OPN y DMP1 estan en un estatus de pendientes. En la segunda
etapa se estudiaran las propiedades biofisicas y estructurales de los péptidos mediante las técnicas
experimentales y se realizaran ajustes a los modelos iniciales de la primera etapa. Se evaluaron los
péptidos de DPP con mejores propiedades de unidon a sus ligandos y se utilizaron para corroborar sus
caracteristicas biofisicas y estructurales (resultados preliminares en articulos publicados). En la tercera
etapa se realizaran simulaciones de dinamica molecular de usando el método de intercambio de réplicas
a distintas temperaturas (REST) para ser comparados con los datos experimentales. Medir las energias
de afinidad entre los péptidos de las NCPs y los distintos modelos de colagena I y HA con simulaciones
de metadinamica.

Las metas cumplidas en este afio fueron las siguientes:

-Seleccion de secuencias con mayor representatividad en la proteina DPP y se modelaron in silicio.
-Disefio una caja virtual con los péptidos de DPP y HA, se solvaté con el modelo de agua SPC y los



sistemas fueron neutralizados por la adicion de iones Cl- o Na+.

-Se realizaron simulaciones de DM durante 20 nanosegundos de los péptidos de DPP con y sin la
presencia de HA. Se determinaron los sitios con mayor probabilidad de fosforilacion y su efecto en la
estructura de los péptidos de DPP.

-Se determino que P5P promueve la formacion de HA, mientras P5 inhibe la formacion de HA.

-Los resultados preliminares se presentaron en los foros nacionales de la "4th International Workshop:
Frontiers in Protein Folding, Evolution and Function", que se realizaron en Oaxaca y en el "Congreso
Nacional e Internacional de Posgrado e Investigacion en Odontologia" realizado en Cancun.

-Se publicé un articulo de investigacion en revistas con arbitraje internacional y con un impacto de
4.1..

-Finalmente, se incorporaron a dos alumnos para realizar tesis de licenciatura. Para el desarrollo de
recursos humanos.

Calculos realizados
Se realizaron distintas simulaciones de DM de 10 péptidos provenientes de la secuencia de la proteina
DPP. Los sistemas contiene un promedio de 31,200 atomos y se simularon durante 20 ns.

Software utilizado

Se utilizo la suite de programas GROMACS en la version 4.0.3 usando el campo de fuerza
GROMOS43A1P suplementado con los parametros de la HA. Las simulaciones fueron realizadas con
un ensamble de NVT y NPT a 300 K y en condiciones periddicas. La caja virtula tiene unas
dimensiones aproximadas de 6 x 6 x 8 nm. Los sistemas contiene un promedio de 31,200 atomos y se
simularon durante 20 ns.
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