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Resumen

El nacar constituye la capa interna de la concha de algunos moluscos y estd conformada por una
fase mineral de carbonato de calcio y una matriz organica compuesta de proteinas, glicoproteinas,
lipidos y pigmentos. Dentro de este sistema biocompuesto, las proteinas de la matriz organica
desempeiian un papel clave en la biomineralizacion, regulando la nucleacién y el crecimiento de
los cristales. Diversos estudios han demostrado que extractos proteicos del nacar, asi como
proteinas purificadas de esta matriz, ejercen efectos osteoinductores y osteogénicos tanto en
modelos in vivo como en ensayos de diferenciacién celular hacia el linaje osteogénico. Andlisis
bioquimicos y moleculares han evidenciado que dichos efectos se deben a la capacidad de las
proteinas para incrementar la expresién de genes asociados a la osteogénesis y promover la
mineralizacidn extracelular.

En particular, de la concha de la ostra perlera Pteria sterna se ha aislado la matriz organica soluble
e insoluble mediante extraccién con acido acético glacial (AAG) al 10%. En un estudio previo se
purificd y caracterizo la proteina Ps19 a partir de la fraccion insoluble, la cual presenta capacidad
de unién a calcio y a-quitina, ademas de inducir la formacidn de cristales de aragonita in vitro.
Dando continuidad a este estudio, el objetivo de la presente investigacidn fue evaluar la actividad
osteogénica tanto de la matriz soluble como de la proteina Ps19 sobre la diferenciacidn de células
troncales mesenquimales de médula ésea humana (MSC) hacia el linaje osteogénico. Se demostré
que la proteina Ps19 y la matriz organica soluble en acido acético (ASM , del inglés Acid Soluble
Matrix) de la concha de P. sterna producen cambios en el fenotipo mesenquimal de las MSC de
médula dsea tras 21 dias de estimulacidn. Se observaron cambios morfolédgicos, una tendencia a
la disminucién en la expresion de los marcadores mesenquimales CD73 y CD90, asi como la
expresion del marcador osteoblastico OCN. Estos cambios fueron dependientes del estimulo
aplicado, la concentracidn utilizada y del pase celular. Las MSC estimuladas con 500 ng/mLy 1000
ng/mL de Ps19 mostraron expresion de OCN; sin embargo, se requieren estudios adicionales para
confirmar plenamente su potencial osteogénico. En cuanto a las MSC estimuladas con diferentes
concentraciones de ASM, se observé una tendencia a la disminucién de CD90, expresién de OCN
y presencia de matriz extracelular mineralizada. En conjunto, estos resultados evidencian su
potencial osteogénico.

Palabras clave: Pteria sterna, Ps19, matriz organica soluble, células troncales mesenquimales,
diferenciacién osteogénica
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Summary

Nacre constitutes the inner layer of the shells of certain mollusks and is composed of a mineral
phase of calcium carbonate and an organic matrix consisting of proteins, glycoproteins, lipids, and
pigments. Within this biocomposite system, the proteins of the organic matrix play a key role in
biomineralization by regulating crystal nucleation and growth. Several studies have demonstrated
that protein extracts from nacre, as well as purified proteins from this matrix, exert osteoinductive
and osteogenic effects both in in vivo models and in cell differentiation assays toward the
osteogenic lineage. Biochemical and molecular analyses have shown that these effects are
attributable to the ability of these proteins to increase the expression of genes associated with
osteogenesis and to promote extracellular mineralization.

In particular, both the soluble and insoluble matrices have been isolated from the shell of the
pearl oyster Pteria sterna through extraction with 10% acetic acid. In a previous study, the protein
Ps19 was purified and characterized from the insoluble fraction. This protein exhibits calcium and
a-chitin—binding capacity and induces aragonite crystal formation in vitro.

As a continuation of this work, the aim of the present study was to evaluate the osteogenic activity
of both the soluble matrix and the Ps19 protein on the differentiation of human bone marrow
derived mesenchymal stem cells (MSC) toward the osteogenic lineage.

It was demonstrated that the Ps19 protein and the acid-soluble organic matrix (ASM) from the
shell of P. sterna induce changes in the mesenchymal phenotype of bone marrow—derived MSC
after 21 days of stimulation. These changes included morphological alterations, a trend toward
decreased expression of the mesenchymal markers CD73 and CD90, and the detection of the
osteoblastic marker OCN expression. The observed effects were dependent on the type of
stimulus, the concentration used, and the cell passage number.

MSC stimulated with 500 ng/mL and 1000 ng/mL of Ps19 exhibited OCN expression; however,
further studies are required to confirm its osteogenic potential. Regarding MSCs stimulated with
different concentrations of ASM, a trend toward decreased CD90 expression was observed, along
with OCN expression and the presence of a mineralized extracellular matrix. Collectively, these
findings demonstrate their osteogenic potential.

Keywords: Pteria sterna, Ps19, organic soluble matrix, mesenchymal stem cells, osteogenic
differentiation
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1. INTRODUCCION

1 .1 Biomineralizacion

La biomineralizacion es el proceso molecular y fisiolégico mediante el cual los organismos
producen minerales inorganicos para formar estructuras mineralizadas, como espiculas, conchas,
perlas, otolitos, estatolitos, dientes, huesos y cdscaras de huevos, las cuales cumplen funciones
bioldgicas especificas de soporte estructural, proteccion, alimentacidn, orientacion, reproduccién

o locomocidn (Coronado et al., 2022; Sharma et al., 2020).

Los organismos biomineralizadores se encuentran presentes en los tres dominios bioldgicos
Archaea, Bacteria y Eukarya. Los minerales que producen se denominan biominerales o minerales
biogénicos, los cuales se caracterizan por su composicion dual: una fase inorganica constituida de
minerales amorfos o cristalinos que otorgan dureza, y una fase orgdnica compuesta por
biomoléculas que confieren flexibilidad y resistencia a la fractura (Gilbert et al., 2022). Los
principales grupos de biominerales son silice, carbonatos, fosfatos y sulfatos. La mayoria de estos
minerales presentan polimorfismo, ya que pueden tener la misma composicién quimica, pero

presentan diferentes estructuras cristalinas (Coronado et al., 2022)

De acuerdo con el nivel de organizacién atémico, los biominerales se pueden clasificar en amorfos
(desordenados) o cristalinos (ordenados). Los amorfos son agregados con caracteristicas similares
a los minerales inorgdnicos y generalmente son utilizados como almacenamiento temporal de
iones o como precursores que posteriormente se transforman en diferentes formas cristalinas.
Por otro lado, los biominerales cristalinos presentan microarquitecturas complejas y ordenadas;
se caracterizan por su dureza y se utilizan para el soporte y la proteccién corporal (Sharma et al.,

2020; Addadi y Weiner, 2014; Lowenstam, 1981).

Existen dos tipos de biomineralizacién, de acuerdo con el grado de control que los organismos
ejercen sobre este proceso: inducida y controlada. La biomineralizacion inducida ocurre cuando
los minerales se forman por la interaccidn entre los procesos metabdlicos del organismo y las
condiciones fisicoquimicas del medio exterior, razén por la cual sucede Unicamente en ambientes

abiertos sin compartimentos diferenciados. Se considerado el tipo de biomineralizacion mas
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temprano y primitivo en la evolucion, y se presenta en bacterias, arqueas y protistas (Coronado

et al., 2022; Lowenstam, 1981).

La biomineralizacién controlada estd altamente regulada por el organismo mediante células
especializadas que secretan una matriz organica compuesta de biomoléculas, principalmente
proteinas, lipidos y carbohidratos. Estas biomoléculas controlan el proceso de nucleacion y
formacion de los minerales al interactuar con agregados de iones inorganicos en espacios aislados
del medio externo (epicelular, intercelular, intracelular y extracelular). Este tipo es mas comun
entre los eucariotas y genera estructuras complejas y ordenadas (Coronado et al., 2022; Sharma
et al., 2020). Las matrices organicas pueden clasificarse entre aquellas compuestas por coldgeno,
como en el hueso de los vertebrados, y aquellas compuestas por quitina, como en los

exoesqueletos y conchas de invertebrados (Du et al., 2017).

Los huesos de los vertebrados y la concha de los moluscos son estructuras formadas mediante
biomineralizacién controlada. Aunque ambos sistemas son filogenéticamente distantes,
presentan procesos celulares, vias de sefalizacidn y proteinas con funciones similares (Zhang et
al., 2006; Rousseau et al., 2003). Diversas investigaciones han demostrado que el nacar de la
concha de ostras perleras presenta propiedades osteogénicas y osteoinductoras en analisis in vivo
e in vitro con tejidos y lineas celulares de vertebrados. Por lo tanto, en el campo de la medicina
regenerativa y la ingenieria de tejidos, se considera un biomaterial de interés para comprender
los mecanismos de biomineralizacion, identificar moléculas funcionales y desarrollar materiales

biomédicos que contribuyan al tratamiento de trastornos y patologias 6seas (Green et al., 2013).

1.2 La concha de los moluscos bivalvos

El Phyllum Mollusca es el segundo filo mas diverso biolégicamente. Un elemento caracteristico de
su plan corporal es la concha, la cual puede estar formada por una valva (gasterépodos vy
monoplacéforos), dos valvas (bivalvos), varias capas superpuestas (poliplacéforos) o estar ausente
o reducida (cefalépofos, aplacdforos y algunos gasterépodos) (Haszprunar, 2020). El éxito
evolutivo de este grupo se atribuye, en gran medida, a sus conchas mineralizadas, generalmente
compuestas de carbonato de calcio (CaCOs), que les brindan proteccién corporal ante entornos

altamente cambiantes (Kocot et al., 2016).



La clase Bivalvia incluye a mejillones, almejas, ostiones, escalopas y ostras, cuya caracteristica
principal es la presencia de un cuerpo blando comprimido lateralmente, cubierto por una concha
de dos valvas articuladas, que actian como exoesqueleto para la inserciébn muscular y la

proteccidén ante depredadores y factores ambientales (Gosling, 2003).

Anatdmicamente, la concha presenta una capa externa de composicidn organica denominada
peridstraco, la cual protege contra impactos mecanicos, incrustacién y corrosidon a las capas
mineralizadas media e interna, conocidas en conjunto como dstraco (Fig. 1). Estructuralmente, la
concha es un material compuesto por una fase organica (matriz organica) y una fase inorganica.
La matriz organica representa aproximadamente el 5% y estd compuesta por proteinas,
polisacdridos, lipidos y pigmentos, mientras que la fase inorganica constituye alrededor del 95%
CaCOs, el cual puede presentarse en tres polimorfos: calcita, aragonita y, raramente, vaterita

(Cheng et al., 2023; Camacho et al., 2008).

Peridstraco

Surco periostracal ; «— Manto

Pliegues del manto

Figura 1. Constitucidn de la concha y regiones morfogénicas del manto. Concha: periéstraco y
Ostraco (capa prismatica y capa nacarada). Manto: surco periostracal y pliegues externo, medio e
interno. Imagen modificada de Cheng et al. (2023).

Los moluscos bivalvos son considerados los “maestros de la biomineralizacion”, ya que la
construcciéon de su concha constituye un ejemplo arquetipico de la biomineralizacién controlada:
1) es un proceso regulado por células especializadas mediante vias metabdlicas especificas; 2) la
sintesis mineral es activa y requiere gasto de energia metabdlica; 3) los minerales producidos
difieren de sus contrapartes inorgdnicas; 4) el organismo crea un espacio aislado del medio
externo donde se sintetizan los minerales; y 5) es un proceso mediado por la matriz organica

extracelular (Coronado et al., 2022; Checa, 2018; Marin et al., 2008).
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El érgano encargado de secretar la concha es el manto. Sus células epiteliales especializadas
regulan genéticamente la secrecién de los iones de calcio y bicarbonato, asi como las
macromoléculas orgdnicas que constituyen la matriz organica, en una forma temporal y
espacialmente controlada (Montagnani et al., 2011). Asi, ciertos genes estructurales y de
desarrollo se expresan o reprimen en etapas especificas del ciclo de vida del organismo y en
regiones morfogénicas concretas, cada una asociada con la secrecidn especifica de ciertas capas
de la concha: la capa periostracal se secreta en el surco localizado entre los pliegues medio y
externo del manto; la capa prismatica media es sintetizada por células epiteliales columnares de
la zona externa del manto; y la capa interna nacarada es formada por células de la zona interna

del manto (Fig. 2) (Kocot et al., 2016).

Aunque el proceso de formacién de la concha aln no se conoce completamente, los andlisis del
metabolismo y la expresidn génica del manto, asi como el estudio estructural y de localizacién de

las proteinas de la concha, han permitido deducir los siguientes procesos (Huang y Zhang, 2022):

1) Formacién de un espacio confinado para la biomineralizacién
Las células epiteliales del surco periostracal secretan un precursor soluble compuesto por
proteinas ricas en glicina y tirosina. Esta fase soluble se esclerotiza y da lugar al peridstraco,
el cual delimita y sella un espacio aislado del medio exterior donde ocurre la
biomineralizacién: el espacio extrapaleal (Kim et al., 2024).

2) Secreciény pre-organizacion de la matriz organica
Las células epiteliales del manto secretan la matriz orgdnica extracelular y la liberan al
espacio extrapaleal, donde las proteinas estructurales y los polisacaridos, principalmente
quitina, interactdan y se preorganizan molecularmente, formando una plantilla que define
los centros de nucleacion de los cristales de CaCOs (Mann, 1988).

3) Secrecién de iones inorganicos
Los iones de calcio (Ca?*) y bicarbonato (HCOs.) se originan en el metabolismo o se
obtienen del medio ambiente a través de las branquias y son transportados por la
hemolinfa hasta las células epiteliales del manto. Desde el citosol son bombeados hacia el
espacio extrapaleal, donde se concentran y generan un fluido sobresaturado (Marin y
Luquet, 2004).

4) Complementariedad molecular entre iones y moléculas organicas



Las proteinas de la matriz orgénica interactian con polisacaridos, iones inorganicos (HCOs3,
Ca®*) y minerales traza (Mg?*) del fluido extrapaleal en los sitios de nucleacién, debido a
una complementariedad molecular especifica por polaridad, carga, forma, estructura y
orientacién de los grupos funcionales. Estas interacciones conducen a la formacién de
carbonato de calcio amorfo (ACC, del inglés amorphous calcium carbonate) (Mann, 1988).
5) Cristalizacién y seleccidn de polimorfo
A partir del ACC, las proteinas inducen la formacién de los cristales (calcita, aragonita o
vaterita), establecen su tamafio, orientacidon y morfologia, y determinan el polimorfo final
(Camacho et al., 2008).
6) Crecimiento y formacién de microestructuras
Los cristales son organizados por la matriz organica en tabletas, y estas en placas que
crecen primero verticalmente y luego lateralmente (Rivera-Pérez y Hernandez-Saavedra,
2020; Mariny Luquet, 2004; Marin et al., 2007). A medida que avanza la biomineralizacién,
la matriz organica se incorpora al interior de los cristales o entre las tabletas y las placas,
funcionando como un andamiaje que define la orientacidn cristalografica y Ia

microestructura final (Marin y Luquet, 2004).

Capa
prismatica

Epitelia

oxlerion

Surco periostracal

Figura 2. Esquema de la biomineralizacion de la concha. El epitelio del manto secreta biomoléculas
al espacio extrapaleal, donde las proteinas (circulos azules) interactian con los iones (triangulos
rojos) para formar las capas de la concha: el surco del manto (café) secreta la capa periostracal; la
zona externa (beige), la capa prismatica media; y la zona interna (amarillo), la capa nacarada
interna. Imagen modificada de Marin et al. (2007).



1.2.1 Matriz organica

Debido al papel central que la matriz organica ejerce sobre el proceso de biomineralizacién de la
concha, se han realizado numerosos estudios para conocer su composicién bioquimica,
caracterizar e identificar sus biomoléculas y establecer sus funciones. Como se menciond
anteriormente, la matriz organica esta regulada genéticamente; por lo tanto, su composicién y
estructura difieren entre organismos mineralizadores. No obstante, se han identificado moléculas

con caracteristicas estructurales y funciones similares en la regulacion de la biomineralizacién.

Las proteinas de la matriz orgdnica de la concha, conocidas como shell matrix proteins (SMPs), son
las moléculas mas estudiadas. Se han extraido utilizando diferentes medios, como agua, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), dcido acético glacial (AAG) y etanol. De acuerdo con su
solubilidad, se clasifican en proteinas solubles e insolubles. Las proteinas solubles suelen ser ricas
en residuos de aminoacidos acidos, mientras que las insolubles presentan abundancia de residuos
de aminodcidos como alaninay glicina, les confiere hidrofobicidad. También se clasifican segun su
peso molecular (mayores o menores a >1 kDa), su punto isoeléctrico (dcidas o bdsicas), la capa
donde se localizan (aragoniticas o calciticas), las modificaciones postraduccionales que presentan
(glicosiladas, fosforiladas o sulfatadas) y su funcién (estructurales, nucleadoras, enzimaticas o

inhibidoras) (Arroyo et al., 2020; Pei et al., 2021; Rivera-Pérez y Herndndez-Saavedra, 2021).

Las proteinas estructurales se caracterizan por presentar dominios repetitivos de baja
complejidad (RLCDs, repetitive low complexity domains) ricos en glicina o alanina, como los
dominios tipo colageno (collagen-like proteins) y tipo seda (silk-like). Estas repeticiones les
permiten formar redes fibrilares o laminares tridimensionales semejantes a un hidrogel, que
constituyen la estructura de andamiaje donde se disponen los sitios de nucleacidn y se organiza
la deposicién de los cristales. Ademas, pueden presentar afinidad por la quitina e interactuar con

proteinas acidas y polisacdridos (Kocot et al., 2016; Evans, 2019).

Las proteinas nucleadoras son, en su mayoria, proteinas acidas ricas en acido aspartico y acido
glutamico. Presentan modificaciones postraduccionales como carboxilacion, glucosilacion,
sulfatacion o fosforilacion, que aumentan su carga negativa. También contienen regiones
intrinsecamente desordenadas (IDRs, intrinsically disorder regions), que les confieren capacidad

de unién a Ca?*, proteinas y polisacaridos. Debido a estas propiedades, se considera que



concentran iones en los sitios de nucleacion, inician la formacion de cristales, seleccionan el
polimorfo y controlan su orientacion y crecimiento (Evans, 2019; Addadi y Weiner, 2014; Arias y

Fernandez, 2008).

Otro grupo de SMPs corresponde a las metaloenzimas. Entre ellas, la anhidrasa carbdnica cataliza
la conversién reversible del diéxido de carbono (CO;) y agua (H20) en iones bicarbonato (HCO3’),
esenciales para la biomineralizacién. También se encuentran proteasas que escinden proteinas
especificas de la matriz para remodelarla y permitir el crecimiento y la deposicidn mineral, asi
como inhibidores de proteasas que regulan este proceso a medida que concluye la

biomineralizacién (Evans, 2019; Addadi y Weiner, 2014).

Una caracteristica comun de muchas SMPs es la presencia de secuencias proteicas
correspondientes a mas de una clase funcional, lo que les permite participar en procesos de
sefializacién célula-célula y célula-matriz, regulando la mineralizacién dimensional de manera
temporal y espacial (Gilbert et al., 2022; Arias y Fernandez, 2008). También, se ha reportado la
presencia de péptidos con posibles funciones en sefializacion celular o en respuestas bactericidas

y antivirales (Marin et al., 2012).

Los carbohidratos de la matriz organica incluyen polisacaridos hidroxilados y polisacaridos acidos
solubles. La quitina, es un polisacarido hidroxilado que junto con las SMPs forman la matriz
extracelular mineralizada. Por otro lado, los polisacaridos dacidos solubles, frecuentemente
sulfatados y con carga negativa, interactian con proteinas dcidas para concentrar iones de Ca?*
en los sitios de nucleacién. También pueden formar glicoproteinas o proteoglucanos que
participan en interacciones proteina-proteina y en sefializacién célula-matriz, organizando la
matriz extracelular y funcionando como mediadores de adhesién, migracién, proliferacion y
diferenciacion celular (Gilbert et al., 2022; Rao et al., 2014; Marin et al., 2012; Arias y Fernandez,
2008).

Los lipidos son el componente minoritario y menos estudiado de la matriz organica. Pueden
asociarse con otras biomoléculas formando lipoproteinas o lipopolisacaridos que intervienen en
la formacion de regiones hidrofdbicas, el transporte de macromoléculas y la difusién de iones.
Ademads, estdn presentes como carotenoides asociados a proteinas, responsables de patrones de

coloracidn caracteristicos de cada especie (Marin et al., 2012).



Las diferentes composiciones y conformaciones de la matriz orgédnica generan una gran variedad
de microestructuras, entre ellas el nacar, exclusivo de los moluscos. En los bivalvos, la
microestructura nacarada altamente organizada se conoce como “ladrillo y mortero” (brick and
morter) (Popov, 2015; Marin et al., 2012). Esta arquitectura confiere al nacar propiedades Unicas
de rigidez, resistencia y tenacidad, lo que lo convierte en un biomineral de interés econémico,

social y biomédico (Kamen et al., 2008).

1.2.2 El nacar de las ostras perleras

Las ostras perleras son bivalvos con capacidad de producir ndcar en la capa interna de la concha
como en la formacion de perlas. El nacar estd compuesto por una matriz organica y una fase
inorganica de CaCOs en forma de cristales de aragonita de aproximadamente 50 nm, embebidos
en la red orgdnica. Estos cristales se organizan en tabletas pseudohexagonales de 5 a 10 um de
diametro y 0.3 a 0.5 um de grosor que a su vez se agrupan en placas poligonales dispuestas en
l[dminas apiladas, formando la microestructura de “ladrillo y mortero” (Kamen et al., 2008) (Figs.

3y4).

Figura 3. Microfotografias SEM del nacar de la concha de la ostra perlera Pinctada margaritifera.
A) Microestructura de “ladrillo y mortero”. Imagen de Rousseau et al. (2009). B-C) Tabletas de
nacar, las flechas blancas sefialan la matriz organica. Imagen de Zhang et al. (2016).

La matriz orgdnica se compone principalmente por quitina y proteinas (Marin et al., 2012) y se
distribuye de forma intracristalina (dentro del cristal), intercristalina (entre cristales), intertabular
(entre tabletas) e interlamelar (entre placas) (Fig. 4) (Rousseau et al., 2009; Kamen et al., 2008).
Tras su extraccidon con EDTA o acido acético, la fraccion soluble contiene proteinas polianidnicas,
ricas en Asp, localizadas dentro de los cristales y responsables de controlar su morfologia, fase y

orientacién. La fraccidén insoluble, rica en Gly y Ala, forma complejos proteina-quitina, que
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constituyen la estructura de andamiaje alrededor de los cristales (Rivera-Perez et al., 2019; Fang

etal., 2012).

Placas de
aragonita

Matriz orgénica -
\ 1 Matriz orgdnica

Intralamelar
el Cristales de aragonita

1 M (RItFaCTIStANING

\‘_ Matriz orgidnica
Pl d s intercristalina
acade ™
aragonita

Matriz orgdnica
Intertabular

Tabletas de aragonita

Figura 4. Esquema de la microestructura de “ladrillo y mortero” del nacar de la concha.

Las proteinas del nacar pueden presentar dominios conservados (Song et al; 2019) como: regiones
cortas ricas en Asp y Glu asociadas a la unién de Ca?*; el dominio factor de von Willebran tipo A
(VWA), implicado en interacciones proteina-ién o proteina-polisacaridos; dominio de anhidrasa
carbonica (CA), relacionado con la provisidn de iones bicarbonato; y (Du et al., 2017; Zhao et al.,
2018) dominios repetitivos Gly-Asn (GN) , asociados con la formacién de estructuras secundarias
gue con superficies minerales para formar los cristales (Rivera-Pérez et al.,2020; Montagnani et
al., 2011). Estas proteinas suelen presentar multiples dominios y modificaciones
postraduccionales, lo que les permite desempeiiar funciones diversas en la matriz orgdnica y la
cristalizacion de la aragonita, asi como en el ensamblaje de la matriz extracelular y la adhesién

celular (Rivera-Pérez et al., 2020; Montagnani et al., 2011).

Dada su relevancia, se han realizado esfuerzos para extraerlas, purificarlas y caracterizarlas, ya
gue pueden considerarse recursos bioactivos con potencial en las industrias farmacéutica, perlera
y cosmetoldgica. Entre las proteinas del nacar que han sido caracterizadas se describen las

siguientes:
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La proteina Pif97 presenta un dominio VWA y un dominio de unidn a quitina, mientras que Pif 98
estd compuesta por repeticiones del motivo Asp-Asp-Arg-Arg-Lys, con capacidad de unidn a
cristales de aragonita. Ambas proteinas se asocian formando un complejo capaz de unirse a la
quitina presente en la estructura de andamiaje y participar en la precipitacién ordenada de CaCO3

(Song et al; 2019).

N66 es una metaloenzima que presenta dos dominios de CA, un dominio repetitivo Gly-X-Asn y
dominios repetitivos GN. Produce iones carbonato y actia tanto como regulador positivo, al
concentrar iones de Ca?*, como un regulador negativo, al modular la velocidad de crecimiento
cristalino (Rivera-Pérez et al., 2019). PfN23 es una proteina basica soluble en EDTA, localizada en
la matriz intracristalina. Participa en la precipitacidon de CaCOs e induce la formaciéon de aragonita

(Fang et al., 2012).

La familia de proteinas pearlin/N14/N16/ esta constituida por proteinas de bajo peso molecular,
ricas en Cys, Tyr y Gly. Presentan repeticiones Gly-Asn (GN), regiones cortas acidas en Asp y Gluy
sitios de fosforilacion (Montagnani et al., 2011). Pearlin se encuentra en la fraccién insoluble en
acido acético y se localiza dentro de la matriz interlamelar; se asocia con otras proteinas (Pif,
MSI60) y polisacaridos para formar la matriz de soporte estructural (Rivera-Pérez et al.,2019;

Montagnani et al., 2011).

Pmarg es una proteina insoluble en acido acético, homdloga a perlina y localizada en la matriz
interlamelar, presenta dominios repetitivos de GN, sitios de unién a calcio y a polisacaridos, asi
como posibles de glicosilacion. Se propone que interactua con la quitina y los cristales uniendo la

fase mineral con la fase orgdnica del nacar (Montagnani et al., 2011).

Ademas, se ha descrito que varias SMPs desempenan funciones tanto en la capa prismatica de
calcita como en la nacarada de aragonita. Por ejemplo, nacreina es una metaloenzima que puede
actuar como regulador negativo al inhibir la precipitacion de CaCOs; PfY2 participa en la
nucleacion cristalina y media la transicion del ACC hacia calcita o aragonita; y las shematrinas
intervienen en la formacién de la estructura de andamiaje para la deposicién de los cristales (Song

et al; 2019).
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1.3 El tejido 6seo

El esqueleto humano se compone de 206 huesos que cumplen funciones importantes, entre ellas:
brindar soporte a los musculos, proteger a los drganos internos, participar en la produccién de
células sanguineas y almacenar factores de crecimiento, citocinas, hormonas, minerales y lipidos

(Prasanna et al., 2024).

Los huesos se encuentran constituidos por tejido dseo, definido como un tejido conectivo
mineralizado compuesto por células éseas, una matriz organica o sustancia osteoide y una fase
mineral (An et al., 2016; Fernandez et al., 2006). La fase mineral del tejido éseo corresponde al
65% del peso seco y estda compuesto principalmente por fosfato de calcio en forma de
hidroxiapatita, ademads de carbonato y trazas de iones Mg, Na, K, Mn y F (Sharma et al., 2021,
Fernandez et al., 2006). Los cristales de hidroxiapatita son nanométricos (20-50 nm), de forma
alargada y se disponen en laminillas organizadas paralelamente, formando una red en el tejido
Oseo trabecular ubicado en el interior del hueso. En el tejido éseo, que rodea al trabecular, se
organizan en unidades laminares concéntricas denominadas osteonas (Fig. 5) (Osterhoff et al.,

2016; Fernandez et al., 2006).

Médula osea

Vas0s sanguineos =y > .
Fibras de colageno
Hidroxiapatita

Hueso cortical Fibrillas mineralizadas

Hueso trabecular

Figura 5. Composiciéon del hueso. Imagen modificada de Iduarte (2018) y Cafién et al. (2022).

La matriz organica estd constituida por proteinas colagenas, proteinas no colagenas (NCPs,

noncollagenous proteins), lipidos, carbohidratos y agua. Estas proteinas participan en la
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regulacidn de la diferenciacion celular, la mineralizacion del tejido éseo y el mantenimiento de su
integridad y funcion (Sharma et al., 2021; Fernandez et al., 2006). El colageno constituye el 90%
de la matriz orgdnica y puede ser de tipo |, lll, V y XIl. Debido a su secuencia repetida de glicina-X-
Y forma una red fibrilar que funciona como plantilla de andamiaje para la deposicion vy
organizacion de los cristales de hidroxiapatita. Las NCPs incluyen proteoglicanos, proteinas con
acido Y-carboxi-glutamico, glicoproteinas, proteinas derivadas del plasma y factores de
crecimiento. Entre las principales NCPs se enceuntran la fosfatasa alcalina, la osteocalcina, la

osteonectina, la osteopontina y la sialoproteina dsea (An et al., 2016).

La fosfatasa alcalina (ALP) es una metaloenzima membranal presente en células osteoblasticas y
condrociticas cuya funciéon es hidrolizar el pirofosfato, liberando fosfato disponible para la

mineralizacién 6sea (Aranda y Di Carlo, 2022; Gorski, 2011).

La osteocalcina (OCN) es una proteina de bajo peso molecular que contiene tres residuos de acido
Y-carboxi-glutdmico, los cuales le confieren afinidad por calcio e hidroxiapatita. Participa en la
regulacion del crecimiento cristalino y en el ensamblaje del hueso mineralizado (Rubert y De la

Piedra, 2020; An et al., 2016; Heinegard y Oldberg, 1989).

La osteonectina (ON), también conocida como SPARC, presenta dominios de unién a colageno e
hidroxiapatita y participa en la regulacion del ensamblaje de la matriz de coldgeno, la
mineralizacién y el remodelado éseo (Rosset y Bradshaw, 2016; Delany et al.,, 2003). La
osteopontina (OPN) presenta un motivo de arginina-glicina-acido aspdrtico (RGD) involucrado en
la interaccién con integrinas celulares, facilitando la adhesion células-matriz. Ademas, presenta

sitios de fosforilacion que regulan la mineralizacién (Gorski, 2011).

Por ultimo, la sialoproteina ésea (BSP) es una de la NCP mas abundante en el hueso humano, se
caracteriza por presentar un dominio repetitivo de diez residuos de acido glutamico, regiones
cortas ricas en este mismo aminodcido y modificaciones postraduccionales como fosforilacién,
glicosilacién vy sulfatacion. Estas propiedades le confieren capacidad de unidn a calcio a y a
polisacaridos, por lo que participa en la nucleacidn de los cristales de hidroxiapatita durante la

mineralizacién del tejido dseo (An et al., 2016).

Por otro lado, las células dseas se disponen dentro del tejido como en el estroma de la médula

Osea. Estas incluyen osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Los osteoblastos se originan a partir
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de células troncales mesenquimales, presentan un nucleo central y una forma poliédrica, y su
funcién es sintetizar la matriz organica y regular la mineralizacion para formar tejido éseo. Por el
contrario, los osteoclastos son células multinucleadas derivadas de células troncales
hematopoyéticas, encargadas de degradar la matriz 6sea mediante un proceso conocido como
resorcidon ésea. Finalmente, los osteocitos, son osteoblastos maduros que durante el proceso de
mineralizacion quedaron dentro de la matriz extracelular; presentan morfologia estrellada y
participan en el mantenimiento de la matriz organica y regular la resorcidn ésea (Sharma et al.,

2021; Fernandez et al., 2006).

1.3.1 Osteogénesis

El proceso de formacién del hueso se conoce como osteogénesis, es un proceso de
biomineralizacién regulado por células especializadas del tejido dseo que ocurre durante el
desarrollo embrionario, el crecimiento y la reparacion de fracturas. Este proceso comienza con la
diferenciacion de células troncales mesenquimales en osteoblastos, quienes posteriormente,
sintetizan las proteinas de la matriz organica que regulan la formacién y mineralizacion del tejido

oseo (Shahi et al., 2017; Gorski, 2011).

Las células troncales mesenquimales, o mesenchymal stem cells (MSC), son células indiferenciadas
con morfologia fibroblastoide o fusiforme y un ndcleo central alargado. Presentan capacidad de
autorrenovacion y de diferenciacion a diversos tipos celulares (Kassem, 2004; Barry y Murphy,
2004). La Sociedad Internacional de Terapia Celular ha establecido tres criterios para
caracterizarlas: el primero, la adherencia al plastico en cultivo; el segundo, la expresién de
marcadores de membrana CD105+, CD73+y CD90+ asi como la ausencia de marcadores de células
hematopoyéticas CD45-, CD34-, CD14 o CD11b-, CD79a- o CD19- y HLA- BR-; y tercero, la
capacidad de diferenciarse hacia el linaje osteogénico, condrogénico y adipogénico (Castro y

Montesinos, 2015; Dominici et al., 2006).

La diferenciacién de las MSC hacia osteoblastos ocurre como respuesta a sefiales bioquimicas y
mecdanicas del microambiente, donde estan involucradas interacciones celulares, vias de
sefializacién y factores de crecimiento que activan genes osteogénicos. En condiciones in vitro, la
diferenciacidn osteogénica inducida mediante un medio especifico ocurre en un periodo de 21 a

28 dias y se confirma mediante tinciones que denotan depdsitos de calcio y actividad de fosfatasa
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alcalina, asi como mediante el analisis de la expresion de genes y proteinas osteogénicas (Wang

et al., 2025, Granéli et al., 2014; Bruder et al., 1997).

Las principales vias candnicas de sefializacion osteogénica incluyen la via Wnt/B-catenina, la via
del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), via del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), la via Hedgehog (Hh) y la via de las proteinas morfogénicas dseas (BMP). Estas vias activan
principalmente dos factores de transcripcién: Runx2, que inhibe la diferenciacidn hacia adipocitos
y condrocitos y compromete las células hacia osteoblastos; y Osterix, que regula la expresién de
genes y proteinas osteogénicas como ALP, Collal, BSP, OPN, OCN y ON (Wang et al., 2025; Zhu et
al., 2024; Shahi et al., 2017).

La diferenciacién osteogénica incluye tres etapas: la etapa de proliferacién ocurre cuando los
factores de crecimiento promueven la division celular de las MSC. Posteriormente, en la etapa de
diferenciacidn, las MSC se transforman gradualmente en osteoblastos, su capacidad proliferativa
y de autorrenovacion disminuye progresivamente, modifican su morfologia fibroblastoide a una
forma prismatica o cuboidal (Zhao et al., 2019; Rodriguez et al., 2004; Bruder et al., 1997) y la
expresion de los marcadores mesenquimales CD105, CD73 y CD90 disminuye a medida que se
activan y expresan los genes y proteinas osteogénicas (Tamafio-Machiavello et al., 2025;
Wiesmann et al., 2006). Por ultimo, en la etapa de mineralizacién, los osteoblastos secretan las

proteinas de la matriz organica que forman el tejido 6seo mineralizado (Fig. 6) (Wang et al., 2025).

Al inicio de la diferenciacion osteogénica, las MSC se trasnforman a células osteoprogenitoras
mediante la activacién de Runx2, comprometiendo su diferenciacion hacia el linaje osteoblastico.
Las células osteoprogenitoras se diferencian a pre-osteoblastos, los cuales mediante la expresién
de Osx, promueven la expresién de genes osteogénicos y comienzan a expresar la proteina
fosfatasa alcalina y el colageno tipo I. La expresion de ALP y Coll promueven la diferenciacién de
preosteoblastos a osteoblastos y son consideradas marcadores iniciales de la diferenciacion
osteogénica. Posteriormente, los osteoblastos sintetizan las proteinas de la matriz orgdnica que
regulan la mineralizacion: Col1, OPN, OCN y BSP (Wang et al., 2025; Aubin, 2008). La expresion de
OCN es considerada un marcador tardio de la diferenciacién, al ser concomitante con la
mineralizacién y Unicamente expresada por los osteoblastos maduros (An et al., 2016). A medida

gue ocurre la mineralizaciéon del tejido éseo, los osteoblastos quedan incrustados en la matriz
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extracelular diferenciandose en osteocitos, estas células pierden la capacidad de proliferar y

corresponden a la etapa final de la diferenciaciéon (Zhu et al., 2024).
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Figura 6. Esquema de los diferentes estados de diferenciacion osteogénica de células troncales
mesenquimales (MSC) in vitro mediante el estimulo con medio quimico definido.

El proceso de mineralizacidon no se conoce con completamente; sin embargo, se han propuesto
dos teorias. La teoria de mineralizacién mediada por plantilla de coldgeno establece que las
moléculas de colageno se autoensamblan formando fibras organizadas en red, cuya disposicidn
de las fibras determina los sitios de nucleacién de cristales. En estos sitios, los iones de calcio y
fosfato interactian con proteinas no colagenas formando complejos que se estabilizan y dan
origen a cristales de hidroxiapatita. Por otro lado, la teoria de mineralizaciéon por vesiculas
matriciales propone que la nucleacién inicial de los cristales ocurre dentro de vesiculas
extracelulares derivadas de membranas celulares. En su interior ciertas enzimas y proteinas con
afinidad a calcio acumulan los iones de calcio y fosfato, favoreciendo la formacién de cristales de
hidroxiapatita. Posteriormente, la membrana de la vesicula se rompe, liberando su contenido
sobre el andamiaje de colageno. Finalmente, los cristales se depositan sobre la matriz de colageno

formando el tejido 6seo mineralizado (Sharma et al., 2021; An et al., 2016).

Después de la formacion inicial del hueso, este se mantiene en constante regeneracidon mediante
un proceso denominado remodelado éseo, en el cual los osteoclastos reabsorben el tejido dseo
viejo o danado y los osteoblastos forman tejido dseo nuevo (Fernandez et al., 2006). Esto
mantiene la resistencia dsea, repara microdanos o fracturas, adapta el hueso a cargas mecanicas
y regula la homeostasis del calcio (Cao et al., 2025; Fernandez et al., 2006). Sin embargo, factores
como cambios hormonales y enfermedades pueden generar un desequilibrio entre la resorcién y
la formacion de hueso, provocando alteraciones en la microestructura del hueso e incrementando

su susceptibilidad a fracturas y deformaciones (Feng y McDonald, 2011). Por ello, se han buscado
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sustitutos dseos que cumplan con las propiedades mecanicas y funcionales del hueso (Wang et

al., 2024; lbrahim et al., 2022).

1.4 Relacion entre el nacar y el hueso

La concha de los moluscos bivalvos y el hueso de los vertebrados son estructuras biomineralizadas
mediante procesos genéticos, moleculares y celulares. Aunque ambos sistemas de
biomineralizacién son filogenéticamente distantes, presentan ciertas similitudes: 1) células
especializadas secretan las moléculas de la matriz organica que regulan la biomineralizacion; 2)
las proteinas estructurales presentan regiones repetitivas de aminoacidos que favorecen su
autoensamblaje y forman una red de andamiaje donde se definen los sitios de nucleacién y
deposicion de los cristales de minerales; 3) las enzimas promueven la acumulacién de iones utiles
para la formacion de cristales de minerales; y 4) las proteinas nucleadoras presentan regiones con
residuos de aminodcidos dcidos, modificaciones postraduccionales y regiones intrinsecamente
desordenadas, los cuales les otorgan afinidad a minerales, polisacaridos y proteinas (Fig. 7) (Evans,
2019; Suwannasing et al., 2021). Ademas, se considera que la via de sefalizacién BMP/ TGF-By su
ruta SMAD es una via de sefializacion conservada en los procesos de biomineralizacion tanto de
la concha de los moluscos, como del hueso de los vertebrados ya que en Haliotis diversicolor,
Cassostrea gigas y Pinctada fucata se han identificado genes ortélogos a BMP2, BMP4 y SMAD4,
los cuales regulan el proceso de osteogénesis en vertebrados y participan en el mantenimiento
de la homeostasis 6sea (Suwannasing et al., 2021; Zhao et al., 2016; Miyashita et al., 2008; Luo et
al., 2015).
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Figura 7. Esquema de las similitudes de la biomineralizacion de la concha del nacar de la concha
de ostras perleras y de la osteogénesis de los vertebrados.
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2. ANTECEDENTES

Desde la antigliedad, el uso del nacar para la regeneracion del tejido éseo se ha documentado en
la farmacopea tradicional China del siglo 1V, en la cual, el pulverizado de ndcar de las perlas de
moluscos bivalvos marinos es catalogado como un medicamento para curar trastornos de la piel,
huesos y dientes (Pei et al., 2021; Loh et al., 2021). En la actualidad, algunos grupos étnicos
asiaticos utilizan el polvo de nacar de la concha o de las perlas como suplemento alimenticio o
cosmético para tratar diversas afecciones dseas (Song et al., 2022). Ademas, el estomatdlogo
Amedeo Bobbio descubrié implantes dentales de concha nacar en craneos mayas del siglo VII, las
cuales se encontraban adheridas a la mandibula mediante la formaciéon de hueso compacto
alrededor (Yan et al., 2023; Pasqualini y Pasquialini, 2009). A partir de estos registros y hallazgos
se han realizado diversas investigaciones para evaluar el potencial del ndcar como biomaterial
para la regeneracidén dsea y aplicaciones biomédicas, incluyendo analisis sobre su proceso de

biomineralizacion, composicidén bioquimica, microestructuras y sus propiedades fisicas.

2.1 Analisis in vivo
El nacar de la concha de ostras perleras y mejillones se ha triturado y pulverizado para obtener
particulas (50-150 um), fragmentos (6 mm didmetro) y extractos de matriz orgdnica para elaborar

implantes, injertos o suplementos alimenticios.

Atlan et al. (1997) utilizaron el pulverizado del nacar de la concha de la ostra perlera Pinctada
maxima para formar una mezcla con sangre autdloga de pacientes humanos e implantarla
quirargicamente en sitios con pérdida de hueso mandibular. En otro estudio realizado por
Lamghari et al. (2001), se mezcld el pulverizado con sangre autéloga de conejos para implantarlo
en la columna vertebral y generar artrodesis espinal (una estrategia para fusionar dos vertebras).
También se implantaron fragmentos cilindricos de nacar en el hueso trabecular del fémur de
ovejas (Atlan et al., 1999). En los tres estudios, los resultados radiograficos e histolégicos
demostraron la presencia de hueso nuevo a lo largo del implante sin tejido fibroso y la formacién
de una interfaz directa entre el hueso y el implante con presencia de proteoglucanos. Los
implantes no se degradaron y no se reportaron reacciones inmunoldgicas. Zielak et al. (2018),
obtuvieron el extracto soluble en acido acético de la matriz organica del nacar del mejillén Perna

perna y lo mezclaron con la matriz ésea autdloga desmineralizada del hueso de ovejas para
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elaborar un injerto y colocarlo en la region lumbar de la columna vertebral; los analisis
radiograficos e histolégicos demostraron que los implantes fueron reabsorbidos y reemplazados
con una matriz de fibras de coldgeno interconectada con vasos sanguineos. De forma similar, Lee
et al. (2012) demostraron que al colocar el extracto soluble en agua de la matriz organica de la
ostra perlera Pteria martensii directamente sobre la quemadura de piel de cerdos, se produjo una
cicatrizaciéon mads temprana. Estos estudios sugieren que el nacar puede inducir la formacién de

tejido conectivo y tejido epitelial nuevo sin reaccién inmunoldgica.

Se han utilizado modelos animales de osteoporosis inducida por glucocorticoides para evaluar el
efecto del nacar o de sus proteinas purificadas sobre la densidad ésea. Nguyen et al. (2023),
suministraron alimento suplementado con pulverizado del nacar de la ostra perlera Pinctada
mdxima a ratones hembra de edad avanzada durante 90 dias. Xu et al. (2018) y Lin et al. (2019),
utilizaron la proteina N16 recombinante del ndcar de la ostra perlera Pinctada martensii. En el
primer estudio, se aplicd una inyeccion hipodérmica de manera diaria durante 40 dias a ratas con
osteoporosis, mientras que, en el segundo estudio, la proteina se inyecté en el saco vitelino de
larvas de peces cebra con osteoporosis. Las tres investigaciones reportaron una reduccién en la
pérdida dsea y un aumento en los niveles de expresién de genes caracteristicos de los

osteoblastos.

2.2 Analisis in vitro

Los andlisis in vitro consisten en ensayos de diferenciacion de lineas celulares de vertebrados hacia
el linaje osteogénico mediante estimulacidn con extractos, fracciones y algunas proteinas aisladas
de la matriz organica del nacar de la concha, principalmente de las ostras perleras Pinctada
maxima, Pinctada margaritifera y Pinctada fucata. Los efectos osteogénicos de estos tratamientos
han sido evaluados cualitativamente mediante las tinciones de fosfatasa alcalina, rojo de alizarina
y Von Kossa que demuestran la mineralizacién y la presencia de depdsitos de calcio en la matriz
extracelular (Fernandez et al., 2006). Para la evaluacion cuantitativa se han analizado los niveles
de expresién de proteinas y genes osteogénicos: fosfatasa alcalina (ALP), colageno | (Coll),
osteopontina (OPN) y osteocalcina (OCN). Otras técnicas, como la espectroscopia de Raman, la

microscopia electrdnica de barrido y la difraccion de rayos X se han empleado para caracterizar la
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composicion quimica y estructural de los cultivos celulares, las matrices extracelulares y los

minerales producidos.

Lépez et al. (1992) cultivaron osteoblastos del hueso maxilar humano sobre fragmentos del nacar
de P. maxima, observaron una disminucion en la actividad de fosfatasa alcalina relacionada con
un aumento en la proliferacién celular y en la expresidon de osteocalcina. También identificaron
cambios morfoldgicos celulares, nédulos osteoblasticos mineralizados y la formaciéon de una

matriz de colageno con osteocitos.

Mouries et al. (2002) utilizaron la matriz organica soluble en agua (WSM, water soluble matrix)
del nacar de P. mdxima en cultivos de fibroblastos humanos MRC5 y células estromales de médula
Osea de rata, para ambas lineas celulares reportaron un aumento de la actividad de ALP. De igual
manera, Moutahir-Belgasmi et al. (2001) observaron un aumento en la expresién de ALP y de Bcl2
en osteoblastos de ratén y rata estimulados con WSM de P. maxima. Por su parte, Rousseau et al.,
2003 estimularon preosteoblastos MC3T3-E1 con WSM y observaron la formacién de ndédulos
0seos mineralizados y una correlacién entre la disminucién de la proliferacién y el aumento en la

expresion de genes osteogénicos ALP, OCN y OPN.

Green et al. (2015) analizaron el efecto de fragmentos del nacar de Pinctada mdxima, asi como
de la matriz soluble en etanol (ESM, ethanol soluble matrix) sobre cultivos de células troncales
mesenquimales humanas y promioblastos de ratéon C212, en ambas lineas obtuvieron una tincién

positiva de fosfatasa alcalina y un aumento en su actividad.

En otros estudios, realizados por Zhang et al. (2016) y Brion et al. (2015), la ESM del nacar de P
margaritifera y su fraccién catiénica (ESMc, cationic ethanol soluble matrix) produjeron la
formacién de una matriz de coldageno mineralizada con presencia de nanogranulos de octacalcio
fosfato, hidroxiapatita y B-fosfato tricalcico en cultivos de preosteoblastos MC3T3-E1. Mientras
gue, en el cultivo de osteoblastos de pacientes humanos con osteoartritis se obtuvo una tincién
de rojo de alizarina positiva a los 7 dias de cultivo, nédulos éseos mineralizados a los 14 dias y
microgranulos de calcio y fosforo, ademas de un matriz extracelular con fosfato de calcio amorfo
y ocatacalcio fosfato (Zhang et al., 2016). En ambos tipos celulares, los investigadores observaron

un aumento en la expresién genética de OCN, OPN y Runx 2.
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Zhang et al. (2006) identificaron, caracterizaron y purificaron la proteina p10 de la matriz soluble
en amortiguador de fosfatos pH 7.0 del nacar de P. fucata y analizaron su efecto sobre
preosteoblastos MC3TE-E1 y fibroblastos MCRS5. Los resultados que obtuvieron demostraron que
a altas concentraciones aumenté la actividad de fosfatasa alcalina en MC3TE-E1, mientras que, en

MCR5 este mismo efecto se obtuvo a bajas concentraciones.

2.3 Proteina Ps19 de la concha de la ostra perlera Pteria sterna

Pteria sterna comunmente conocida como concha ndcar alada, es una ostra perlera de la familia
Pteriidae que habita la zona submareal desde el alto Golfo de California hasta Peru. Se caracteriza
por presentar una concha ovalada compuesta de dos valvas convexas irregulares con una
extensién en forma de ala, cuyo periostraco es de color café obscuro y la capa nacarada de color
rosaceo a plateado (Serna-Gallo et al., 2014). Es considerada una especie de alto valor econdmico
tanto en la industria perlera, por su capacidad de producir perlas de diferentes colores vy
tonalidades (Freites et al., 2020), como en la industria cosmetolégica ya que el polvo de nacar de
su concha es utilizado para elaborar cremas faciales, jabones y protectores solares (Perlas del Mar

de Cortez, 2021).

Ps19 es una glicoproteina aislada de la concha de la ostra perlera P. sterna de la fraccién insoluble
de la matriz organica en acido acético. Tiene un peso molecular aproximado de 19 kDa y estd
constituida por 17% de residuos de aminodcidos Asp y Glu, presenta un dominio similar a Broad-
Complex, Tramtrack and Bric-a-brac (BTB/POZ) implicado en las interacciones proteina-proteina y
en la regulacién de la actividad celular, y uno de sus péptidos es similar a la enzima tipo beta-
lactamasa de serina. Tiene afinidad por calcio y a-quitina. Ademads, induce la formacién de
cristales de aragonita in vitro a partir de soluciones saturadas con iones HCOs™, Na*, Ca®* y Mg?*.
Debido a estas caracteristicas y funciones demostradas, se considera que Ps19 participa en la
biomineralizacion del nacar de la concha de P. sterna cuyas funciones pueden estar involucradas
en la formacién de la plantilla de nucleaciéon de aragonita y en la unién de cristales y matriz

organica (Arroyo et al., 2020; 2023).
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3.JUSTIFICACION

El ndcar es un material con alto potencial biotecnoldgico en los campos de la biomedicina, la
ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa, debido a las similitudes estructurales
y funcionales que presentan las proteinas de su matriz organica con las proteinas de la matriz
organica del tejido éseo de los vertebrados. Estudios in vivo e in vitro han demostrado que tanto
el extracto proteico como algunas proteinas aisladas de la matriz organica de la concha de ostras
que producen nacar tienen propiedades osteogénicas y osteoinductoras en células y tejidos de
vertebrados sin inducir respuestas inmunoldgicas adversas. En este contexto, es necesario evaluar
los extractos proteicos de la matriz soluble del nacar, asi como las proteinas aisladas involucradas
en la biomineralizacion ya que podrian ser empleados en el desarrollo de nuevos compuestos y
biomateriales para el tratamiento de fracturas y enfermedades déseas que representan un

problema de salud publica a nivel mundial.

En este sentido, P. sterna es una ostra perlera de alto valor econdmico en el Golfo de California,
cuyo ndacar es utilizado en la industria perlera y en la cosmetologia; sin embargo, no ha sido
explorado su potencial en aplicaciones biomédicas. Ademas, se ha demostrado que la proteina
Ps19 obtenida de su concha induce la formacién de cristales de aragonita y presenta
caracteristicas moleculares que definen su importancia en la biomineralizacién del nacar. Por lo
tanto, analizar los efectos del extracto de la matriz organica soluble y la proteina Ps19 de la concha
de P. sterna sobre la diferenciacidn osteogénica de células troncales mesenquimales de médula
d6sea humana permitird conocer su potencial osteogénico y proporcionard informacion sobre los

mecanismos moleculares y celulares mediante los cuales pueden influir en la osteogénesis.
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4. HIPOTESIS

Si el extracto proteico de la matriz orgdnica soluble y la proteina Ps19 de la concha de P. sterna
tienen bioactividad osteogénica, entonces promoveran la diferenciacién de las células troncales
mesenquimales de médula dsea a osteoblastos, por lo que se observaran cambios morfolégicos,
expresion de marcadores osteobldsticos como osteocalcina (OCN), una disminucidon en la

expresion de los marcadores mesenquimales CD90y CD73, y una matriz extracelular mineralizada.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad osteogénica del extracto proteico de la matriz organica soluble y de la
proteina Ps19 de la concha de P. sterna en la diferenciacién de células troncales mesenquimales

de médula 6sea a osteoblastos.

5.2 Objetivos particulares

1. Obtener el extracto proteico de la matriz orgdnica soluble de la concha de P. sterna.

2. Aislar la proteina Ps19 de la matriz orgdnica insoluble de la concha de P. sterna.

3. Inducir la diferenciacion de células troncales mesenquimales de médula dsea humana a
osteoblastos mediante el estimulo independiente de la matriz organica soluble y de la
proteina Ps19.

4. Evaluar las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las células estimuladas que

permitan determinar su diferenciacion a osteoblastos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Muestras bioldgicas

Las conchas de la ostra perlera Pteria sterna fueron otorgadas por el Laboratorio de Genética
Molecular del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste S. C., se limpiaron removiendo el
periostraco y los epibiontes cuidadosamente con un cuchillo. Las conchas se trituraron con un

mortero y se pulverizaron con un molino eléctrico para obtener un polvo fino.

6.2 Extraccion de las proteinas de la matriz organica soluble e insoluble de la concha de P. sterna

La obtencién de la fraccidn soluble e insoluble de la matriz organica de la concha se realizé
mediante el método de acido acético (Montagnani et al., 2011; Arroyo-Loranca et al., 2020), se
descalcificaron 20 g de concha pulverizada con 200 mL de una solucién de acido acético glacial
(AAG) al 10% (v/v) en agitacidon constante a 4 °C durante 24 h. Posteriormente, la solucién se
centrifugd a 4,500 x g a 4 °C por 30 min para separar el sobrenadante o matriz organica soluble
ASM (del inglés, Acid Soluble Matrix) y el pellet o matriz organica insoluble AIM (del inglés, Acid
Insoluble Matrix) por decantacion. Para eliminar el AAG de la AlM, el pellet se lavé con 20 mL de
agua destilada, se centrifugd a 4,500 g a 4 °C por 30 min y se mantuvo a -20 °C hasta su uso. Para
retirar el AAG de la ASM, el sobrenadante se dializé en agua destilada con membranas D-9527
(Lot. 126F-0583 SIGMA) con corte de 12 kDa en agitacion constante a 4 °C durante toda la noche.
Se realizd un recambio de agua destilada a las 12 horas y se mantuvo en las mismas condiciones
durante 8 horas. Finalmente, el dializado se congeld y se liofilizé para guardarse a -20 °C hasta su

uso.

6.3 Electroforesis SDS-PAGE en gel de poliacrilamida de ASM y AIM

Los extractos proteicos de ASM y AIM se evaluaron por medio de electroforesis desnaturalizante
en un gel de poliacrilamida discontinuo 4% y 12%. Se pesd 1 mg de AIM (peso humedo) y 1 mg de
ASM (peso seco), se mezclaron respectivamente con 20 ulL de amortiguador de carga 4X (0.125 M
Tris pH 6.8, 8% SDS, 30% v/v glicerol, 0.02% azul de bromofenol y 80 uL B-mercaptoetanol) y se
desnaturalizaron a 90 °C por 10 minutos a 600 rpm en Thermo Mixer C eppendorf.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 7,500 x g por 1 min, del sobrenadante se tomaron

15 plL para cargar en el gel. La electroforesis se corrié a 15 mA constantes en un dispositivo Hoefer
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utilizando una fuente de poder PowerPac HV Bio-Rad. Finalmente, el gel se tifid con azul brillante
de Coomassie R250 y se destifié con una solucién de 40% metanol y 10% acido acético. Las bandas
de proteinas se documentaron utilizando el fotodocumentador Gel Doc EZ Imager de Bio-Rad.
Para estimar la masa relativa de la proteina de interés se utilizd como referencia un marcador de

bajo peso molecular (17-0446-01, Amersham Biosciences).

6.4 Cuantificacion de proteina del extracto de ASM

Se realizd una curva estandar de seroalbumina bovina (BSA) para cuantificar la proteina por el
método de Lowry (Lowry et al., 1951) en microplaca. El ASM (1 mg) liofilizado se disolvié con 500
uL de agua destilada y se realizaron dos diluciones 1:5 y 1:10 para realizar la cuantificacion. La
cantidad de proteina en el extracto de ASM se estimé mediante la ecuacién obtenida de la curva

estandar de BSA:
y = 0.0008x + 0.005 R? =10.995 (1)

6.5 Purificacion de la proteina Ps19

Se prepararon diferentes muestras de AIM para identificar la banda de la proteina Ps19, descrita
por Arroyo-Loranca et al. (2023), mediante electroforesis SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida
discontinuo 4%y 16%. Para cada muestra se pesaron 25 mg de AIM (peso himedo) y se mezclaron
con 250 plL de amortiguador de carga (0.125 M Tris pH 6.8, 8% SDS, 30% v/v glicerol, 0.02% azul
de bromofenol y 80 uL B-mercaptoetanol). Las muestras se desnaturalizaron a 90 °C por 10
minutos a 600 rpm en Thermo Mixer C eppendorf. Después, se centrifugaron a 7,500 x g por un
minuto y se tomaron 15 pL del sobrenadante de cada muestra para cargar en el gel. La
electroforesis se corrié a 15 mA constantes y a su término, el gel se tifid con azul de Coomassie
R250, las bandas de proteina se resolvieron mediante la solucién 40% metanol y 10% acido
acético. El resultado fue documentado utilizando un fotodocumentador Gel Doc EZ Imager de Bio-

Rad.

Después de identificar la banda de interés de 19 kDa en las muestras preparadas, se procedié a
purificar la proteina Ps19 mediante electroelucién conforme al protocolo del Electro-Eluter Model
422 (Cat. No. 165-2976) de Bio-Rad. Brevemente, en un gel de poliacrilamida discontinuo 4% y

12% se cargaron 5 pL del marcador de bajo peso molecular (17-0446-01, Amersham Biosciences)
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en el primer carril y 15 pL del sobrenadante de las muestras de AIM en los carriles posteriores, la
electroforesis se corrid a 15 mA constantes. Al finalizar la electroforesis, se cortaron verticalmente
los dos primeros carriles y se tifieron con SymplyBlue SafeStain para ubicar la posicion de la banda
de 19 kDa. Posteriormente, con ayuda de una reglilla se colocé la tira del gel tefiida al costado del
resto del gel no teilido y se cortd horizontalmente la banda de interés del resto de los carriles. La
tira del gel obtenida se cortd en trozos pequeiios, los cuales se colocaron dentro de los tubos de
electroelucion con membranas de 15 kDa. La electroelucidn se realizé en un dispositivo Modelo
422 de Bio-Rad a 10 mA por tubo en agitacién constante durante 5 horas. Finalmente, las

diluciones se colectaron.

6.5.1 Electroforesis SDS-PAGE de eluciones colectadas

Se verificéd la presencia de la proteina Ps19 en las eluciones colectadas mediante electroforesis
SDS-PAGE. Se tomaron 15 plL de cada elucion y se mezclaron con 5 pL de amortiguador de carga
4X (0.125 M Tris, 8% SDS, 30% v/v glicerol, 0.02% azul de bromofenol, pH 6.8, 80 uL B-
mercaptoetanol). Para la identificacion de la banda de 19 kDa se utilizé un marcador de bajo peso
molecular (17-0446-01, Amersham Biosciences) y 5 uL de las muestras preparadas de AIM. La
electroforesis se corrid a 15 mA constantes. A continuacion, las bandas se resolvieron mediante

la tincién de nitrato de plata (Rabilloud et al., 1994).

6.5.2 Tincion de Nitrato de plata

Al término de la electroforesis, el gel se lavé con agua destilada y se incubé durante 5 minutos en
solucidn de fijacidon (10% etanol y 0.5% acido acético). Después se realizaron tres lavados con agua
destilada por 5 minutos cada uno. Al finalizar la serie de lavados, se incubé con solucién de
impregnacion (800 pL de nitrato de plata y 10 uL de formaldehido aforados en 20 mL con agua
destilada) durante 7 minutos en oscuridad. Posteriormente, se lavé con agua destilada por 10
segundos y se colocé la solucion de desarrollo (0.675 g de NaOH y 90 pL de formaldehido aforados
en 45 mL de agua destilada) hasta observar bandas. Finalmente se colocd la soluciéon de fijacion
para detener la reaccidon. Cada paso se realizd en agitacién constante. Para visualizar vy

fotodocumentar se utilizd el equipo Gel Doc EZ Imager de Bio-Rad.
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6.5.3 Concentracion y desalado de eluciones

Las eluciones de proteina se mezclaron y se concentraron por centrifugacion a 4,000 x g por 15
min a 4 °C utilizando el Amicon Pro Purification System Ultra 0.5 de Merck con un filtro de corte
de 10 kDa. Posteriormente, para desalar el concentrado de eluciones, se afiadié 1.5 mL de agua
Milli-Q y se centrifugd en las mismas condiciones por 30 min. Finalmente, el concentrado de

eluciones se congeld a -20°C y se liofilizo.

6.5.4 Densitometria

La cuantificacion de la proteina Ps19 del liofilizado utilizado para la estimulacién de las MSC, se
realizd mediante densitometria de pixeles de acuerdo con el protocolo de Vicent et al., 1997.
Primero se realizd una curva estandar con ovoalbumina (400, 200, 100, 10 y 1 ng/mL), las
muestras de ovoalbimina y del liofilizado de Ps19 (1000 ng/mL) se separaron por medio de
electroforesis SDS-PAGE 16%. Después de la electroforesis el gel se tind con azul de Coomassie y
se fotodocumenté la imagen con un Gel Doc EZ Imager de Bio-Rad. La imagen se analizé mediante
el software Image Lab 5.1 y se determind el drea de cada banda de proteina para obtener su
volumen densitométrico y la ecuacion lineal (2). Después, la cantidad de proteina presente en el
liofilizado (1000 ng/mL) fue calculada mediante la ecuacién obtenida de la curva estandar de

ovoalbumina.

y = 0.000652x + 38.4 R? =0.956376 (2)

6.6 Cultivo celular de MSC de médula 6sea humana en medio basal

Las células troncales mesenquimales de médula ésea humana (HMSC-bm) Cat. No. 7500 Lot. No.
27020 de ScienCell se descongelaron y cultivaron en medio de cultivo Glasgow Modified Minimum
Essential Medium (GMEM) suplementado con suero fetal bovino 10%, aminoacidos no esenciales
1%, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, 2-Mercaptoetanol 0.1 mM y solucién
antibidtico/antimicdtico 40 mg/mL (penicilina, estreptomicina). Las células se incubaron a 37°C,
5% de CO; y 95% de humedad relativa. Se realizé el cambio de medio cada tres dias y el pasaje
cada 5 dias para mantener una confluencia del 80%. Para determinar la cinética de crecimiento se
sembraron 5 x 10* células/cm? en placas de 6 pozos con 2 mL de medio de cultivo por pozo, la

proliferacién y viabilidad celular se evalué mediante el conteo de células por cm?de las 24 a las
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192 horas por cuadruplicado. Para los ensayos de diferenciacion celular se utilizaron las células
entre los pases 2y 5.

6.7 Cultivo celular de MSC de médula 6sea humana en medio de diferenciacion osteogénica,
con ASM y con Ps19

Se sembraron las MSC a una densidad de 5 x103 células/cm? en cajas de 6 pozos con 2 mL de
medio de cultivo. Se trabajoé con cuatro grupos: (1) MSC sin estimulo, (2) MSC con medio de
diferenciacion osteogénica, (3) MSC estimuladas con matriz organica soluble (ASM) y (4) MSC

estimuladas con Ps19.

Los diferentes medios de cultivo se elaboraron con GMEM suplementado y se adicionaron de
acuerdo con el estimulo aplicado. En el grupo de MSC sin estimulo se afiadieron 10 pL/mL de PBS.
El medio de diferenciacién osteogénica consistio en la adicién de dexametasona 10 mM, B-
glicerolfosfato 10 mM y acido ascdérbico 2.5 mM. En los medios experimentales se utilizd el peso
seco de los liofilizados para establecer seis concentraciones de ASM (100, 200, 400, 600, 800 y
1000 pg/mL de medio) y cinco concentraciones de Ps19 (1, 10, 100, 500 y 1000 ng/mL de medio).
El liofilizado de Ps19 fue diluido en PBS de acuerdo con cada concentracién y posteriormente
afadido al medio de cultivo. El extracto de ASM fue previamente preparado para su uso, primero
se pesaron las diferentes cantidades del liofilizado para cada concentracion y se colocaron en
tubos de microcentrifuga de 1.5 mL estériles. Cada liofilizado se diluyé en PBS con 10 plL de
antibidtico/antimicdtico, posteriormente los tubos se incubaron bajo luz UV durante 30 min
dentro de la cabina de cultivo celular, después de cada uso los tubos se guardaron en congelacién.

El medio de cultivo fue renovado cada tres dias durante 21 dias en todos los grupos.

6. 8 Cinética de crecimiento de MSC de acuerdo con el estimulo aplicado

Se utilizaron cuatro grupos para estimar la cinética de crecimiento de las MSC de acuerdo con el
estimulo aplicado: (1) MSC sin estimulo, (2) MSC cultivadas en medio de diferenciaciéon
osteogénica; (3) MSC estimuladas con 200 pg/mL de matriz soluble y (4) MSC estimuladas con 500
ng/mL de Ps19. Se sembraron 5 x 10* células/cm? en placas de 6 pozos con 2 mL de medio de
cultivo por pozo. La proliferacién y viabilidad celular se obtuvieron mediante el conteo de células
por cm?de las 96 a las 192 horas por triplicado en los grupos 1, 2 y 3, mientras que se realiz6 una

vez en el grupo 4.
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Los datos obtenidos del conteo celular se utilizaron para calcular la velocidad especifica de
crecimiento (W) y el tiempo de duplicacién celular (Td) en la fase de crecimiento exponencial

mediante la férmula:

p=(nX2)— (nX1)t2 —t1 (3)
Td = Ln2 (4)
Donde:
x1 =células obtenidas en tiempo 1
x2= células obtenidas en tiempo 2
t1: tiempo inicial
t2: tiempo final

6. 9 Inmunofluorescencia

Se determind por inmunofluorescencia la presencia de los marcadores mesenquimales CD73 y
CD90 en las células troncales mesenquimales de médula 6sea humana (MSC) empleadas en los
en MSC sin estimulo. y estimuladas con medio de diferenciacidn osteogénica, con 1000 pg/mL de

matriz soluble y con 500 y 1000 ng/mL de Ps19.

Las MSC sin estimulo se cultivaron 1x10° células/pozo en un sistema de cultivo sobre portaobjetos
de 8 pozos. Después de tres dias, las células se fijaron con 200 uL de PFA al 4% durante 15 minutos
y posteriormente se incubaron con 100 pL de solucion de bloqueo (PBS al 10% suero de cabra)
durante 30 minutos para bloquear interacciones no especificas proteina-proteina. A continuacion,
las células se incubaron con 100 uL de los anticuerpos FITC-anti-CD90 humano (clona 5E10, Exbio)
y APC-anti-CD73 humano (clona AD2, Exbio) durante 1 hora a 37 °C protegidas de la luz. Se
removio el exceso de anticuerpo con PBS y posteriormente se incubaron con 100 L de DAPI (Lot.
2892743A, Invitrogen) durante 5 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente se

lavaron con PBS y se montaron con cubreobjetos con Pro Long Gold.
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Las MSC estimuladas con medio de diferenciacion osteogénica, con 1000 pg/mL de ASM, con 500
y 1000 ng/mL de Ps19 se recuperaron a los 21 dias post-estimulacién. Por cada grupo se colocaron
1x10° células/pozo en un sistema de cultivo sobre portaobjetos de 8 pozos. Se dejaron
sedimentando durante una noche y posteriormente se incubaron con 200 uL de solucién de
bloqueo (PBS al 10% suero de cabra) durante 30 minutos. Enseguida, se incubaron con 100 uL de
la solucién de los anticuerpos 0.5% FITC-anti-CD90 humano (clona 5E10, Exbio) y 1% APC-anti-
CD73 humano (clona AD2, Exbio) en PBS al 2% suero de cabra durante 1:30 horas a 37°C,
protegidas de la luz. Después se lavaron 3 veces con PBS durante 5 minutos para retirar el exceso
de los anticuerpos. A continuacion, se incubaron con 100 pL de solucion de permeabilizacidon
(Tritdn 0.1% y PBS al 2% suero de cabra) durante 30 minutos. Posteriormente se lavaron con PBS
y se incubaron con solucién de bloqueo (PBS al 10% suero de cabra) por 30 minutos. Al término
de la incubacion se lavaron con PBS y se incubaron con 100 uL de una solucién al 2% PE-anti-
Osteocalcina humana (clona 190125, R&D) en Tritén 0.1% y PBS al 2% suero de cabra durante 12
horas. Se lavaron con PBS y se incubaron con 100 pL de DAPI durante 5 minutos. Finalmente se

lavaron con PBS y se montaron con cubreobjetos utilizando Pro Long Gold.

Las células se observaron y se tomaron imagenes mediante un microscopio confocal Olympus
FV1000 invertido, con una senal de excitacidn de 488 nm para FITC-anti-CD90 humano, 647 nm
para APC-anti-CD73 humano y 546 para PE-anti-Osteocalcina humana. Las imdagenes fueron

procesadas con el programa IMAGEJ.

6.10 Citometria de flujo

Después de localizar la expresién de los marcadores mesenquimales CD73 y CD90 se evalué el
cambio de su expresion y la expresién del marcador osteobldstico Osteocalcina (OCN) en las MSC
estimuladas con medio de diferenciacion osteogénica, con matriz organica soluble (ASM) y con la
proteina Ps19 mediante citometria de flujo. Primero, se realizd una titulacidon de los anticuerpos
FITC-anti-CD90 humano (clona 5E10, Exbio) y APC-anti-CD73 humano (clona AD2, Exbio) para
determinar la concentracion adecuada de cada anticuerpo de acuerdo a los histogramas de
fluorescencia. Posteriormente se realizo la tincion como se menciona a continuacion. Las células
fueron cultivadas como se menciona en el apartado 6.3. A los 21 dias post-estimulacion se

colectaron las células de cada grupo en tubos de 15 mL. En este paso, las células estimuladas con
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medio de diferenciacién osteogénica y con ASM se filtraron con un cell strainer de 40 um. Después
se realizd el conteo celular de cada grupo y se tomaron los microlitros correspondientes para
5x10° células, las cuales se resuspendieron en 1 mL de Facs juice (suero de cabra al 2% en PBS 1x).
Las muestras se centrifugaron a 1,500 rpm por 7 min, se decanté el sobrenadante y se incubaron
con 50 pl de solucidn de bloqueo (suero de cabra al 10% en PBS 1x) en hielo a 4°C durante 30
minutos. Al término de la incubacion, se centrifugd a 1,500 rpm por 7 min y se retird el
sobrenadante. Para la tincidn, se colocaron 100 pl de la dilucién de los anticuerpos membranales
(1:50) FITC-anti-CD90 humano (clona 5E10, Exbio) y (1:20) APC-anti-CD73 humano (clona AD2,
Exbio) diluidos en FACS Juice, se incubaron por 60 min a 4°C protegidos de la luz. Para el control
sin tincion, sélo se agregaron 50 uL de FACS Juice. Después de la incubacion, se lavaron con 1 mL
de PBS 1x y se centrifugaron a 1,500 rpm por 7 min. Al finalizar la centrifugacién, se retir6 el
sobrenadante y se fijaron con 100 pl de PFA al 2% en PBS 1x, durante 30 minutos. A continuacion,
se centrifugaron a 1,500 rpm por 5 min y después de retirar el sobrenadante, el pellet se
resuspendid en 100 pL de solucidn de permeabilizacion (Triton 0.1% en FACS juice) y se incubaron
durante 30 min. Al término del tiempo de incubacion, las muestras se centrifugaron a 1,500 rpm
por 7 min y después de retirar el sobrenadante, se incubaron con 50 pL de solucién de bloqueo
(suero de cabra al 10% en PBS 1x) durante 30 min. Seguidamente, se incubaron con 100 pL de la
dilucién de Osteocalcina (OCN 2% en solucién de permeabilizacién) durante 12 horas a 4°C
protegidos de la luz. Posteriormente, se centrifugaron a 1,500 rpm por 7 min, se retird el
sobrenadante y se colocaron 100 uL de Facs juice. Finalmente, se guardaron en refrigeracién a 4°C

hasta su uso.

La citometria de flujo fue realizada en un citémetro BD FACSCanto Il (BD, Biosciences) y analizadas
con el programa FlowlJo (Versidn 10.8.1). Los niveles de expresion fueron representados como el

cambio de la intensidad media de fluorescencia (MFI-Fold change) obtenidos mediante:

MFI = MFI positivo — MFI negativo  (5)

MFI experimental
(6)

MFI control
% de cambio de sefial = (1 — Fold change experimental)x 100 (7)

Fold change =
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6.11 Tincion de rojo de Alizarina

Se empled la tincién de rojo de alizarina para evaluar la mineralizacion de la matriz extracelular
de los cultivos a los 21 dias post-estimulacidn. Las células se lavaron dos veces con 1 mL de PBS,
se fijaron con paraformaldehido 4% en PBS durante 15 minutos. Después se lavaron 3 veces con
agua destilada y se incubaron con 1 mL de rojo de alizarina 2% (0223, Science Cell) por 30 minutos.
Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS e inmediatamente se afiadié 1 mL de PBS para observar
la coloracidn y la presencia de depdsitos de calcio por medio de un microscopio éptico invertido.

Esta prueba se realizé una vez por cada concentracién y grupo experimental.
6.12 Analisis estadisticos

En la evaluacidn de la proliferacién celular, los datos obtenidos del conteo celular (células/cm?) se
utilizaron para realizar un andlisis de varianza ANOVA de una via, seguido de una prueba post hoc
de Dunnet, con el objetivo de determinar cudles tratamientos disminuian la proliferacion respecto
al grupo control (MSC no estimuladas). Se comprobd la normalidad de los datos por Shapiro-Wilk.
También, los datos obtenidos por citometria de flujo se analizaron mediante un ANOVA de dos
vias seguido de una prueba post hoc de Tukey para establecer las diferencias entre los distintos
grupos experimentales. De igual manera, previamente se comprobé la normalidad por Shapiro-

Wilk.

Respecto a la obtencion de MFI-Fold change se calculd a partir del promedio de la intensidad de

fluorescencia para cada marcador.

Los andlisis estadisticos y la elaboracion de graficos se realizaron utilizando el software GraphPad-

Prism8. Se establecié un nivel de significancia a= 0.05, considerando valores p* <0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Extraccion de las proteinas de la matriz organica de la concha de P. sterna

Las proteinas de la matriz organica soluble en acido acético (ASM, acid soluble matrix) y de la
fraccion insoluble (AIM, acid insoluble matrix) de la concha de P. sterna fueron extraidas con acido
acético glacial al 10%. De los 20 g de concha pulverizada se obtuvieron 179 mL de ASM. Después
de su dialisis y liofilizacion se obtuvieron 7,230 mg con una masa de proteina de 273.208 mg de
acuerdo con la cuantificacién realizada por el método de Lowry (Anexo 11.1). De la AIM se
obtuvieron 1,470 mg de extracto crudo, el cual fue utilizado para purificar la proteina Ps19 por
electroelucion. Las proteinas de la ASM (1 mg) y AIM (1 mg) fueron separadas mediante
electroforesis, en la muestra de AIM se observo la banda de proteina de mayor concentracion de

19 kDa (Fig. 8).

Tabla 1. Extraccion de ASM y AIM de la concha de P. sterna con AAG 10%.

Concha molida ASM (extracto crudo) AIM (extracto crudo)

| | | |
20g 7230 mg 1470 mg

Figura 8. Perfil electroforético de proteinas de la matriz orgénica de la concha de P. sterna de las
fracciones soluble e insoluble. SDS-PAGE de poliacrilamida al 12%. Tincidn con azul de Coomassie.
MM: marcador molecular; ASM: proteinas solubles de la matriz; AIM: proteinas insolubles de la
matriz.
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7.2 Purificacion de la proteina Ps19

Para aislar la proteina Ps19, primero se prepararon diferentes muestras con 25 mg del extracto
crudo de AIM para separar las proteinas mediante SDS-PAGE al 16% e identificar la proteina de
interés previamente a su purificacion. La banda de la proteina Ps19 presentd mayor abundancia
de la fraccién AIM y una masa relativa de 19 kDa (Fig. 9), como fue descrita previamente por

Arroyo et al. (2020).

kDa MM A

8
97 g~
66 _
as
0 A
20.1 <« 19kDa

Figura 9. Perfil electroforético de muestras del extracto crudo de AIM de la concha de P. sterna en
SDS-PAGE al 16%. Tincién con azul de Coomassie. MM: marcador molecular; A-F: AIM. La flecha
indica la banda de la proteina Ps19.

Una vez identificada la proteina Ps19 en las muestras de la fraccién de AIM, se procedid a su
purificacién mediante electroelucidn. En total, se realizaron 12 electroeluciones empleando 25
mg de extracto crudo en cada una, se obtuvo un pool de eluciones de 20.5 mL, el cual fue desalado
y concentrado por centrifugacion y posteriormente liofilizado. Finalmente, se obtuvo un liofilizado

de 1.5 mg.
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7.3 Cuantificacion de la proteina Ps19 del liofilizado mediante densitometria

Para cuantificar la proteina del liofilizado de Ps19, se realizd una curva estandar de ovoalbumina,
la cual fue separada en un gel 16% SDS-PAGE. El gel fue tefiido, fotodocumentado y analizado
para obtener la cantidad de pixeles de cada banda de la curva. Se obtuvo la ecuacidn lineal y =
0.000652 * x + 38.4 (R? = 0.956376) utilizada para estimar la concentraciéon de proteina. La
concentracion de proteina del liofilizado de Ps19 preparado a 1000 ng/mL (peso seco) fue

de 56.554 ng de proteina (Fig. 11).
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Figura 10. Bandas de Ps19 de las eluciones obtenidas mediante electroelucién. SDS-PAGE al 16%.
Tincion nitrato de plata. MM: marcador molecular; A-C: eluciones; P: extracto crudo AIM. La flecha
indica las bandas de la proteina Ps19.
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Figura 11. Cuantificacién de proteina obtenida en el liofilizado de Ps19 (punto café) por

densitometria.



36

7.4 Cinética de crecimiento de células troncales mesenquimales de médula 6sea humana (MSC)
Las células troncales mesenquimales de médula ésea humana (MSC) cultivadas en medio GMEM
suplementado presentaron una velocidad especifica de crecimiento (1) de 0.01248 hy un tiempo
de duplicacién (Td) de 55.49 horas durante el crecimiento exponencial de las 120 a las 168 horas.

Las tres réplicas realizadas mantuvieron la viabilidad superior al 90% (Fig. 12).
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Figura 12. Curva de proliferacion celular de MSC.

7.4.1 Cinética de crecimiento de MSC de acuerdo con el estimulo aplicado

Se obtuvo la proliferacién y la viabilidad de las MSC de acuerdo al estimulo aplicado: (1) MSC sin
estimulo, (2) MSC estimuladas con medio de diferenciacién osteogénica; (3) MSC estimuladas con
200 pg/mL de matriz orgdnica soluble en acido acético (ASM) y (4) MSC estimuladas con 500
ng/mL de Ps19.

Los cultivos con medio basal, con medio de diferenciacién osteogénica y con 200 pg/mL de matriz
soluble presentaron una curva de proliferacién similar, con una fase de latencia de las 0 a 120
horas, seguida de una fase logaritmica de crecimiento exponencial de 120 a 168 horas y
posteriormente una fase de meseta en la que la tasa de crecimiento disminuyd a partir de las 168
horas (Fig. 13). La viabilidad celular se mantuvo superior al 90% en las tres réplicas de los cultivos
de cada grupo. A partir de la curva de proliferacién celular se determiné la velocidad especifica
de crecimiento (u) y el tiempo de duplicacién (Td) durante la fase exponencial (Tabla 2). Las células
no estimuladas presentaron la menor velocidad especifica de crecimiento (0.011 h1) y el mayor

tiempo de duplicacion celular (62 horas). En contraste, las células estimuladas con 200 ug/mL de
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matriz soluble (1 0.0131 h'%, Td 52 horas) y con medio de diferenciacién osteogénica (i 0.0138 h-
1, Td 50 horas).

Los datos obtenidos del conteo celular de las 120 a 192 horas mostraron que el medio de
diferenciacion osteogénica produjo una disminucién significativa en la proliferacién celular (p=
0.0433), mientras que el estimulo con ASM no mostré diferencias significativas (p = 0.7431) (Fig.

14).

Los datos obtenidos de las células estimuladas con 500 ng/mL de Ps19 sugieren un incremento de
la densidad celular de las 0 a las 120 horas, una fase estacionaria entre las 144 y 168 horas y un
declive de la proliferacién celular a las 192 horas (Fig. 13-D). Sin embargo, es necesario obtener
datos durante las 0 y 120 horas por triplicado para determinar la fase de crecimiento exponencial

y estimar la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de duplicacion (Td).
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Figura 13. Curva de proliferaciéon celular de MSC de acuerdo al estimulo aplicado. A) sin estimulo,
estimuladas B) con medio de diferenciacion osteogénica (DO), C) con 200 pug/mL de ASM y D) con
500 ng/mL de Ps19. Las barras indican desviacion estandar.
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Tabla 2. Velocidad especifica de crecimiento (u) y Tiempo de duplicacion (Td).

Grupo p(h?) Td

MSC sin estimulo 0.01116 62.08237

Diferenciacién osteogénica 0.01386 50.00985

ASM 200 pg/mL 0.01316 52.63137

100000 0.0433
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Figura 14. A) Proliferacién celular de cada grupo de las 120 a las 192 horas. B) Efecto de los medios
de cultivo sobre la proliferacion (p*< 0.05). MSC no estimuladas (MSC), estimuladas con medio
de diferenciacion osteogénica (DO) y estimuladas con 200 pg/mL de matriz organica soluble en
acido acético (ASM).

7.5 Marcadores CD73 y CD90 en células troncales mesenquimales de médula ésea

Antes de aplicar los diferentes estimulos a evaluar, se observé la morfologia fibroblastica de las
células troncales mesenquimales de médula dsea humana (MSC) y se confirmé la expresién de los
marcadores mesenquimales CD73 y CD90 (Fig. 16). De igual manera, mediante fluorescencia se
localizd la expresion de CD90 en las membranas celulares y se observd la morfologia fibroblastoide

(Fig. 15).
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Figura 15. Células troncales mesenquimales de médula ésea (MSC) con morfologia fibroblastoide
y expresion de CD90 en la membrana celular en verde y nucleos celulares en azul.
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Figura 16. Histogramas de fluorescencia de CD90-FITC (1:200, 1:100 y 1:50) y CD73-APC (1:200,
1:100, 1:20 y 1:10) en MSC, obtenidos por citometria de flujo.

7.6 Expresion de CD73 y CD90 en células estimuladas con Ps19

A continuacion, se evalud si la expresién de los marcadores mesenquimales cambiaba tras el

estimulo con medio de diferenciacién osteogénica y con Ps19 a diferentes concentraciones (1, 10,

100, 500 y 1000 ng/mL). A los 21 dias post-estimulacion, se evalué el cambio de expresion de

CD73 y CD90 mediante citometria de flujo. Aunque los resultados mostraron que el porcentaje de

células positivas para ambos marcadores no presentd diferencias significativas (Fig. 17), se

observo una tendencia hacia la disminucidn.
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Los histogramas de fluorescencia de las MSC estimuladas con medio de diferenciacion
osteogénica presentaron un desplazamiento del pico de fluorescencia hacia la izquierda para
ambos marcadores, indicando una disminucion de expresion. De acuerdo al MFI-Fold change, la
sefial de fluorescencia disminuyd un 18% (0.813) para CD73 y 76% (0.24) para CD90 respecto a las
MSC sin estimulo (Fig. 18).

Las MSC estimuladas con Ps19 mostraron una tendencia a disminuir la expresién de CD73 y CD90,
los histogramas de intensidad de fluorescencia de ambos marcadores mostraron un
desplazamiento del pico hacia la izquierda en correspondencia al aumento de la concentracion de
Ps19 (Fig. 18-Ay C). El estimulo con 1000 ng/mL de Ps19 indicé una disminucién de sefial del 21%
(0.789) para CD73 y del 18% (0.82) para CD90. Se observé que a una concentracion de 10 ng/mL
se obtuvo un MFI-Fold change de 1.078 representando un aumento del 7% de la expresidon

respecto al grupo control (Fig. 18-D).
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Figura 17. Porcentaje de células positivas para marcadores mesenquimales. A) CD73 B) CD90.
MSC sin estimulo n=3 (rojo), MSC estimuladas con medio de diferenciaciéon osteogénica n=2
(azul) y MSC estimuladas con Ps19 a diferentes concentraciones ng/mL n=3 (morado).
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Figura 18. Citometria de flujo de MSC estimuladas con Ps19. A) Histograma de intensidad de
fluorescencia de CD73 en las células estimuladas con diferentes concentraciones de Ps19
(histograma representativo). B) Cambio en la intensidad media de fluorescencia (MFI-Fold change)
para CD73 (n=3). C) Histograma de intensidad de fluorescencia de CD90 en las células estimuladas
con diferentes concentraciones de Ps19 (histograma representativo). D) Cambio en la intensidad
media de fluorescencia (MFI-Fold change) para CD90 (n=3). Control sin tincidn(azul), MSC sin
estimulo (rojo), MSC estimuladas con medio de diferenciacién osteogénica (verde) y MSC
estimuladas con Ps19 a diferentes concentraciones ng/mL (morado). MFI-Fold change =1 sin
cambio de expresion, >1 aumento de expresidn y <1 disminucion de expresion.
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7.7 Expresion de CD73, CD90 y Osteocalcina en células estimuladas con medio de diferenciacion
osteogénica y con Ps19

Para investigar si la proteina Ps19 promovia la diferenciacidon osteogénica se evalud la expresién
del marcador osteoblastico Osteocalcina (OCN) en MSC del pase 4 estimuladas con 500 ng/mLy
1000 ng/mL de Ps19 y se corroboré su expresiéon en MSC estimuladas con medio de diferenciacién

osteogénica, consideradas como grupo control positivo para estos andlisis.

A los 21 dias post-estimulacidn tanto en las células estimuladas con Ps19, como en las estimuladas
con medio de diferenciacidn osteogénica, se observé una morfologia prismatica o circular y se
localizé la expresidon de CD73 y CD90 en la membrana celular y la expresidn intracelular de OCN

por medio de inmunofluorescencia (Fig. 19).

DO 500 ng Ps19 1000 ng Ps19

CD90

CD73
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OCN/DAPI OCN

CD90/ CD73/ OCN

Figura 19. Inmunofluorescencia de MSC del pase 3 post-estimuladas durante 21 dias con medio
de diferenciacidn osteogénica (DO), 500 y 1000 ng/mL de Ps19. Tincion: CD90 (verde), CD73 (rojo),
OCN (amarillo) y DAPI (azul).

7.8 Expresion de OCN de acuerdo con el pase celular en MSC estimuladas con 1000 ng/mL de
Ps19

Con el objetivo de ampliar las observaciones, se analizé por citometria de flujo la expresidn de
OCN en MSC estimuladas con 1000 ng/mL de Ps19 ya que los resultados anteriores mostraron una
disminucion de los marcadores mesenquimales CD73 y CD90 y se localizo la expresién de OCN a
esa concentracion. De la misma forma, las MSC del pase 4 y 5 fueron estimuladas con 1000 ng/mL

de Ps19 durante 21 dias. Los histogramas de intensidad de fluorescencia para CD73 y CD90
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mostraron un desplazamiento del pico hacia la izquierda sugiriendo una disminucién de expresion
de ambos marcadores; mientras que, los histogramas de fluorescencia para OCN indicaron una
diferencia de expresién de acuerdo al pase celular (Fig. 21), lo cual fue corroborado mediante el

analisis de MFI-Fold change.

Las MSC estimuladas con 1000 ng/mL de Ps19 del pase 4 mostraron una tendencia a disminuir la
expresion de CD73 (52%), CD90 (56%) y OCN (91%) respecto a las MSC sin estimulo. En contraste,
las MSC estimuladas del pase 5 mostraron una tendencia a aumentar la expresion de OCN (30%)
y a mantener la disminucién de CD73 (51%) y CD90 (21%). Aunque estos resultados son
exploratorios y requieren ser comprobados con mas ensayos para determinar el efecto observado,
de manera coherente con esta observacion, se evidencio una diferencia en la localizacion de la
expresion de OCN de acuerdo al pase celular. Interesantemente, en MSC del pase 4 estimuladas
con 1000 ng/mL de Ps19 la expresién de OCN se localizé dentro del nucleo y alrededor de éste,
mientras que en las MSC del pase 5 tratadas con el mismo estimulo, su expresiéon se localizé en

todo el citoplasma (Fig. 20).

A B

Figura 20. Localizacién de OCN en MSC estimuladas con 1000 ng/mL de Ps19. A) MSC del
pase 4; B) MSC del pase 5. Tinciéon: OCN-PE (amarillo) y DAPI (azul). En B) no se realizé la
tincién con DAPI.
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Figura 21. Citometria de flujo de MSC estimuladas con 1000 ng/mL de Ps19. A-C) Histogramas
representativos de intensidad de fluorescencia de los marcadores de troncalidad CD63 y CD90, y
del marcador osteobldstico OCN, en MSC del pase 4 (P4) y pase 5 (P5) (n = 1). D—F) Intensidad
media de fluorescencia (MFI; fold change) en MSC de P4 y P5, mostrando los niveles relativos de
expresion de CD73, CD90 y OCN en comparacion con MSC sin estimulo. Controles: sin tincidn
(azul), MSC sin estimulo (rojo) y MSC estimuladas con Ps19 (morado).
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7.9 Efecto de la matriz orgdanica soluble sobre células la expresiéon de CD73 y CD90

Al igual que los experimentos realizados con la proteina Ps19, se evalud si la matriz organica
soluble (ASM) inducia cambios en la expresion de los marcadores mesenquimales y en el
marcador osteobldstico OCN. Para los ensayos de diferenciacién celular, se utilizaron los grupos
experimentales anteriores: MSC no estimuladas, MSC estimuladas con medio de diferenciacion

osteogénica y MSC estimuladas con diferentes concentraciones de ASM.

A los 21 dias post-estimulacién se observd una tendencia a disminuir la sefal de fluorescencia
para ambos marcadores en las MSC del pase 4 estimuladas con medio de diferenciacién
osteogénica respecto al grupo de células sin estimular, con un MFI-Fold change de 0.64 y 0.27,
indicando una disminucién del 36% para CD73 y 73% para CD90 respecto al grupo de MSC no

estimuladas.

Las células MSC estimuladas con ASM mostraron una tendencia a aumentar la expresiéon de CD73,
a la concentracion de 200 pg/mL (4%), 800 pug/mL (16%) y a 1000 pg/mL (44%). En cambio, se
observé una disminucion de la expresion de CD90 en las células estimuladas con las diferentes
concentraciones de matriz soluble, con un minimo de expresion a 800 pug/mL donde se obtuvo un
MFI-Fold change de 0.28, representando una disminucion de la expresion del 72% en relacién al

grupo de células no estimuladas (Fig. 20).

7.10 Las células estimuladas con ASM expresaron CD73, CD90 y Osteocalcina.

Para analizar si el estimulo de la ASM producia un efecto sobre la diferenciacién osteogénica de
las MSC, se evalud por inmunofluorescencia la expresion de OCN de las MSC del pase 5 post-
estimuladas con 200 pg/mL de ASM durante 21 dias. Se demostro la expresion de los marcadores
de troncalidad CD73 y CD90 en la membrana celular, también se localizé la expresién intracelular
de Osteocalcina en estos cultivos celulares. Sin embargo, también se localizé la expresion de OCN
en las MSC no estimuladas del pase 5 (Fig. 23), este resultado no fue observado en las MSC no

estimuladas del pase 4, en las cuales no se observd la expresion de OCN.
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Figura 22. Citometria de flujo de MSC estimuladas con ASM. A) Histograma de intensidad de
fluorescencia de CD73 en las células estimuladascon diferentes concentraciones de matriz
organica soluble (ASM). B) Cambio en la intensidad media de fluorescencia (MFI-Fold change) para
CD73 (n=1). C) Histograma de intensidad de fluorescencia de CD90. D) Cambio en la intensidad
media de fluorescencia (MFI-Fold change) para CD90 (n=1). MFI-Fold change =1 sin cambio de
expresion, >1 aumento de expresion y <1 disminucién de expresion. MSC sin estimulo (rojo), MSC
estimuladas con medio de diferenciacion osteogénica (verde) y MSC estimuladas con ASM a
diferentes concentraciones pug/mL (naranja-café).
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Figura 23. Inmunofluorescencia de MSC del pase 5 post-estimuladas durante 21 dias con 1000
ng/mL de Ps19, con 200 pg/mL de ASM y sin estimulo (MSC). Tincidn: CD90 (verde), CD73 (rojo)y
OCN (amarillo).



49

7.11 Las células estimuladas con medio de diferenciacion osteogénica y con matriz soluble
presentaron tincion de rojo de Alizarina positiva

Los resultados obtenidos anteriormente sugieren que las MSC estimuladas con el medio de
diferenciacion osteogénica, con 1000 ng/mL de Ps19 y con ASM podrian presentar un compromiso
osteogénico, por lo tanto, se realizd la tincidn de rojo de Alizarina para evaluar la mineralizaciéon

de la matriz extracelular a los 21 dias post-estimulacidn.

Antes de realizar la tincidn, en los cultivos celulares estimulados con ASM se observd una matriz
extracelular abundante sobre la que se adherian fuertemente las células (Fig. 24), lo cual
representd un problema técnico para realizar los analisis de citometria de flujo de estos cultivos.
Se observo una tincion positiva con granulos de coloracion roja en los cultivos de MSC estimuladas
con medio de diferenciacidon osteogénica y con ASM (Fig. 25). En cambio, en los cultivos de MSC

sin estimulo y estimuladas con Ps19 no se observo coloracion (Fig. 26).

ASM Ps19

100 pg/mi. 200 pg'ml 400 pg'mi, 100 ng/mL
- | - . _— ———y ]

600 yome, | 80pgmL 1000 gt 500 ng/mL 1000 ng/mL

Figura 24. Matriz extracelular observada de MSC a los 21 dias de cultivo. MSC sin estimulo (MSC),
tratadas con medio de diferenciacion osteogénico (DO), con diferentes concentraciones de matriz
organica soluble (ASM) y de Ps19.
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Figura 25. Tincién de Rojo de Alizarina de MSC estimuladas durante 21 dias con 100, 200, 400,
600, 800 y 1000 pg/mL de matriz organica soluble (ASM), sin estimular (MSC) y estimuladas con
medio de diferenciacién osteogénica (DO). Imagenes tomadas por microscopio éptico a 40X.

10 ng/mL

1000 ng/mL

Figura 26. Tincidn de Rojo de Alizarina de MSC estimuladas durante 21 dias con 1, 10, 100, 500 y
1000 ng/mL de Ps19, sin estimular (MSC) y estimuladas con medio de diferenciacion osteogénico
(DO). Imagenes tomadas por microscopio éptico a 20X.
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8. DISCUSION

Diversas investigaciones han demostrado el efecto osteogénico de los extractos proteicos de la
matriz orgdnica y de algunas proteinas purificadas del nacar de las ostras perleras sobre la
diferenciacion de fibroblastos y osteoblastos primarios humanos, asi como preosteoblastos y
células estromales de médula dsea murinas. Estos estudios sugieren que dicho efecto podria
atribuirse a las similitudes estructurales y funcionales entre las proteinas del ndcar y aquellas
involucradas en la formacion dsea en vertebrados. Ademads, el hallazgo de genes homaélogos que
participan en la formacion del hueso y de la concha de bivalvos sugiere que existe una similitud
entre ambos procesos de biomineralizacidon. Sin embargo, la mayoria de estos estudios han
evaluado el efecto de las proteinas del nacar en células ya diferenciadas o comprometidas con el
linaje osteobldstico, por lo que el mecanismo mediante el cual estimulan la diferenciacion

osteogénica alin no se comprende completamente.

En el presente estudio se evalud el efecto del extracto proteico de la matriz orgdnica soluble en
acido acético (ASM) y de la proteina Ps19, ambos provenientes de la concha de Pteria sterna,
sobre la diferenciacidon de células troncales mesenquimales de médula 6sea humana (MSC) hacia
el linaje osteogénico. Debido a que las MSC son consideradas una herramienta clave en terapia
celular y medicina regenerativa, esta investigacién aporta evidencia sobre el potencial
osteogénico de las proteinas del nacar en células no comprometidas, contribuyendo asi a la

comprension de su posible aplicacion biomédica.

En el modelo clasico de diferenciacién osteogénica, se ha propuesto que uno de los eventos
caracteristicos es la disminucién progresiva de la proliferaciéon de las MSC, acompafiada por el
incremento en la actividad de fosfatasa alcalina (ALP), la expresidon de marcadores osteoblasticos
y la mineralizacidn de la matriz extracelular (Infante y Rodriguez, 2018; Hanna et al., 2018). Por
ello, inicialmente se evalud el efecto de ASM y Ps19 sobre la proliferacion celular empleando

concentraciones previamente reportadas como bioactivos.

Las MSC estimuladas con 200 pg/mL de ASM y con medio de diferenciacién osteogénica
mostraron un aumento en la velocidad especifica de crecimiento y una disminucién en el tiempo
de duplicacidn celular. No obstante, el analisis estadistico reveld una disminucién significativa en

la proliferacidén Unicamente en las células tratadas con medio de diferenciacidén osteogénico. Estos
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resultados coinciden con estudios previos que reportan una disminucién proliferativa al

compromiso osteogénico.

Por otro lado, el efecto de los extractos de matriz organica del nacar sobre la proliferacién celular
ha demostrado depender del del tipo celular y de la concentracion utilizada. Se ha reportado
diferenciacion osteogénica sin cambios proliferativos en osteoblastos primarios (Zhang et al.,
2006), incremento en la proliferaciéon de pre-osteoblastos MC3T3-E1 y células estromales
murinas, asi como disminucidn dependiente de dosis en fibroblastos humanos MRC5 (Moutahir

etal., 2001; Mouriés et al., 2002).

También, se ha observado que las MSC pueden mantener una capacidad mitdtica o incluso
incrementar su proliferacion durante etapas tempranas o previas a su diferenciacidon terminal en
osteoblastos (Alves, 2012). En este contexto, se sugiere que, aunque el estimulo con 200 pug/mL
de ASM no mostré un efecto significativo, su impacto podria depender del tiempo de exposicion,
ya que el conteo celular se realizd sélo durante los ocho dias posteriores al inicio del estimulo.
Debido a las diferentes observaciones reportadas sobre la proliferacién celular, se considera que
su disminucién, aumento o mantenimiento constituyen un mecanismo regulatorio que depende

del tipo de estimulo, la dosis y el tiempo de exposicién.

Respecto a las MSC estimuladas con 500 ng/mL de Ps19, el nimero de datos obtenidos fueron
insuficientes para estimar de manera concluyente su efecto sobre la proliferacién celular. Sin
embargo, la curva de crecimiento sugiere un aumento en el nimero de células antes de las 120
horas, lo que indicaria un efecto proliferativo temprano que requiere ser confirmado mediante

ensayos adicionales.

Después de obtener la cinética de crecimiento y observar el efecto de la ASM y de Ps19 sobre la
proliferacion, se evalud la expresiéon de los marcadores mesenquimales CD73 y CD90 en MSC
estimuladas con diferentes concentraciones de ASM y Ps19 mediante citometria de flujo, y se

corrobord su localizacién por medio de inmunofluorescencia.

Los marcadores mesenquimales se relacionan con funciones celulares especificas; por lo tanto, el
aumento o disminucién de su expresidn podria estar relacionada con el mecanismo de accién de
los estimulos evaluados y con cambios en el fenotipo mesenquimal. En este contexto, CD73 (ecto-

5’-nucleotidasa) es una enzima involucrada en la generacién extracelular de adenosina a partir de
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AMP, molécula que regula procesos como la proliferacion, supervivencia celular y la modulacion

del microambiente tisular (Kimura et al., 2021).

Por su parte, CD90 (Thy-1) es una glicoproteina relacionada con la regulacidn de las interacciones
célula-célulay célula-matriz, asi como con procesos de proliferacion, adhesion y migracion celular.
Investigaciones previas han demostrado una disminucion progresiva de su expresion a medida
que las MSC se diferencian hacia osteoblastos y aumenta la expresiéon de colageno 1 y
osteonectina (Wiessman et al., 2006). Ademas, se ha comprobado que su silenciamiento aumenta

la mineralizacién y actividad osteobldstica (Moraes et al.,2016).

Las MSC estimuladas con medio de diferenciacion osteogénico mostraron una tendencia a
disminuir la expresién de los marcadores mesenquimales CD73 y CD90, lo que indica la pérdida
progresiva del fenotipo mesenquimal, fendmeno reportado como un cambio asociado a la
diferenciacion celular (Tamafio-Macchiavello et al., 2025. Ademas, estas células presentaron una
morfologia prismatica y la expresion intracelular del marcador osteobldstico osteocalcina (OCN),
una proteina ampliamente utilizada como marcador de diferenciacién osteogénica tardia, ya que
es sintetizada por osteoblastos maduros y su incremento se relaciona con la sintesis y
mineralizacién de la matriz extracelular (Rubert y De la Piedra, 2020; Fernandez-Tresguerres et al.,
2006; An et al., Zoch et al., 2016). En correspondencia con estos resultados, los cultivos celulares
tratados con medio de diferenciacidon osteogénica presentaron una tincidon positiva de rojo de
alizarina, indicativa de la presencia de una matriz extracelular mineralizada confirmando Ia

diferenciacion de estas células a osteoblastos maduros.

Los resultados de citometria de flujo de las MSC del pase 4 estimuladas con diferentes
concentraciones de Ps19 (1, 10, 100, 500 y 1000 ng/mL) mostraron una tendencia a disminuir el
porcentaje de expresion de los marcadores mesenquimales CD73 y CD90 de acuerdo al aumento
de la concentracion. Sin embargo, los resultados no fueron estadisticamente significativos
respecto al grupo de células no estimuladas. Estos resultados sugieren que el fenotipo

mesenquimal podria presentar cambios a medida que la concentracién de Ps19 aumenta.

Adicionalmente, en las MSC del pase 4 estimuladas con 1000 ng/mL de Ps19 se observé una
tendencia a disminuir la expresién de OCN respecto a las MSC no estimuladas; sin embargo, se

localizd la expresion de OCN en el nucleo celular o alrededor de éste. En contraste, las MSC del
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pase 5 exhibieron un aumento en la expresion de OCN y se localizd su expresidon extendida en el
citoplasma. Aunque se requieren mas ensayos celulares por nimero de pase para determinar el
efecto observado, Da Silva et al. (2023) reportaron la inmunolocalizacion de OCN en vesiculas
extracelulares durante la mineralizacion y una localizacién intracelular en etapas de formacion
Osea en hueso alveolar de ratas, por lo tanto se sugiere que la localizacién diferencial de OCN
puede indicar diferentes estadios de diferenciacién osteogénica ya que su localizacién en la regién
nuclear en el pase temprano corresponde a una regulacion intracelular previa a su secreciéon
mientras que, la expresion citoplasmatica de OCN sugiere una produccion activa de esta proteina

antes de ser secretada a la matriz extracelular indicando un fenotipo osteoblastico mas avanzado.

A pesar de la localizacién de OCN en MSC del pase 4 y 5 estimuladas con 1000 ng/mL de Ps19, la
tincién de rojo de Alizarina fue negativa, lo cual indica que el estimulo no produjo una matriz
extracelular mineralizada y una diferenciacién osteogénica avanzada. En conjunto, estos
resultados sugieren que el efecto osteogénico de Ps19 a 1000 ng/ml sobre la diferenciacion de
MSC a osteoblastos puede ser mas efectivo en pases tardios que en pases tempranos, y que podria
requerir de la accién sinérgica de otras proteinas o compuestos para promover una diferenciacion

osteogénica terminal y la mineralizacion de la matriz extracelular.

El estimulo con matriz organica soluble en acido acético (ASM) mostré una tendencia a aumentar
la expresion de CD73 y a disminuir la expresién de CD90. Como se menciond anteriormente, el
aumento de CD73 podria relacionarse con el mantenimiento de la proliferacién mientras que la
reduccion de CD90 en las células estimuladas con las diferentes concentraciones de ASM,
especialmente con 1000 ug/mL, podria reflejar cambios fenotipicos asociados con su
diferenciacidn a osteoblastos y con el reordenamiento de su citoplasma y de la matriz extracelular.
En adicién a esta observacion, la fuerte agregacion celular y adhesién de la matriz extracelular
gue mostraron estos cultivos, asi como la localizdé de OCN en el citoplasma y la tincidén positiva de
rojo de alizarina, se sugiere que la ASM produjo la diferenciacién osteogénica de las MSC vy

favorecio la mineralizacion de la matriz extracelular.

Las MSC no estimuladas expresaron los marcadores mesenquimales CD73 y CD90 como se
esperaba. Por medio de inmunofluorescencia no se observé la expresion de OCN en las MSC del

pase 4; sin embargo, se localizd su expresién citoplasmatica en las células del pase 5. Estudios
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previos han reportado la pérdida del fenotipo mesenquimal y la activacion basal y transitoria de
marcadores osteogénicos en MSC no estimuladas debido a que la senescencia in vitro puede
producir una diferenciacién espontanea parcial en cultivos de MSC prolongados o una expresién
oscilatoria sin producir una diferenciacidon osteogénica (Yang et al., 2018; Liu et al., 2021; Hughes

etal., 2024).

En conjunto, los resultados obtenidos muestran que los estimulos probados fueron diferentes y
se sugiere que pueden estimular la diferenciacién de MSC hacia el linaje dseo mediante diferentes
mecanismos. Es conocido que la diferenciacidén osteogénica in vitro es inducida por la adicién de
los compuestos solubles: acido ascérbico, 5-glicerolfosfato y dexametasona al medio de cultivo.
Estos compuestos actlan en conjunto para promover la expresion del fenotipo osteoblastico

mediante diferentes mecanismos regulatorios a lo largo del tiempo.

La dexametasona es un glucocorticoide que se difunde al citoplasma celular y se une a los
receptores membranales de glucocorticoides (GR, glucocorticoid receptor), el complejo formado
entre la dexametasona y el GR se trasloca al nucleo y se une a los elementos de respuesta a
glucocorticoides (GRE) ubicados en los promotores de los genes diana para regular su
transcripcién (Eijken et al., 2006). Entre los genes regulados por la dexametasona se encuentran
FHL2, TAZ, MPK1, Coll. De manera que, la dexametasona aumenta la expresién de la proteina
FHL2, activando la via Wnt/[-catenina responsable de la expresidn del factor de transcripcion
Runx2, el cual dirige la diferenciacion celular hacia el linaje osteogénico e inhibe otras vias de
diferenciacion (Hamidouche et al., 2008), asi mismo activa la expresién de genes que codifican a
proteinas osteogénicas como osteocalcina (OCN), coldgeno tipo 1 (Col1), sialoproteina ésea (BSP),
osteopontina (OPN), entre otras (Felber et al.,2015). Ademas, el aumento de la expresion de
Runx2 derivado de la sobreexpresion de FHL2 aumenta la expresion del coldgeno tipo 1 (Coll). De
esta manera, la dexametasona induce la diferenciacién osteogénica a nivel transcripcional, pero
también actua como modulador de la actividad funcional de Runx 2 mediante la activacion de la
via TAZ (Transcriptional co-Activator with PDZ-binding motif) y MKP-1. La via TAZ coactiva la
transcripcién de los genes osteogénicos regulados por Runx2 y MPK1 conduce a la desfosforilacién
de Runx2 provocando su transactivacién en etapas tardias de la diferenciacion (Langenbach y

Handschel., 2013).
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El acido ascorbico es un cofactor de las enzimas que forman el colageno tipo 1 (Col1) de la matriz
extracelular, en este sentido, provoca la acumulacién y maduracion de la matriz extracelular a la
que se unen los osteoblastos. Al mismo tiempo, la unién célula-matriz o ligando-Col1 activa la via
de sefalizacion MAPK, la cual aumenta la actividad de Runx2 y permite la unién de las proteinas
de quinasas ERK a los promotores de genes que codifican a las proteinas osteogénicas OCN y BSP
(Langenbach y Handschel., 2013). Ademads, el aumento en la produccién de la matriz extracelular
se asocia con un incremento en la actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), considerada como un
marcador temprano de la diferenciacién osteogénica. Al mismo tiempo, la ALP induce la
mineralizacién al hidrolizar el B-glicerolfosfato y producir iones de fosfato inorgdnico utilizados en
la formacién de depdsitos de calcio y de cristales de hidroxiapatita (Coelho et al.,2000). Por lo
tanto, el B-glicerolfosfato funciona como “una fuente de fosfato” para la deposicion mineral y
como un regulador de la sefializacidon ya que el fosfato inorganico también puede difundirse al
interior de la célula y activar la via de sefalizacion ERK, la cual regula la expresion de proteinas

osteogénicas dependientes del factor de transcripcién Runx2 (Langenbach y Handschel., 2013).

Por otro lado, diferentes investigaciones han considerado que los efectos osteogénicos de los
extractos de matriz soluble del nacar de ostras perleras son resultado de la accion sinérgica de las
diferentes proteinas que los componen, parecido a lo que sucede con los factores solubles del
medio de diferenciacion osteogénica. Por lo tanto, pueden estar presentes proteinas que sean
reconocidas por las MSC y que activen factores de transcripcidon para promover la expresidn de
proteinas osteogénicas o enzimas que regulen la sintesis y ensamblaje de la matriz extracelular.
En este estudio, los cultivos estimulados con ASM mostraron una tendencia hacia la disminucién
de CD90, lo cual se ha reportado que estimula la produccién de Coll, resultando en la produccion
y acumulacion de la matriz extracelular, tal como se observd en estos cultivos. Ademas, la
presencia de depdsitos de calcio y la localizacidn de OCN, se sugiere que ASM puede activar el
factor de transcripcion Runx2 que promueve la expresion de OCN y a su vez esta proteina
promueve la deposicion mineral. Estos resultados hacen énfasis en la importancia de la sintesis
de la matriz extracelular para promover la diferenciacién osteogénica y la deposicion mineral

como se ha descrito en los procesos de biomineralizacién tanto del ndcar como del hueso.

Respecto al efecto osteogénico reportado de algunas proteinas purificadas del nacar, como las

proteinas p10 (Zhang et al., 2006) y N16 (Ma et al., 2016) obtenidas de la capa nacarada de la
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concha de Pinctada fucata, son proteinas acidas que forman cristales de aragonita in vitro, como
se demostré para la proteina Ps19 de P. sterna en estudios previos realizados por Arroyo-Loranca
et al. (2023), por lo que se esperaba un efecto osteogénico de Ps19 sobre MSC. Sin embargo, las
lineas celulares en las que se ha evaluado el efecto de p10 y N16, como fibroblastos humanos y
preosteoblastos de ratdn se tratan de células diferenciadas o en proceso de diferenciacién que
expresan Col1l, el cual se ha comprobado que promueve la diferenciacién osteoblastica mediante

la interaccidn célula-matriz.

En este estudio, el efecto de Ps19 mostré una tendencia a disminuir los marcadores
mesenquimales, pero no en una medida significativa que demuestre la pérdida del fenotipo
mesenquimal, incluso en estos cultivos no se observd una matriz extracelular mineralizada y
aunque se localizé la expresion intracelular de OCN se requiere mayor nimero de estudios para
determinar si es una expresidn oscilatoria o si las células se comprometieron al linaje osteogénico

en sus etapas iniciales.

Debido a que estudios previos han demostrado que Ps19 es capaz de formar cristales de aragonita
in vitro en presencia de soluciones salinas, se sugiere que esta proteina podria actuar en sinergia
con una fuente de iones fosfato para promover la diferenciacién osteogénica, tal como sucede

entre la ALP y el S-glicerolfosfato.

Finalmente, los andlisis realizados en esta investigacion se realizaron en un solo tiempo, es decir
a los 21 dias post-estimulacidn, por lo que se sugiere que Ps19 y ASM podrian tener efectos
diferentes en distintos tiempos, por lo tanto, se considera necesario realizar estos analisis en
diferentes tiempos de la estimulacion. Es preciso mencionar que se obtuvo el ARN de las células
de todos los grupos utilizados: MSC no estimuladas, estimuladas con medio de diferenciacién
osteogénico, con las diferentes concentraciones de matriz organica soluble y con las diferentes
concentraciones de Ps19, a los 7, 14 y 21 dias para analizar por RT-gPCR la expresion de genes
osteogénicos Runx2, Osx, OPN, OCN, ON, BMP2 y BMP4, con el objetivo de elucidar el mecanismo
de accién de los tratamientos. A pesar de ello los resultados no son mostrados en esta
investigacion debido a la falta de tiempo para obtenerlos, considerando que cada ensayo celular
dura 21 dias. Por lo tanto, se espera que el término de estos andlisis brinde informacién para

comprender mejor los resultados obtenidos.
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9. CONCLUSIONES

En este estudio, se ha demostrado que la proteina Ps19 y la matriz organica soluble en acido
acético de la concha de Pteria sterna producen cambios en el fenotipo mesenquimal de las células
troncales mesenquimales de médula ésea (MSC) después de 21 dias de estimulacién ya que se
observaron cambios fenotipicos, incluyendo cambios morfoldgicos, variaciones en la expresion de
los marcadores mesenquimales CD73 y CD90, del marcador osteoblastico Osteocalcina (OCN) y la
presencia de una matriz extracelular mineralizada. Estos cambios fueron dependientes del
estimulo aplicado, la concentracién utilizada y del pase celular. Aunque los resultados obtenidos
referentes al estimulo con Ps19 requieren de mads estudios para su confirmacion se demostro la
expresion de OCN en células del pase 4 y 5 lo que sugiere que Ps19 fue capaz de producir un
estimulo osteogénico. Respecto a los resultados obtenidos del efecto de ASM, la tendencia hacia
la disminucion de CD90, la localizacion de la expresién de OCN y la matriz extracelular

mineralizada observada en estos cultivos, demuestran su potencial osteogénico.

Estos resultados pueden ser considerados para futuras investigaciones que exploren el potencial
bioactivo de las proteinas aisladas del nacar y la matriz organica soluble sobre la diferenciacién
osteogénica de MSC para el desarrollo de terapias o biomateriales, incluso como una investigacion

exploratoria sobre la pérdida del fenotipo mesenquimal en la diferenciacién celular.
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11. ANEXOS

Anexo A. Cuantificacidon de proteina de la ASM por el método de Lowry

Tabla 3. Curva estandar de ovoalbumina para la cuantificacion de proteina del liofilizado de ASM
empleando el método de Lowry O. et al. (1951).
Tubo Concentracion Abs1l Abs2 Abs3 Abs4

pg/mL
1 0 0 0 0 0.000
2 20 0.024 0.016 0.008 0.016
3 40 0.032 0.034 0.028 0.031
4 60 0.05 0.051 0.049 0.050
5 80 0.057 0.063 0.074 0.065
6 100 0.11 0.092 0.08 0.094
7 150 0.166 0.128 0.132 0.142
8 200 0.174 0.176 0.157 0.169
9 250 0.222 0.209 0.214 0.215
10 500 0.392 04 0.409 0.400
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Figura 26. Grafico de curva estandar de ovoalbUimina para la cuantificaciéon de proteina
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Tabla 4. Cuantificacion de proteina de liofilizado ASM utilizado en los cultivos celulares

Muestra para Abs 750 nm Concentracion  Proteina en Liofilizado mg Proteina total
cuantificacion pg/mL 1 mg/0.5 mL mg

1 mg/500 pl 0.067 75.576 37.788 7230 273.208126

Anexo B. Cuantificacion de proteina del liofilizado de Ps19 por densitometria de Vicent et al.
(1997).
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Figura.27 Curva de ovoalbumina para densitometria y cuantificacion de proteina Ps19
purificada. Ovoalbdmina: 400, 200, 100 10 y 1 ng/mL; Ps19: liofilizado de Ps19 utilizado en
los ensayos de diferenciacion celular (1000 ng/ mL); MM: marcador molecular. El recuadro
azul indica el area de medicidn de pixeles y la flecha indica la banda de la proteina Ps19.

Volume Analysis

No. Label Type Volume (Int) Ad|. Vo Mean Abs Ral. # of Pixels Min Max Mean Sid. Dev. Area
{in) Bkgd (Int) Quant Quant Value Value Value {int) (mm2)
{ng) (int) (Int)

1 Ul Unknown 4443693 27 BaS 20910 5.5 N/A 2112 2054 2170 21042 156 245

2 Su1 Standard 5195708 575,521 21691 4000 N/A 2130 1,954 2,825 24393 2218 247

3 Su2 Standard 2632805 171,283 21840 200.0 NIA 1122 2,094 2,526 234686 11486 13.0

4 Sd3 Standard 2,086,054 102,597 21906 100.0 N/A 910 2,070 2448 23034 889 106

5 Sid Standarg 1,140,237 3,995 20887 10.0 NIA 544 2,073 2119 20960 8.0 63

Figura 28. Resultados del analisis de voliumen densitométrico por medio del programa
Image Lab 5.1 para la cuantificacidén de proteina. Se utilizé un tamano de pixel X: 107.8 Y:
107.8.



69

Tabla 5. Cuantificacion de proteina del liofilizado de Ps19 (1000 ng/ml) utilizado en el cultivo
celular

Muestra  Proteina  Volumen densitométrico integrado

(ng)
1 400* 575, 521
2 200* 171, 283
3 100* 102, 597
4 10* 3995
Ps19 56.554 27, 845

Notas: * Curva estandar de ovoalbimina

Anexo C. Citometria de flujo

Para la citometria de flujo se selecciond la poblacion celular utilizando los pardmetros de drea
dispersion lateral (SSC-A, del inglés side scatter area) y drea de dispersion frontal (FSC-A, del
inglés fordward scatter area). Posteriormente se seleccionaron las células individuales con los
pardmetros de altura de dispersién frontal (FSC-H, del inglés forward ccatter height) y area de
dispersion frontal (FSC-A). Finalmente, en la poblacidn de células individuales se analizé la
intensidad media de fluorescencia para cada fluorocromo.
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Figura 29. Gates realizados para cada seleccion de poblaciones celulares.





