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DESCRIPCION
Péptidos de unién al calcio
Antecedentes

Los compuestos que se unen especificamente a las superficies calcificadas incluyen pequefias moléculas fluorescentes
tales como tetraciclina, calceina, y alizarina, y grandes proteinas de unién al calcio tales como fosfoproteina de la
dentina (DPP, a menudo denominada como fosfoforina) y amelogenina, DPP es una de las principales proteinas no
colagenas encontradas en la matriz extracelular de la dentina y durante mucho tiempo se ha implicado en la nucleacion
de la hidroxiapatita (HA) durante la mineralizacién de la dentina (Lee 1980; Lussi 1988; Veis 1998; Hao 2004). La DPP
humana se deriva de la escision proteolitica de sialofosfoproteina de la dentina (DSPP). La DPP humana es una
proteina altamente flexible (Cross 2005), altamente fosforilada (Lee 1980) que consiste principalmente de un gran
numero de repeticiones de aminoacidos Asp-Ser-Ser (Gu 2000). Las caracteristicas bioquimicas de DPP se han
investigado ampliamente. Estas investigaciones han revelado que DPP inmovilizada causa marcados aumentos en la
tasa de nucleacion hidroxiapatita, aunque este efecto no se ve con DPP en solucién o con DPP desfosforilado. Ademas,
se ha demostrado que altas concentraciones de DPP inhiben el crecimiento de cristales HA (Lussi 1988; Veis 1998;
Saito 2000). Ademas, Gorge et al. (J Biol. Chem. 1996 Doc 20;271 (51):32869-73) describen la repeticion de tripletes de
aminoacidos del dominio terminal C de fosfoforina. US 6673900 B2 revela un péptido que comprende la secuencia
(DSS) 4 y discute el papel de un péptido relacionado para la mineralizacion de huesos y dientes. US 2005/288299 A1
describe péptidos que comprenden un motivo de aminoacidos de PG, GP, Pl o IG y estimulan el desarrollo,
mantenimiento y reparacion de hueso, cartilago y tejido conectivo asociado.

Resumen

Se proporciona una composicion que incluye uno o mas péptidos de unién al calcio. Estos péptidos de union al calcio
comprenden la secuencia de repeticion de tres aminoacidos (XYZ),, en donde X es acido aspartico, acido glutamico,
asparagina o glutamina, alanina Y y Z, serina o treonina, y n es un nimero de 3 a 15, en donde dichos péptidos no son
fosforilados y en donde dichos péptidos de union al calcio se unen al fosfato de calcio. Los péptidos de unién al calcio
tienen una longitud de hasta 100 aminoacidos. En ciertas realizaciones, n es un niumero de 2 a 8. En ciertas
realizaciones, X es acido aspartico e Y y Z son serina. En algunas de estas realizaciones, los péptidos de unién al calcio
pueden tener la secuencia de aminoacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NOs: 4-10.

En ciertas realizaciones, los péptidos de unién al calcio proporcionados en este documento pueden estar unidos a un
marcador detectable, seleccionado del grupo que consiste en un fluoréforo, croméforo, etiqueta de afinidad, etiqueta de
antigeno, marcador radioactivo, y marcador de espin, o un péptido antimicrobiano. En ciertas realizaciones, el
conjugado o unidad estructural pueden estar unidos a los péptidos de union al calcio a través de un enlazante de
aminoacidos.

En ciertas realizaciones, se proporcionan métodos para ftratar un defecto de dientes caracterizado por la
desmineralizacion de los dientes en un sujeto mediante la administracion de una composicién que comprende los
péptidos de unién al calcio revelados en este documento. Como se revela en este documento, la administraciéon de
estos péptidos de unién al calcio es capaz de inducir la remineralizacion de la superficie de los dientes.

En ciertas realizaciones, se proporcionan métodos para el tratamiento de un defecto 6seo caracterizado por la
desmineralizacion 6sea o disminucién de la densidad 6sea en un sujeto mediante la administracion de una composicion
que comprende los péptidos de union al calcio revelados en este documento. Como se revela en este documento, la
administracion de estos péptidos de unién al calcio es capaz de inducir la remineralizacion de las superficies 6seas y el
aumento de la densidad 6sea.

En ciertas realizaciones, se proporcionan métodos para la identificaciéon de un defecto de dientes caracterizado por la
desmineralizacion de los dientes en un sujeto mediante la administracion de una composicién que comprende los
péptidos de unién al calcio revelados en este documento, en donde los péptidos se conjugan con un marcador
detectable, y luego la deteccion de este marcador utilizando ya sea un dispositivo de deteccion o a simple vista. Como
se revela en este documento, estos péptidos de unién al calcio son capaces de unir selectiva o preferencialmente partes
del diente que presenta la desmineralizacion.

En ciertas realizaciones, se proporcionan métodos para la identificacion de un defecto éseo caracterizado por la
desmineralizacion ésea en un sujeto mediante la administracion de una composicion que comprende los péptidos de
union al calcio revelados en este documento, en donde los péptidos se conjugan con un marcador detectable, y luego la
deteccion de este marcador utilizando ya sea un dispositivo de deteccion o a simple vista. Como se revela en este
documento, estos péptidos de unién al calcio son capaces de unir selectiva o preferencialmente partes del hueso que
presenta desmineralizacion.
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Ademas, se revelan métodos para la identificacion de calcificacion en un sujeto en el tejido distinto de los huesos o de
los dientes mediante la administracion de una composicion que comprende los péptidos de unién al calcio revelados en
este documento, en donde los péptidos se conjugan con un marcador detectable y, a continuacion, la deteccion de este
marcador utilizando ya sea un dispositivo de deteccion o a simple vista. Como se revela en este documento, estos
péptidos de union al calcio son capaces de unirse al calcio y el oxalato de calcio. Las calcificaciones que se pueden
identificar mediante este método incluyen, por ejemplo, placa arterial, calculos renales, y sesamoideos. Los péptidos se
pueden utilizar para tratar estas calcificaciones inapropiadas, por ejemplo, mediante la conjugacion de los péptidos con
una unidad estructural terapéutica y utilizando los péptidos para dirigir la unidad estructural terapéutica al sitio de la
calcificacion.

En ciertas realizaciones, las composiciones que comprenden los péptidos de unién al calcio revelados en este
documento se proporcionan para su uso en el tratamiento de defectos dentales caracterizados por desmineralizacion del
diente o defectos del hueso caracterizados por la desmineralizacion ésea. En ciertas realizaciones, estas composiciones
se pueden utilizar para detectar o diagnosticar defectos dentales u dseos caracterizados por la desmineralizacion.

Ademas, se revelan kits que contienen una composicion que comprende los péptidos de unién al calcio revelados en
este documento. Los kits pueden incluir instrucciones para uso o administracién. Estos kits se pueden utilizar para el
tratamiento de defectos dentales caracterizados por desmineralizacién del diente o defectos del hueso caracterizados
por la desmineralizacion ésea. Estas composiciones se pueden utilizar para detectar o diagnosticar defectos dentales u
6seos caracterizados por la desmineralizacion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Afinidades de unién de DSS y péptidos variantes de DSS para hidroxiapatita y las superficies de los dientes. A-
C. Péptidos marcados con fluoresceina en concentraciones que varian desde 0-100 uM se incubaron con 0.3 mg de
nanocristales de hidroxiapatita (arena de superficie especifica = 100 m?g) durante diez minutos, seguido de la
eliminacion de la hidroxiapatita por centrifugacion. La cantidad de péptido en la mezcla antes y después de la
eliminacion de hidroxiapatita se determin6é por Absag. Las isotermas se representaron graficamente y ajustaron a la
ecuacion de Langmuir para extraer los valores de Ka, una constante que refleja la afinidad del péptido para la superficie
de la hidroxiapatita. D. Dientes humanos seccionados sagitalmente se incubaron con péptido 6DSS 12.5 uM, marcado
con 5(6) carboxifluoresceina durante diez minutos, seguido de un enjuague. La uniéon del péptido a la superficie de los
dientes se visualizé mediante microscopia de escaneo laser confocal (CLSM) utilizando iluminacién laser azul (A = 488
nm) y un filtro de emision de FITC. Lado izquierdo, region de color claro: dentina. Lado derecho, region de color oscuro:
esmalte.

Figura 2: La union del péptido 6DSS con nédulos mineralizados de médula 6sea de raton (MBMN). Los cultivos de
médula ésea de ratdn se cultivaron hasta confluencia, después se trataron durante tres semanas con péptido de control
codificado 2.5 uM o 6DSS 2.5 uM. Se obtuvieron imagenes de los cultivos por microscopia de fluorescencia utilizando
un conjunto de filtros FITC. A. Imagen de campo claro de MBMN mineralizados de un cultivo tratado con 6DSS. B.
Imagen de fluorescencia del campo mostrada en (A). La tincion fuerte (coloracion ligera) de la masa de nédulo central
indica la union por el péptido 6DSS marcado con fluorescencia. C. Imagen de campo claro de MBMN mineralizados de
un cultivo tratados con péptidos de control codificados. D. Imagen de fluorescencia del campo se muestra en (C), que
ilustra tanto la falta de union del péptido de control con MBMN vy la falta de autofluorescencia dentro de las muestras.

Figura 3: Interaccion del péptido 8DSS inmovilizado con CaHPO,. Perlas de poliestireno recubiertas con estreptavidina
se incubaron con 8DSS conjugado con biotina (A y C) o biotina no conjugada (B) y (D). Las perlas se lavaron y se
incubaron en una solucion de PBS + CaCl, 1 mM + NaHPO4 1 mM durante doce dias antes de la obtencion de
imagenes. A. Micrografias de campo claro de agregados de fosfato de calcio amorfo que se acumularon alrededor de
perlas recubiertas con DSS. Todos los agregados de fosfato de calcio de tamafio significativo se asociaron con una o
mas perlas, B. Imagen de campo claro de las perlas bloqueadas con biotina representativas (sin péptido DSS). Ninguna
cantidad significativa de precipitado se asocia con estas perlas. C. Micrografia de contraste de fase de una perla
recubierta con DSS con una acumulacién mas ordenada de fosfato de calcio alrededor de su exterior (tener en cuenta el
centro esférico del objeto). Estos objetos no se observaron en muestras de control (biotina bloqueada, sin péptido
DOSS), como se ilustra en (D). Barras de escala = 4 um.

Figura 4: Remineralizacion de superficies del diente con péptidos DSS. Dientes humanos extraidos se seccionaron
sagitalmente y se desmineralizaron con gel de EDTA al 19%, durante 1 hora, seguido de inmersidon en agua desionizada
y ultrasonidos para eliminar el exceso de residuos. Las muestras se trataron como se ha indicado, a continuacion, se
hicieron imagenes por microscopia electronica de barrido. Barras de escala = 50 ym. A. Muestras de control
desmineralizada. B. Tratadas con 8DSS durante 1 hora, se enjuagaron y desmineralizaron utilizando Desensibilizador
Quell. C. Tratadas sdlo con solucién reguladora, se remineralizan utilizando Desensibilizador Quell. D. Sin tratamiento,
se remineralizaron utilizando Desensibilizador Quell.
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Figura 5: Nucleacion de la hidroxiapatita en las superficies de esmalte (parte superior) y dentina (abajo). Las superficies
se prepararon y trataron como se describe en el Ejemplo 6 y como se indica por los marcadores, seguido de la
obtencién de imagenes utilizando microscopia electrénica de barrido. El grupo superior (dos filas superiores) representa
las muestras de esmalte, mientras que el grupo inferior (dos filas inferiores) representa las muestras de dentina. Dentro
de cada grupo, la fila superior representa las muestras que no fueron desmineralizadas antes del tratamiento, y la fila
inferior representa muestras que se desmineraliza mediante tratamiento con acido fosforico. Micrografias electronicas
de barrido se muestran, barras de escala = 10 uM. Columna de la izquierda: las muestras que no se expusieron a
ningun tipo de tratamiento antes de la nucleacion y crecimiento de cristales. Columna del centro: muestras que fueron
expuestas solo a solucién reguladora antes de la nucleacion y crecimiento de cristales. Columna derecha: muestras que
fueron expuestas al péptido 8DSS 12.5 pM antes de la nucleacion y crecimiento de cristales. El crecimiento de cristales
indica la nucleaciéon temprana.

Figura 6: Especificidad tisular de la unién del péptido 8DSS y su dependencia de estado mineralizacion. Las muestras
de dientes humanos desmineralizados y no desmineralizados se incubaron con péptido 8DSS 12.5 uM, marcado con 5
(6) carboxifluoresceina como se ha descrito en el Ejemplo 9, y las secciones se enjuagaron y se obtuvieron las
imagenes por CLSM. El panel izquierdo muestra el patrén de unidn del péptido 8DSS con el tejido desmineralizado. La
union primaria es con el esmalte desmineralizado (E) con poca unién a la dentina, (D). El patrén opuesto se observa en
la muestra no desmineralizada, donde la unién principal es con la dentina (D) con poca o ninguna unién al esmalte (E).
La union dentina-esmalte, DEJ marcada, esta claramente delimitada en ambos casos.

Figura 7: Mineralizacion del hueso. Se obtuvieron fémures de rata a partir de animales sacrificados mediante un
protocolo de tejido compartido. Las muestras fueron desmineralizadas, se enjuagaron, y se sometieron a ultrasonido
para eliminar los residuos. Las muestras de ensayo se trataron con el péptido 8DSS durante una hora, se enjuagaron,
se reminalizaron utilizando desensibilizador Quell como se describe en el Ejemplo 8, a continuacion, se obtiene la
imagen por microscopia electronica de barrido. Se muestran imagenes de SEM. Parte superior: muestra no tratada, que
muestra la superficie del hueso completamente cubierta por mineral. Centro: muestra desmineralizada, que muestra
canales harvesianos expuestos por la eliminacion de la capa de mineral. Parte inferior: hueso tratado con 8DSS y
Desensibilizador Quell (una solucién acuosa de CaCl./K:HPO4), que muestra el restablecimiento de la capa mineral.

Figura 8: Micrografias de fluorescencia que muestran especificidad de tejido en la unidn de péptidos y variantes de DSS.
Dientes humanos adultos se expusieron a péptido 12.5 pM, marcado con 5(6)-carboxifluoresceina sin
desmineralizacion, se lavaron extensamente, y se obtienen las imagenes por CLSM. Para cada seccion, se recogieron
varias exploraciones y se reunieron de modo automatizado para generar paneles de imagenes que representan un area
de 13x13 mm, suficiente en la mayoria de los casos para abarcar toda la seccion. Los péptidos utilizados para cada
seccion se marcaron debajo de cada panel, y dentro de cada panel el diente se orienta con la raiz hacia la parte
superior de la imagen y la corona hacia la parte inferior. Las capas de tejido se marcaron de la siguiente manera: RTD =
dentina de la punta de la raiz, DPC = dentina circumpulpar; MD = dentina del manto; P = pared de la cavidad de la
pulpa; DEJ= unién dentina-esmalte; E= esmalte; BE= esmalte basal; EC= esmalte cortical; CL = lesion de caries; PB=
hueso periodontal.

Figura 9: Micrografias de fluorescencia que muestran la unidn especifica de péptidos DSS y variantes para las lesiones
de caries en los dientes. Dientes humanos adultos se expusieron a péptido 12.5 uM marcado con 5(6)-
carboxifluoresceina sin desmineralizacion, se lavaron extensivamente, y se obtuvieron las imagenes por CLSM. Ajustes
del microscopio y de la camara se optimizaron por separado para cada muestra. Cada panel muestra una region de la
seccién del diente que abarca una lesion de caries. Huellas blancas en el lado derecho de cada panel identifican la
posicion de la superficie del diente, mientras que las flechas indican la posicién de la lesion tefida.

Figura 10; Niveles relativos de la unién del péptido 8DSS a diversos precipitados de fosfato inorganico. Fosfato de sodio
100 mM de (pH 7.5) se combiné con soluciones de 100 mM de MgCl,, CaCl,, MnCl,, CoCl,, NiSO4, CuSOs, y SrCly,
respectivamente. Las suspensiones se hicieron de cada sal de fosfato a una concentracién de aproximadamente 0.5%
(p/v) en presencia de péptido 8DSS 12.5 uM, marcado con 5(6)-carboxifluoresceina. Después de una incubacion de
diez minutos a temperatura ambiente, las muestras se lavaron y se obtuvieron las imagenes por microscopia de
fluorescencia. La intensidad de la tincion fluorescente de las particulas de fosfato inorganico en cada muestra se evalué
mediante la medicion de los valores de intensidad pixel utilizando el GIMP (www.gimp.org) como se describe en el
Ejemplo 11. Los valores normalizados de fluorescencia se representan en este documento. En el eje X, se identifican
diversos precipitados de fosfato inorganico. En el eje Y, se representan los valores de intensidad de fluorescencia
relativa.

Figura 11: Union del péptido 8DSS a oxalato de calcio. Los cristales de oxalato de calcio se expusieron a péptido 8DSS
12.5 pM, se lavaron, y se obtuvieron las imagenes por microscopia de fluorescencia como se describe en el Ejemplo 12.
El lado izquierdo de la figura muestra cristales de oxalato de calcio sin tefir. La imagen de campo claro (parte superior)
confirma la presencia de cristales, mientras que la imagen de fluorescencia de la misma region (parte inferior) confirma
que el oxalato de calcio tiene fluorescencia no visible bajo estas condiciones. La parte derecha de la figura muestra
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cristales de oxalato de calcio tefiidos con el péptido 8DSS marcado con 5(6)-carboxifluoresceina. La imagen de campo
claro (parte superior) confirma la presencia de cristales, y la imagen de fluorescencia de la misma region (parte inferior)
muestra la tincién brillante de los cristales por el péptido marcado.

Descripcion detallada

La siguiente descripcién de la invencion pretende simplemente ilustrar la invencion. Como tal, las modificaciones
especificas discutidas no se deben interpretar como limitaciones sobre el alcance de la invencién, sera evidente para un
experto en el arte que diversos equivalentes, cambios y modificaciones se pueden hacer sin apartarse del alcance de la
invencion, y se entiende que tales realizaciones equivalentes son para ser incluidas en este documento,

Abreviaturas

Las siguientes abreviaturas se usan en este documento: BE, esmalte basal; CE, esmalte cortical; CL, lesion de caries;
CLSM, microscopia confocal de barrido laser; CPD, dentina circumpulpar; D, dentina; DEJ, unién dentina-esmalte; DPP,
fosfoproteina de la dentina; E, esmalte; DSPP, sialofosfoproteina de la dentina; HA. hidroxiapatita; MD, dentina del
manto; MIC, concentracién inhibitoria minima; P, pared de la cavidad pulpar; PB, hueso periodontal; SEM, microscopia
electrénica de barrido; RDT, dentina de la punta de la raiz; A, longitud de onda de excitacion.

Los aminoacidos se abrevian utilizando el sistema estandar establecido a continuacion.

Aminoacido Abreviatura de una letra  Abreviatura de tres letras

Alanina A Ala
Arginina R Arg
Asparagina N Asn
Acido aspartico D Asp
Cisteina C Cys
Acido glutamico E Glu
Glutamina Q Gin
Glicina G Gly
Histidina H His
Isoleucina I lle
Leucina L Leu
Lisina K Lys
Metionina M Met
Fenilalanina F Phe
Fosfoserina Sp Sep
Prolina P Pro
Serina S Ser
Treonina T Thr
Triptéfano w Trp
tirosina Y Tyr
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Valina \% Val

A menos que se indique lo contrario por un prefijo "D", por ejemplo, D-Ala, la estereoquimica del carbono alfa de los
aminoacidos y residuos aminoacido en los péptidos revelados en este documento es la configuracion natural o "L".

Péptidos de unién al calcio

Los compuestos actualmente disponibles para la remineralizacion directa de los tejidos descalcificados consisten
principalmente de diversas formulaciones de fosfato de calcio libre o unido a proteinas y/o fluoruro de sodio. La mejora
de la calcificacion de los tejidos bioldgicos generalmente se logra mediante la manipulacion de la sefializacion celular de
las células precursoras de dientes y huesos, o mediante el aumento de la concentracion de calcio global utilizando
alimentos fortificados con calcio, suplementos dietéticos, u otros tratamientos ricos en calcio libre o unido a proteinas.
Estudios previos han descrito una formulacion que recluta fosfato de calcio a la superficie del diente para mejorar la
remineralizacion (véase la Patente de los Estados Unidos No. 6,780,844). Sin embargo, no se ha demostrado el
aumento de la calcificacion por la orientacion directa y especificamente de calcio a las superficies.

Se revela en este documento una serie de péptidos pequefios de unién al calcio compuestos de variaciones del motivo
Asp-Ser-Ser encontrado en DPP. Se ha demostrado que estos péptidos se unen fuerte y especificamente a las
superficies de fosfato de calcio. Ademas, se han demostrado que estos péptidos reclutan fosfato de calcio a tales
superficies y para servir como unidades estructurales de uniéon para la union de marcadores fluorescentes para
superficies calcificados independientemente de su estado de fosforilacion.

Los péptidos revelados en este documento, denominados generalmente como péptidos DSS, se componen de diversos
numeros y/o combinaciones del motivo de tres aminoacidos Asp-Ser-Ser de DPP o variaciones de los mismos. Ejemplos
de repeticiones de tres aminoacidos que se pueden utilizar incluyen, pero no se limitan a, Asp-Ser-Ser (DSS, SEQ, ID
NO. 1), Glu-Ser-Ser (ESS, SEQ, ID NO. 2), Asp-Thr-Thr (DTT, SEQ. ID NO. 3), Glu-Thr-Thr (ETT, SEQ, ID NO. 4), Asn-
Ser-Ser (NSS, SEQ, ID NO. 5), Asn-Thr-Thr (NTT, SEQ, ID NO. 6), GIn-Ser-Ser (QSS, SEQ. ID NO. 7), GIn-Thr-Thr
(QTT, SEQ. ID NO. 8), y variaciones de los mismos. Alternativamente, o ademas de estas secuencias de repeticion, los
péptidos revelados en este documento pueden incluir variaciones menores de estas repeticiones, incluyendo, pero no
limitado a Asp-Ser-Thr (DST, SEQ. ID NO. 9), Asp-Ala-Ala (DAA, SEQ. ID NO. 10), o Ala-Ser-Thr (as, SEQ. ID NO. 11).
Uno o mas residuos de aminoacidos dentro de una repeticiéon de tres aminoacidos puede ser modificada quimicamente.
Por ejemplo, los péptidos pueden contener uno o mas residuos de Ser o Thr en el cual un grupo hidroxilo se ha
modificado mediante la adicidon de un grupo fosfato. Los péptidos pueden variar en longitud de tres a mas de cincuenta
aminoacidos.

La afinidad de union de los péptidos revelados en este documento para superficies calcificadas se pueden controlar
mediante la alteracion de la composicion y el nimero de repeticiones. Por ejemplo, la inclusion de uno o mas
repeticiones de Asp-Ser-Ser (SEQ. ID NO. 1) aumentara la afinidad de unidn del péptido, ya que esta secuencia
muestra la mas alta afinidad de cualquiera de las repeticiones probadas, la afinidad de unién del péptido también se
puede incrementar aumentando el nimero de tres repeticiones de aminoacidos. Los péptidos que contienen mas de
seis repeticiones generalmente muestran mayor afinidad de unién que aquellos con menos repeticiones, los péptidos
revelados en este documento pueden tener una afinidad de union (Ka) de hidroxiapatita de mas de 15,000 M-, esta
afinidad de union puede ser mayor que 50,000 M-, mayor de 100,000 M-", mayor de 200,000 M-", y mayor que 300,000
M.

Los péptidos pueden contener uno o mas aminoacidos adicionales que no son parte de una secuencia de repeticion de
tres aminoacidos. Por ejemplo, la porcion de repeticion del péptido se puede fusionar a una secuencia de aminoacidos
que tiene una funcionalidad adicional, tal como por ejemplo una secuencia de péptido antimicrobiano tal como las
secuencias de péptidos 2c-4, PL135, o b-34. La porcion de repeticion del péptido se puede fusionar a la secuencia de
aminoacidos adicional a través de una secuencia enlazante, tal como por ejemplo una secuencia de triglicina.

Los péptidos revelados en este documento pueden comprender la secuencia (X-Y-Z),, en donde X es un aminoacido
seleccionado de acido aspartico, acido glutamico, asparagina, alanina y glutamina, Y y Z son aminoacidos
seleccionados entre alanina, serina, treonina, fosfoserina, fosfotreonina, y sus derivados, y n es un nimero entre 1y 20.
n puede estar entre 1y 15, entre 1y 10, y entre 3 y 8.

Se ha demostrado que los péptidos de unién al calcio revelados en este documento inducen el crecimiento de cristales
de fosfato de calcio en el esmalte desmineralizado y en tanto la dentina desmineralizada como la no desmineralizada,
dependiendo de las condiciones de tratamiento. Del mismo modo, se ha demostrado que los péptidos inducen la
remineralizacion del hueso. Por lo tanto, las composiciones que comprenden los péptidos de unién al calcio revelados
en este documento se pueden utilizar para mejorar la mineralizacion mediante la contratacion de particulas de fosfato de
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calcio que flotan libremente a superficies calcificadas. Estos péptidos se pueden unir a superficies calcificadas y/o
agregados de fosfato de calcio de flotacion libre. La unién concurrente de las superficies calcificadas y agregados de
flotacion libre resulta en aumento de la concentracién de fosfato de calcio cerca de la superficie calcificada, lo que
conduce a una mayor remineralizacion de la superficie. Al modular el tamaiio y la afinidad de unién de los péptidos, es
posible alterar la cantidad de calcio unido a la superficie. La remineralizacion de los dientes puede traducirse en una
oclusion completa o parcial de los tubulos de la dentina.

Las composiciones que comprenden los péptidos de union al calcio revelados en este documento se pueden utilizar
para remineralizar un diente, prevenir o ralentizar la desmineralizacion de los dientes, tratar el dafo, defectos,
enfermedades o anomalias de los dientes, formar capas de mineral en o debajo de la superficie de un diente, alterar la
densidad mineral de un diente, tal como por ejemplo aumentando o disminuyendo la densidad mineral, o sellar un sitio
dental. Del mismo modo, estas composiciones se pueden utilizar para tratar un defecto éseo, lesion, tumor, crecimiento
anomalo, enfermedad, o pérdida de hueso, causar la formacion de capas minerales en o por debajo de la superficie de
un hueso, o alterar la densidad de un hueso tal como, por ejemplo, aumentando o disminuyendo la densidad. En estas
aplicaciones, una composiciéon que comprende uno o mas péptidos de unién al calcio como se describié anteriormente
se aplica en o cerca del sitio del hueso o huesos afectados. Composiciones que comprenden los péptidos de unién al
calcio revelados en este documento se pueden utilizar para tratar la calcificacién, lesiones calcareas, o defectos de
mineralizacion en los tejidos y érganos distintos de los huesos, incluyendo la placa arterial.

“Tratar" o "tratamiento" de una condicién, como se usa en este documento se puede referir para prevenir o reparar la
condicioén, retrasar o retardar la aparicion o la velocidad de desarrollo de la condicion, reduciendo el riesgo de
desarrollar la condicién, prevenir o retrasar el desarrollo de los sintomas asociados con la condicién, reducir o acabar
con los sintomas asociados con la condicién, generando una regresion completa o parcial de la condicién, o alguna
combinacién de los mismos.

Las composiciones que comprenden los péptidos de union al calcio revelados en este documento se pueden utilizar
como un medio para la unién especifica de unidades estructurales quimicas deseables o particulas para superficies
calcificadas, tales como las de huesos y dientes. A diferencia de los enfoques actuales para la remineralizacion de las
superficies dentales que dependen de la inundacién de la cavidad oral con formulaciones de calcio libre o unido a
proteinas, estos compuestos causan agregados de fosfato de calcio para adherirse especificamente a la superficie del
diente, lo que aumenta la concentracion local de calcio y fosfato y aumentando la probabilidad de que este fosfato de
calcio se incorporara en regiones desmineralizadas del diente. Terapias farmacéuticas actuales de lesiones o
enfermedades de los tejidos calcificados confian en que rodea la zona de la superficie deseada, ya sea directamente
(tépicamente) o por administracion sistémica, con soluciones libres del compuesto terapéutico de interés en la
esperanza de que alguna fraccion interactuara con la superficie calcificada.

Las composiciones que comprenden los péptidos de union al calcio revelados en este documento se pueden utilizar en
ensayos in situ e in vivo para la calcificacion inadecuada. Por ejemplo, estas composiciones se pueden utilizar para
diagnosticar, identificar, localizar o tratar la calcificacion, lesiones calcareas, o defectos de mineralizacion de los tejidos y
organos distintos del hueso, incluyendo, por ejemplo, placa arterial, calculos renales, o sesamoideos. Los ensayos
actualmente en uso para determinar la presencia de la calcificacion incluyen métodos de unidon con colorantes,
incorporacion de isétopos radiactivos, analisis de transmision de rayos X, y analisis quimico cuantitativo. Cada uno de
estos métodos sufre de ciertas desventajas. En los métodos de unién con colorante, una muestra se expone a un
colorante fluorescente de quelacion de calcio, tal como tetraciclina, calceina, o alizarina, y la incorporacion del colorante
en el tejido de interés se visualiza. Aunque los colorantes se pueden introducir in vivo, la visualizacion de la sefial
requiere la escision del tejido de interés. El tratamiento de tejido fijado con iones de plata (tincion von Kossa) también se
puede usar para identificar los sitios de calcificacion, pero este método no se puede aplicar in vivo y esta sujeto a
niveles significativos de la tincion de fondo. La incorporacion de isétopos radiactivos tales como #°Ca proporciona
informacion precisa y cuantitativa acerca de la localizaciéon y la velocidad de calcificacion in vivo, pero tiene el
inconveniente de exponer a los sujetos experimentales a altos niveles de radiacion ionizante. El analisis de la
transmision de rayos X proporciona una alta resolucion espacial y se puede lograr en animales vivos, pero no puede
identificar de manera Unica los depdsitos de calcio entre las diversas otras caracteristicas visibles en una imagen de
rayos X. El analisis quimico cuantitativo in vitro de depdsitos de calcio proporciona determinaciones robustas del tipo y
la cantidad de mineral presente, pero estos métodos requieren de mucho trabajo y resultan en la pérdida de informacion
acerca de la ubicacion y la estructura del tejido implicado.

Las composiciones que comprenden los péptidos de unién al calcio revelados en este documento pueden ser
etiquetados con fluorescencia o de otra manera y utilizados como un medio mejorado de visualizar regiones calcificadas
en un tejido de interés. Estos péptidos se pueden sintetizar faciimente con altos rendimientos, y que han mejorado la
seguridad, toxicidad y facilidad de uso en comparacion con los métodos actualmente disponibles. La secuencia o
composicion del péptido se pueden alterar para cambiar la afinidad relativa del péptido de tipos de tejido o superficie
especificos. Esto permitira que el péptido discrimine entre la dentina, esmalte, hueso y otros tejidos o superficies
calcificados, y entre tejidos sanos y enfermos. Esta propiedad permite que estos compuestos sean utilizados como
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sondas para heridas o lesiones patolégicas en el tejido calcificado. Los péptidos se pueden utilizar solos, o en
conjuncién con otros métodos conocidos para la deteccion de calcificacion. En contraste con los fluoréforos de unién al
calcio disponibles en la actualidad, que estan limitados a los que pueden quelar iones de calcio al tiempo que conserva
su fluorescencia, los péptidos descritos en este documento pueden estar unidos a cualquier fluoréforo. Esto expande en
gran medida la paleta de colores que se pueden utilizar para marcar superficies calcificadas, y permite la adaptacion
precisa de longitudes de onda de emisién y tecnologias de deteccion para cada experimento individual. Conjugando
estos péptidos con fluorescente, colorimétrico, radiactivo, RMN-activa, u otros colorantes o indicadores y el tratamiento
de muestras bioldgicas con estos conjugados, se hace posible hacer observaciones cuantitativas de la medida de la
calcificacion in situ e in vivo sin fijar o en gran medida perturbar la muestra. Debido a su alta especificidad y las
velocidades de union rapidas, tales conjugados pueden proporcionar una menor tincion de fondo que los métodos de
tincion de iones de plata/von Kossa. La amplia variedad de marcadores que se puede conectar a estos péptidos de
union al calcio ofrece una gran flexibilidad en lo que respecta a las condiciones de union y los métodos de deteccion, lo
que aumenta en gran medida la facilidad y la calidad con la que se pueden llevar a cabo las investigaciones bioldgica,
de biomedicina, biotecnologia, medio ambiente, y otras.

Los péptidos descritos en este documento tienen un gran potencial como agentes de diagndstico, porque a diferencia de
los métodos actuales de identificacion de lesiones, infecciones, tumores u otras lesiones de los tejidos calcificados, que
se basan principalmente en la observacion visual o radiolégica, los péptidos revelados en este documento se pueden
utilizar para detectar tales eventos sin dependencia en el ojo humano. Se ha demostrado que los péptidos DSS
revelados en este documento se orientan especificamente al esmalte desmineralizado y la dentina no desmineralizada.
En particular, estos péptidos han exhibido la capacidad de unirse preferencialmente a lesiones de dientes con caries.
Ademas, diversas variantes de péptidos DSS han exhibido la capacidad de orientarse a subporciones precisas de la
estructura del diente, tal como por ejemplo la dentina de la punta de la raiz, esmalte basal, dentina del manto, esmalte
cortical, y la superficie de esmalte. Las composiciones que comprenden los péptidos de unién al calcio conjugados con
diversas unidades estructurales detectables, tales como por ejemplo fluorescente, colorimétrico, radiactivo, RMN-activa
u otros colorantes o indicadores, se pueden administrar a un sujeto para orientarse a partes especificas del diente y
para identificar las partes del diente que presentan la desmineralizacion u otros dafos. La composicién de aminoacidos
de los péptidos se puede seleccionar de tal manera que los tipos especificos de tejido o dafio en los tejidos pueden ser
el objetivo. El uso de estos péptidos permitira la identificacion especifica de las regiones dafadas incluyendo aquellos
que pueden haber sido demasiado pequenos para ver o de otra manera oculta, lo que aumenta en gran medida la
facilidad y precision en el diagndstico de estas lesiones. Del mismo modo, las composiciones que comprenden los
péptidos de unioén al calcio revelados en este documento se pueden utilizar como agentes de contraste para rayos X,
tomografia computarizada u obtencién de imagenes de resonancia magnética.

Las composiciones que comprenden los péptidos de union al calcio revelados en este documento se pueden utilizar
para orientar los compuestos terapéuticos a las superficies de huesos, dientes, u otros tejidos calcificados. Por ejemplo,
los péptidos se pueden conjugar con compuestos antimicrobianos, moduladores de desarrollo de los huesos y dientes, o
cualquier otro compuesto que se puede unir al péptido, conjugacion de un compuesto terapéutico a uno de estos
péptidos se pueden utilizar para localizar el compuesto terapéutico a una superficie calcificada, lo que aumenta la
concentracion local del compuesto y una mayor eficacia. Localizando el compuesto con el tejido de interés, estos
péptidos reduciran la concentracion del compuesto necesario para lograr el efecto deseado. Ademas de mejorar la
eficacia, la orientacion especifica del compuesto terapéutico a un tejido de interés evita a los tejidos que no son objeto
de efectos potencialmente dafinos del compuesto. La composicién o la longitud del péptido se pueden ajustar para
permitir la orientacion especifica a las regiones lesionadas o enfermas del tejido.

Las composiciones que comprenden los péptidos de union al calcio revelados en este documento se pueden utilizar
para tratar una infeccién microbiana, tal como por ejemplo una infeccion bacteriana. Los péptidos se pueden unir a un
péptido antimicrobiano, tal como por ejemplo un péptido 2c-4, B-34, o PL-135 (SEQ ID NOs: 26, 30, y 32,
respectivamente).

Basandose en la capacidad de los péptidos de union al calcio descritos en este documento para unir selectivamente
calcio o fosfatos de calcio, composiciones que comprenden estos péptidos se pueden incorporar en un sensor para la
deteccion de calcio en el agua potable, aguas residuales, soluciones industriales, alimentos, bebidas, aplicaciones de
investigacion, o cualquier solucion para los que se desea la determinacion de la presencia de calcio. Del mismo modo,
estas composiciones se pueden utilizar para controlar la deposicion de minerales de calcio en, por ejemplo, aplicaciones
industriales, fabricacion, médica, de investigacion, de uso doméstico, o personal. Ademas, estas composiciones se
pueden emplear para determinar la presencia o cantidad de diversos minerales de calcio, por ejemplo, cultivos
celulares, tejidos, animales experimentales, sujetos humanos experimentales, u otras aplicaciones de investigacion.

Los péptidos de union al calcio revelados en este documento se pueden unir directa o indirectamente, ya sea de forma
covalente o no covalente, a uno o mas conjugados o unidades estructurales. Tales conjugados son unidades
estructurales que incluyen, pero no se limitan a, otros péptidos, polipéptidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos,
lipidos, compuestos organicos, compuestos inorganicos, compuestos organometalicos, unidades estructurales
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terapéuticas, tales como por ejemplo un agente anticancer o antimicrobiano. Otros ejemplos de conjugados o unidades
estructurales que se pueden unir con los péptidos de unién al calcio revelados en este documento invencién incluyen
marcadores detectables tales como por ejemplo fluoréforos, croméforos, etiquetas de afinidad, marcadores radiactivos o
marcadores de espin. Adicionalmente, uno o mas atomos dentro del péptido de unién al calcio o un conjugado o unidad
estructural de union se puede sustituir con un isétopo radiactivo o activo-RMN. La unién entre un péptido de union al
calcio y un conjugado o unidad estructural se puede producir en el extremo amino del péptido, el extremo carboxi
terminal del péptido, o a través de un sitio interno en el péptido. El péptido se puede unir a un conjugado o unidad
estructural a través de un enlazante de aminoacidos, tal como por ejemplo una secuencia enlazante de triglicina.

Las composiciones que comprenden los péptidos de unién al calcio revelados en este documento se pueden administrar
a través de cualquier método conocido en la técnica. Tales métodos incluyen, pero no se limitan a, oral, parenteral,
transdérmica, aerosol, o enteral. La administracion "oral" se puede realizar utilizando una pasta de dientes, gel,
colutorio, enjuague bucal, pastilla, comprimido, capsula, gel, o polvo. Alternativamente, las composiciones se pueden
incorporar en alimentos, goma de mascar, dulces, o una bebida. "Parenteral" se relaciona con una via de administracion
que se asocia generalmente con la inyeccion, incluyendo infusion infraorbital, intraarterial, intracapsular, intracardiaca,
intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intrapulmonar, intraespinal, intraesternal, intratecal, intrauterina, intravenosa,
subaracnoidea, subcapsular, subcutanea, transmucosal, o transtraqueal. La administraciéon "transdérmica" se puede
llevar a cabo utilizando una crema tdpica, ungliento, o pomada, o por medio de un parche transdérmico. En aquellas
aplicaciones en donde las composiciones se utilizan para tratar una afeccion dental o alterar las caracteristicas de los
dientes tales como la densidad mineral, se puede administrar en o cerca del sitio del diente diana o afectado. Del mismo
modo, cuando la composicion se esta utilizando para tratar una afeccién ésea o para alterar las caracteristicas de los
huesos, se puede administrar en o cerca del sitio del hueso diana o afectado.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar mejor la invencion reivindicada y no se deben interpretar como
limitantes del alcance de la invenciéon. En la medida en que se mencionan materiales especificos, es solo para fines de
ilustracion y no se pretende limitar la invencion. Un experto en el arte puede desarrollar medios o reactivos equivalentes
sin el ejercicio de capacidad inventiva y sin apartarse del alcance de la invencion. Se entendera que muchas variaciones
se pueden hacer en los procedimientos revelados en este documento mientras que aun permanecen dentro de los
limites de la presente invencién. Es intenciéon de los inventores de que tales variaciones estén incluidas dentro del
alcance de la invencion.

Ejemplos
Ejemplo 1: Unién de péptidos DSS a la hidroxiapatita de calcio:

Se generaron cuatro péptidos DSS que contienen dos (2DSS, SEQ ID NO: 12), cuatro (4DSS, SEQ ID NO: 13), seis
(6DSS, SEQ ID NO: 14), u ocho (8DSS, SEQ ID NO: 15) repeticiones Asp-Ser-Ser (DSS). Los péptidos se marcaron
con fluoresceina, y diversas concentraciones de los péptidos marcados (0-100 uM) fueron mezcladas con una cantidad
fija (0.3 mg) de nanocristales de hidroxiapatita que tienen un area de superficie especifica de 100 m?g (Berkeley
Advanced Biomateriales, Inc.). Las muestras se incubaron durante diez minutos, seguido de la eliminacion de la
hidroxiapatita por centrifugacion. La cantidad de péptido en la mezcla se midié tanto antes como después de la
eliminacion de hidroxiapatita por absorbancia espectroscépica a 480 nm (la absorbancia maxima del marcador de
fluoresceina). La cantidad de péptido unido se calculé comparando la relacion de las absorbancias final (Ar) e inicial (A)
con la concentracion inicial (Po) [Punido = (Af/Aj) Po]. Los graficos se generaron ilustrando la cantidad de péptido unido por
m? del area de superficie de hidroxiapatita en funcion de la concentracién de péptido no unido en el equilibrio. Las
isotermas resultantes se ajustan a la isoterma de Langmuir (x/m = (KaNmaxCeq)/(1 + KaCeq)) (Calis 1995), que describe la
actividad de union de una molécula en términos de una combinacion de la afinidad de union (Ka) y avidez (Nmax). Ka
representa la constante de afinidad del péptido para la superficie de la hidroxiapatita. En esta ecuacion, x/m representa
la cantidad molar de péptido unido por unidad de area de la superficie de hidroxiapatita, Nmax representa la
concentracion maxima de la superficie (mol/m?), y Ceq representa la concentracion molar de péptido no unido en el
equilibrio. La isoterma de Langmuir describe la unién de moléculas a las superficies con las condiciones de que 1) todos
los sitios de unién tienen la misma afinidad por el péptido, y 2) el péptido formara una monocapa sobre la superficie,
pero no se puede acumular a niveles mas altos. El excelente ajuste de la isoterma de Langmuir a los datos
experimentales valida estas condiciones, y las constantes de afinidad se utilizaron para las comparaciones entre los
péptidos. Como se muestra en la Figura 1A, la afinidad de unién de los diversos péptidos de hidroxiapatita aumentd con
un aumento en el numero de repeticiones de DSS (2DSS, KA = 57,000 M-"; 4DSS, Ka = 94.000 M"; 8DSS, Ka = 300000
M),

Se ensayaron diversas variantes de péptidos DSS para determinar el efecto de diversas alteraciones de aminoacidos en
la afinidad de union. Estas variantes de péptidos incluyen un péptido de cuatro repeticiones que contiene la cadena
lateral mas larga en la primera posicion (4ESS, SEQ. ID NO. 16), tres péptidos de cuatro repeticiones que contienen
grupos hidroxilo mas impedidos estéricamente en la segunda y tercera posiciones (4DTT, SEQ. ID NO. 17;. 4NTT, SEQ
ID NO 18;. y 4ETT, SEQ ID NO 19), un péptido de cuatro repeticiones que carece de un grupo cargado en la primera
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posicion (4NSS, SEQ ID NO 20), un péptido de ocho repeticiones que carece de un grupo cargado en la primera
posicion (8ASS, SEQ ID NO 21..), y dos péptidos de ocho repeticiones que carecen de grupos hidroxilo en la segunda y
tercera posiciones (8DAA, SEQ ID NO 22;.. 8NAA, SEQ ID NO. 23). Mediante la comparacion de las isotermas de unién
de cada una de estas variantes de péptidos que contienen DSS del mismo tamafio, se determiné que la eliminacion del
residuo cargado negativamente (4NSS, Ka = 41,000 M"; 4NTT, Ka = 18,000 M- ; 8ASS, Ka = 170,000 M-") (Figura 1B,
1C) o la sustitucion de los residuos de serina con treonina o alanina (4DTT, Ka = 161,000 M"; 4ETT, Ka = 61.000 M-";
8DAA, Ka = 300,000 M) (Figura 1B, 1C) disminuy6 significativamente la actividad de union. La sustitucién de tanto el
residuo acido en la primera posicidon como las serinas condujo a una pérdida casi total de la afinidad de unién (4NTT;
8NAA, Ka = 20,000 M) (Figura 1B, 1C). La sustitucion del residuo de acido aspartico con un residuo de acido glutamico
causo solo una ligera disminucion en la unién de afinidad (4ESS, Ka = 81,000 M) (Figura 1B). Estos datos sugieren que
tanto la unidad estructural acido y las repeticiones de serina son cruciales para la avidez de estos péptidos para
superficies de hidroxiapatita. Se encontr6 que DSS fue la secuencia de repeticion 6ptima para la generacion de
actividad de unién a hidroxiapatita, con todos los péptidos variantes mostraron la unién reducida notablemente a
hidroxiapatita in vitro.

Un péptido DSS cuatro repeticiones parcialmente fosforilada (4DSpS, SEQ ID NO: 25) también fue examinado y se
demostro que tiene una afinidad de union por hidroxiapatita similar a la de 4DSS (Ka = 83,000 M-", en comparacién Ka =
94,000 M para 4DSS). Sin embargo, el péptido 4DSPS tenia un nimero significativamente mayor de sitios de union
disponibles en la superficie de HA (Nmax = 1.2x10°7 mol/m? para 4DSPS frente 5.8x10® mol/m? para 4DSS).

Ejemplo 2: Unién de péptidos DSS a los dientes:

Con el fin de demostrar la unién de péptidos DSS al tejido biolégico, dientes humanos sagitalmente seccionados se
incubaron durante diez minutos en una solucién del péptido 6DSS 12.5 uM, marcado con 5(6) carboxifluoresceina que
contiene NaCl 10 mM y HEPES 50 mM, pH 7.0. Las muestras control se prepararon sin el péptido. Las muestras se
lavaron después del tratamiento y se obtuvieron las imagenes por microscopia confocal de barrido laser (CLSM)
utilizando iluminacion laser azul (longitud de onda de excitacion (1) = 488 nm) y un filtro de emision de FITC. La tincion
fluorescente intensa indicd que 6DSS se une a la superficie del diente (Figura 1D). Las secciones de control tratadas de
forma simulada no presentaron fluorescencia. La unién del péptido se limita a la dentina (Figura 1D, region de color
claro, lado izquierdo), sin unién visible en la region del esmalte (Figura 1D, regién de color oscuro, lado derecho).

Ejemplo 3: Unién de péptidos DSS a nédulos mineralizados de médula ésea de raton:

Los cultivos de médula 6sea de ratdn se cultivaron hasta la confluencia en DMEM + FBS al 10%, después se trataron de
forma continua durante tres semanas ya sea con 6DSS 2.5 uM, marcado con 5(6)-carboxifluoresceina o péptido # 3 -1
2.5 uM, marcado con 5(6) carboxifluoresceina (péptido control codificado, SEQ. ID NO. 24) en aMEM+10% FBS con 50
png/mL de acido ascorbico y pB-glicerofosfato 4 mM. Se obtuvieron las imagenes por microscopia de fluorescencia de los
cultivos utilizando un conjunto de filtro de excitacién/emision de FITC, y se obtuvieron imagenes tanto de campo claro
como de fluorescencia. Se observd una fuerte tincion en las muestras tratadas con DSS, como indicado por la
coloracion de luz que se muestra en la masa central de nddulos en la Figura 2B. No se observo tincion en la muestra
control (Figura 2C, 2D), indicando que el péptido 6DSS se une especificamente a nédulos mineralizantes en los cultivos
de médula 6sea de raton.

Ejemplo 4: Acumulacion de fosfato de calcio (CaHPO4) por péptidos DSS inmovilizados:

Perlas de poliestireno recubiertas con estreptavidina con un diametro promedio de 4 ym (Spherotech P.L.C.) se
incubaron ya sea con el péptido 8DSS conjugado con biotina o sin conjugar con biotina. Las perlas se lavaron con PBS
para eliminar el péptido no unido (o biotina no unida, en el caso de las perlas control) y se incubaron en una solucion de
PBS + CaCl; 1 mM + NaHPO,4 1 mM durante doce dias antes de obtener la imagen. Como se ilustra en la Figura 3A,
casi todas las perlas recubiertas con péptidos DSS se incorporaron en grandes agregados de fosfato de calcio amorfo
precipitado. Todos los agregados de fosfato de calcio de tamafio significativo se asociaron con una o mas perlas. En
comparacion, en la muestra control bloqueada con biotina, casi todas las perlas no se agregaron y no se asociaron con
el precipitado (Figura 3B). Varias de las perlas recubiertas con péptido se cubrieron con mas capas ordenadas de
mineral durante el experimento (representativo se muestra en la Figura 3C), mientras que ninguna de las perlas control
bloqueadas con biotina/sin recubrir acumulé mineral (Figura 3D).

Ejemplo 5: Remineralizacion de las superficies de dentina degradadas con péptidos DSS:

Dientes humanos extraidos se seccionaron sagitalmente (Accutom-50, hoja de diamante CA-231) y se desmineralizaron
con 19 % de gel de acido etilendiaminotetraacético (EDTA) durante una hora, seguido por la inmersion en agua
desionizada y ultrasonicacion para eliminar el exceso de residuos. Las muestras se trataron con péptido 8DSS 12.5 uM
en solucioén reguladora HEPES 50 mM (pH 7.0), solucion reguladora sola (sin péptido), o se dejaron sin tratamiento.
Después de una hora, las muestras se desmineralizaron durante 15 minutos con el Desensibilizador Quell (Pentron
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technologies, LLC), una solucién de remineralizacion que consiste de soluciones acuosas de cloruro de calcio y fosfato
de potasio. Las muestras se enjuagaron exhaustivamente antes de obtener la imagen por microscopia electrénica de
barrido (SEM). Las muestras de dentina tratadas con DSS acumularon una capa continua de precipitado de fosfato de
calcio, ocluyendo totalmente los tubulos dentarios (Figura 4B). Muestras tratadas de forma simulada y sin tratar
mostraron niveles muy inferiores de acumulacion de precipitado mineral, con tubulos dentinarios que permanecen
totalmente expuestos (Figura 4A, 4C, 4D).

Ejemplo 6: Nucleacion de la hidroxiapatita en el esmalte dental y dentina por péptidos DSS:

Para determinar si la aplicacion de DSS en varias preparaciones de tejido promueve la nucleacion de HA, lo que
finalmente puede conducir a la remineralizacion de tejidos, dientes de humano adulto seccionados sagitalmente
(obtenidos después de la extraccion durante la practica clinica normal) se pulieron utilizando una rueda de trituracion
Streurs, y preparados para experimentos de nucleacion. La mitad de las secciones se desmineralizaron con acido
fosforico al 35% durante 15 minutos, se enjuagaron bien después con agua desionizada. La otra mitad se dejo sin tratar.
Todas las muestras se sonicaron después durante cinco minutos para eliminar el exceso de residuos que quedaron del
corte y la trituracion y/o desmineralizacion. Las muestras se trataron con 8DSS 12.5 uM disuelto en solucién reguladora
HEPES 50 mM (pH 7.0), solucién reguladora sola, o se dejaron sin tratamiento. Las muestras se sumergieron después
en un fluido corporal simulado (SBFn), destinado a acelerar la nucleacion de los cristales de hidroxiapatita (HA), durante
4 horas. Después de la etapa de nucleacion, las muestras se sumergieron en una solucion libre de magnesio y
bicarbonato (SBFg) para dejar crecer los cristales de HA nucleados. La Tabla 1 muestra la composicion de las
soluciones SBFn y SBFg en comparacion con el plasma sanguineo. Ambas soluciones se ajustaron a pH 6.8. Los
cristales se cultivaron para amplificar los cristales nucleados para una facil visualizacién por SEM.

Tabla 1: Composicion de la solucién SBFn y SBFg:

Concentracion iénica | Na* K* Ca®* | Mg?* | HCOs- | CI- HPO,* | SO
Plasma sanguineo 142.0 |50 |25 15 27.0 103.0 | 1.0 0.5
SBFn 284.0 | 10.0 | 5.0 3.0 54.0 206.0 | 2.0 1.0
SBFg 284.0 | 4.0 5.0 0 10 2940 | 2.0 0

La superficie del esmalte no desmineralizada, no tratada, y tratada con solucién reguladora permanecié en gran parte
amorfa, lo que indica poco o ningln crecimiento de cristales (y por lo tanto poca o ninguna nucleacion) (Figura 5, dos
filas superiores). Sin embargo, el crecimiento significativo de cristal (indicando nucleacién temprana y robusta) se
observo en el esmalte desmineralizado expuesto al péptido 8DSS (Figura 5, dos filas superiores). Esto indica que los
péptidos DSS puede reconocer especificamente el esmalte desmineralizado y el crecimiento de hidroxiapatita nucleado
en la superficie del esmalte desmineralizado.

La superficie de la dentina no desmineralizada presento cierto grado de crecimiento del cristal en las muestras tratadas
y sin tratar con solucion reguladora. Sin embargo, el crecimiento mas significativo, y por lo tanto la nucleacion mas
temprana y mas robusta, se produjo en la muestra tratada con el péptido 8DSS (Figura 5, dos filas inferiores). Mientras
que el Ejemplo 5 demostré la capacidad de los péptidos DSS, en conjunto con los regimenes de remineralizacion
existentes, para provocar la deposicion de capas gruesas de fosfato de calcio suficientes para ocluir los tubulos
dentarios en la dentina desmineralizada, estos resultados indican que con un tratamiento ligeramente diferente se
produce la nucleacion del cristal principalmente sobre la dentina no desmineralizada. Asi, dependiendo del régimen de
tratamiento especifico empleado, los péptidos DSS se pueden utilizar para depositar capas de fosfato de calcio sobre la
dentina desmineralizada o provocar nucleacién robusta del crecimiento del cristal de hidroxiapatita en las superficies
totalmente mineralizadas. Esto significa que los péptidos DSS se pueden utilizar, por ejemplo, para tratar la sensibilidad
del diente debido a la exposicién de los tubulos dentinarios, para remineralizar caries de implicadas en la dentina
desbridada mecanicamente, o para reparar superficies dentarias fracturadas.

Ejemplo 7: Especificidad del tejido en la unién del péptido DSS

Dientes humanos sagitalmente seccionados fueron ya sea desmineralizados mediante la incubaciéon con EDTA 0.5 M,
durante 15 minutos o se dejaron sin desmineralizar. Las muestras se incubaron después durante diez minutos en una
solucion de 8DSS 12.5 uM marcado con 5(6)-carboxifluoresceina, NaCl 10 mM, y HEPES 50 mM, pH 7.0. Las muestras
control se incubaron sin péptido. Las secciones se enjuagaron y se obtuvieron las imagenes por CLSM utilizando
parametros idénticos de laser y camara.
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En las muestras desmineralizadas, la union del péptido DSS se observé principalmente en el esmalte (Figura 6, panel
izquierdo, E), con poca o ninguna unién en la dentina (Figura 6, panel izquierdo, D). De acuerdo con los resultados
discutidos en el Ejemplo 1, el patron opuesto se observé en la muestra no desmineralizada, donde el péptido se unié
principalmente con la dentina y presenté poca o ninguna unién con el esmalte (figura 6, panel derecho, comparar D y E).
La unién esmalte-dentina fue claramente delimitada tanto en las muestras desmineralizadas como no desmineralizadas
(Figura 6, DEJ). La capacidad de un péptido DSS para unirse especificamente a la porcion de esmalte de las secciones
de diente desmineralizado, mientras que no muestra unidn significativa al esmalte no desmineralizado es consistente
con el hallazgo del Ejemplo 6, donde péptidos DSS pueden reconocer especificamente esmalte desmineralizado y el
crecimiento de la hidroxiapatita nucleada en la superficie del esmalte desmineralizado.

Ejemplo 8: Remineralizacion del hueso:

Con el fin de determinar si los resultados de la remineralizacion observados en los tejidos de los dientes pueden
extenderse al hueso, se obtuvieron fémures de rata de animales sacrificados siguiendo un protocolo de tejido
compartido. Las muestras de ensayo se desmineralizaron con gel de EDTA al 19% durante una hora, seguido por
inmersion en agua desionizada y ultrasonicacion para eliminar el exceso de residuos. Las muestras de ensayo se
trataron después con el péptido 8DSS durante una hora, se enjuagaron, y la mitad de las muestras se desmineralizaron
utilizando el Desensibilizador Quell (Pentron Clinical Technologies, LLC) como se describe en el Ejemplo 5. Todas las
muestras se prepararon después para SEM y se obtuvieron las imagenes como en el Ejemplo 5. Se observd una capa
continua de mineral que cubre la superficie del tejido en el fémur de rata sin tratar (Figura 7, panel superior). En la
muestra desmineralizada, los canales harversianos fueron claramente expuestos (Figura 7, panel central). Sin embargo,
después del tratamiento con 8DSS y el Desensibilizador Quell, se restauré la superficie del mineral y se observo la
oclusioén de los canales (Figura 7, panel inferior). Asi, los péptidos DSS son capaces de promover la remineralizacion del
hueso, asi como la del tejido dental.

Ejemplo 9: Unién especifica al tejido de péptidos DSS en dientes humanos:

Con el fin de investigar la especificidad de tejido de la unién del péptido DSS al tejido dental, las secciones de los
dientes humanos se expusieron a péptidos DSS y variantes, después, se obtuvieron las imagenes por CLSM como se
describio en el Ejemplo 2. Los péptidos utilizados para estos experimentos fueron 8DSS, 8ASS, 8DAA, 8NAA, 4DSS,
4ESS, 4NSS, 4DTT, 4ETT, 44NTT, y 6DSS. Secciones sagitales de dientes humanos extraidos durante la practica
clinica normal se pulieron y después se incubaron durante diez minutos en una solucién del péptido apropiado marcado
con 5(6) carboxifluoresceina (12.5 uM) que contienen NaCl 10 mM y HEPES 50 mM, pH 7.0. Las muestras control se
prepararon sin el péptido. Las muestras se lavaron extensivamente después del tratamiento y se obtuvieron las
imagenes por CLSM utilizando iluminacion laser azul (A=488 nm) y el filtro de emision FITC, con parametros idénticos
de camara y microscopio para cada muestra. Para cada seccion, varias exploraciones se recogieron y se reunieron de
un modo automatizado para generar paneles de imagenes que representan una superficie de 13x13 mm, suficiente en
la mayoria de los casos para abarcar la seccién completa. Como se sugiri6 por los resultados de afinidad de union en el
Ejemplo 1, los péptidos que contienen la secuencia (DSS)n presentaron los niveles de unidn mas altos a las superficies
de los dientes, con 6DSS y 8DSS mostrando los mayores niveles de tincion. Los resultados de estos experimentos se
muestran en la Figura 8. 8DSS, 6DSS, y 4DSS se unieron principalmente a la dentina del manto, con una unién dentina-
esmalte fuertemente delineada, baja o ninguna union a la dentina de la punta de la raiz o esmalte de la base, y ninguna
union detectable ya sea al esmalte cortical o la superficie del esmalte. La unidn significativa se observé ademas en los
bordes de la cavidad pulpal. 8ASS, 4ESS, y 4NSS presentaron patrones similares, aunque a niveles de unién inferiores.
8DAA present6 una inversion de este patron de unién, con la union primaria a la dentina de la punta de la raiz y el
esmalte cortical, asi como en la unién dentina-esmalte y la pared de la cavidad pulpal. 8DAA mostré poca o ninguna
union a la dentina del manto, la dentina circumpulpar, esmalte basal. 4DTT y 4ETT presentaron patrones de union
similares a los de 4DSS y 4ESS, aunque en niveles rapidamente reducidos. 8NAA presentd muy poca unién a cualquier
tejido sano, pero se unié en cierta forma a una lesién cariada presente en la muestra (ver Ejemplo 10, mas abajo). 4NTT
mostré fuerte unién a un fragmento de hueso periodontal unido a la muestra, pero muy bajos niveles de union al tejido
dental sano. Estos resultados sugieren que las capas especificas del diente se pueden orientar con alta especificidad
utilizando péptidos especificos.

Ejemplo 10: Union preferencial de péptidos DSS a lesiones cariadas en los dientes:

Secciones de dientes humanos que contienen las lesiones cariadas obvias, que consisten en el esmalte
desmineralizado, se pulieron y expusieron a péptidos DSS marcados con 5(6)-carboxifluoresceina y variantes utilizando
el protocolo descrito en el Ejemplo 2. Las secciones se lavaron extensivamente y se obtuvieron las imagenes por CLSM
utilizando iluminacion laser azul (A = 488 nm) y el filiro de emision FITC, con los parametros del microscopio y la camara
ajustados para cada muestra para optimizar la sefial detectada a partir de cada péptido. Las imagenes se examinaron
para identificar los niveles relativos de la unién del péptido de unién en tejido sano frente a tejido cariado. 4ESS, 4NSS,
8DAA, 8NAA, 4ETT, 4DSS, 8ASS, 8DSS, y 6DSS presentaron union altamente especifica a las lesiones cariadas, con
poca o ninguna unién al esmalte sano circundante (Figura 9; algunas de estas lesiones son visibles también en la Figura
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8). Otros péptidos no se probaron, pero basandose en estos resultados se presume la union a las lesiones cariadas. De
los péptidos, 4ESS, 4NAA, 8DSS, 6DSS, 4DSS, 8DAA, y 8ASS presentaron tincion excepcionalmente fuerte de las
lesiones cariadas con relativamente unidn débil (frecuentemente ausente completamente) del esmalte circundante. La
capacidad de los péptidos para unirse a las lesiones cariadas, mientras que presentan poca o ninguna unién a la
superficie completamente mineralizada del esmalte sano, indica que los péptidos se pueden utilizar para identificar las
caries dentales o lesiones de los dientes. Dada su capacidad de remineralizar en los sitios de la degradacion del
esmalte (Ejemplo 6), ellos también se pueden utilizar para iniciar la remineralizacion en los sitios de degradacion del
esmalte tales como caries o sitios de lesion sin causar la nucleacién inapropiada en superficies de tejidos sanos.

Ejemplo 11: Union selectiva de péptidos DSS a fosfatos de calcio:

Las sales de fosfato de magnesio, calcio, manganeso, cobalto, niquel, cobre, y estroncio se prepararon mediante la
combinacién de fosfato de sodio 100 mM (pH 7.5) con 100 mM de soluciones de las sales de cloruro o sulfato de los
iones metalicos antes mencionados (MgCl,, CaClz, MnCl,, CoCly, NiSO4, CuSOs4, y SrCly, respectivamente). Se
recogieron de inmediato los precipitados y se lavaron dos veces con agua desionizada y se secaron para su
almacenamiento. Para el analisis de la union del péptido, la suspension se hizo de cada sal de fosfato a una
concentracion de aproximadamente 0.5% (p/v) en una solucién que contiene HEPES 50 mM pH 7.0, NaCl 10 mM, y
péptido 8DSS 12.5 puM, marcado con 5(6)-carboxifluoresceina. Cada muestra se incubd durante diez minutos a
temperatura ambiente, después se lavd dos veces con una solucion de HEPES 50 mM pH 7.0 y NaCl 10 mM, se
resuspendid en la misma solucion reguladora, y se obtuvo una imagen por microscopia de fluorescencia. Se utilizaron
parametros idénticos del microscopio y la camara para cada muestra, permitiendo comparaciones cuantitativas entre las
muestras. Para cada muestra, se recogieron imagenes de campo claro y fluorescencia de un solo campo. La intensidad
de tincion fluorescente de las particulas de fosfato inorganico en cada muestra se evalué mediante la medicién de la
intensidad de pixel utilizando el GIMP (http://www.gimp.org) como sigue. Utilizando la imagen de campo claro como una
guia, se seleccionaron areas de la imagen de fluorescencia correspondientes a agregados de la sal fosfato y registraron
las intensidades de los pixeles de estas regiones. Estos se compararon con las intensidades registradas en las regiones
de fondo (regiones conocidas que no contienen agregados). Estos datos se expresaron después como la relacion de la
intensidad de la tincidn (lincisn) con la intensidad de fondo (iwndo), Multiplicado por el valor absoluto de la diferencia entre
la intensidad de la tincién y la intensidad de fondo (con el fin de corregir los altos niveles de ruido presentes en las
muestras con niveles de tincion muy bajos) utilizando la ecuacion: Fluorescencia relativa=(lincisn/lfondo) *(liincion/lfondo)-
Aunque, se observo un pequerio nivel de tincion en agregados de NiHPO4, los mayores niveles de tincion se observaron
en CaHPO, y agregados SrHPO4 quimicamente similares (Figura 10). Esto demuestra que la union de los péptidos DSS
no es un fenémeno de adhesion superficial no-especifica con precipitados inorganicos, sino mas bien implica una
interaccion muy selectiva con los fosfatos de calcio, incluso hasta el punto que pueden distinguir entre los precipitados
de calcio y fosfato de estroncio.

Ejemplo 12: Union de péptidos DSS a oxalato de calcio:

Se preparé oxalato de calcio utilizando un método descrito previamente (Wang 2006). Los cristales de oxalato de calcio
se lavaron con agua desionizada, se resuspendieron después en una soluciéon que contiene HEPES 50 mM pH 7.0,
NaCl 10 mM, y péptido 8DSS 12.5 uM marcado con 5(6)-carboxifluoresceina. La suspension de cristal se incubd a
temperatura ambiente durante diez minutos. Los cristales se recogieron después por centrifugacion, lavaron dos veces
con una solucion de HEPES 50 mM pH 7.0 y NaCl 10 mM, y se visualizaron por microscopia de fluorescencia como se
describio en el Ejemplo 11. La presencia del péptido marcado condujo a tincion significativa de los agregados de oxalato
de calcio (Figura 11). Debido a que el oxalato de calcio es el compuesto mas comun presente en los calculos renales
(nefrolitiasis) (Coe 2005), estos resultados sugieren que los péptidos DSS se pueden utilizar para focalizar calculos
renales en aplicaciones de diagndstico o terapéuticas, y que pueden ser capaces de modular el crecimiento de calculos
renales.

Ejemplo 13: Actividades antimicrobianas de fusiones del compuesto antimicrobiano-péptido DSS:

Con el fin de determinar la idoneidad de los péptidos DSS para servir como unidades estructurales dirigidas para
suministrar compuestos terapéuticos a superficies mineralizadas, se sintetizaron péptidos que contienen un péptido N-
terminal (DSS)s4, (DSS)s, 0 (DSS)s, un enlazante de triglicina (GGG), y un péptido antimicrobiano 2c-4 (SEQ ID NO:26)
(J. He, sin publicar). Las secuencias de las proteinas de fusion se muestran en SEQ ID NOs:27-29, respectivamente. La
actividad antimicrobiana de estos péptidos contra bacterias anaerobias plancténica se determindé mediante una
modificacién de un ensayo descrito anteriormente (Qi 2005). En resumen, las células de Streptococcus mutans cepa
UA159 se diluyeron a ~1X10° ufc/mL en medio de caldo Todd-Hewitt (TH) y se mezclaron ya sea con nanocristales de
hidroxiapatita en suspension (Berkeley Advanced Biomaterials, Inc., 0,03% p/v) o, para las muestras control, con un
volumen equivalente de agua desionizada. Se transfirieron las alicuotas en placas de 96 pozos (Fisher). Diluciones
seriadas de los péptidos se fabricaron después y se afadieron a la bacteria. La concentracion inhibitoria minima (CIM)
de cada péptido se determiné mediante la identificaciéon de la concentraciéon del péptido que inhibié completamente el
crecimiento bacteriano después de una incubacién de aproximadamente 24 horas, como se mide por la absorbancia de
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las suspensiones celulares a una longitud de onda de 600 nm. El péptido 2c-4 muestra una MIC de 2 uM contra S.
mutans planctonica en si. Cuando se conjuga con una unidad estructural (DSS)4 para generar el péptido 4DSS-2c4, su
MIC se eleva a 52.5 puM, una pérdida significativa de eficacia que no se afecta por la adicion de 0.03% (p/v) de
hidroxiapatita. Sin embargo, como se mostrd en el Ejemplo 1, la unidad estructural (DSS)4 muestra menor afinidad por la
hidroxiapatita que los péptidos con mas repeticiones DSS, y la alta carga positiva del péptido 2c-4 puede interactuar con
la alta carga negativa de la unidad estructural (DSS)4 para inhibir de cierta actividad. No obstante, alguna actividad
antimicrobiana se retiene mediante este péptido.

Alternativamente, la conjugacion de una unidad estructural (DSS)s con el péptido antimicrobiano b-34 (SEQ ID No:30)
(J. He, sin publicar) para generar el péptido 6DSS-b-34 (SEQ ID NO:31) conduce a una mejoria en la actividad
antimicrobiana por encima del péptido parental (MIC= 3.1 uM para 6DSS-b-34 contra 5.6 uM para b-34). Aunque la
adicion de 0,03% de HA reduce de cierta forma la actividad antimicrobiana de 6DSS-b-34, la MIC resultante de 12.5 uM
representa todavia una actividad considerable contra Streptococcus mutans. Aun en otra alternativa, el péptido PL-135
(SEQ ID NO:32) (R. Lehrer, sin publicar) muestra una MIC de 21 uM contra S. mutans planctonica, en el medio solo. La
conjugacion de este péptido con una unidad estructural (DSS)s para generar el péptido 5DSS-PL135 (SEQ ID NO:33)
reduce su actividad antimicrobiana contra S. mutans a >170 uM en medio solo. La adicion de 0.03% de suspension de
hidroxiapatita al medio conduce a la recuperacion de la mayor parte de esta actividad, reduciendo la MIC a 42.5 uM.

Esto muestra que otros compuestos pueden mantener su actividad cuando se conjugan con péptidos DSS. Ademas,
esto demuestra que los compuestos pueden ser generados facilimente que solo tienen una actividad significativa en la
presencia de un péptido DSS diana, lo que sugiere un medio facil de desarrollar compuestos que sé6lo son activos en
superficies calcificadas (hueso, diente, etc.) y son inertes en otros entornos. Tales compuestos representarian un gran
paso de avance en la mejora de la seguridad y eficacia de los enfoques terapéuticos para trastornos de los tejidos
mineralizados.
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Se revelan ademas los siguientes items:

El item 1 se relaciona con una composiciéon que comprende uno o mas péptidos de unién al calcio, en donde dichos
péptidos de union al calcio comprenden cada uno la secuencia (X-Y-Z),, en donde X es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en acido aspartico, acido glutamico, asparagina, alanina y glutamina, Y Z son aminoacidos
seleccionados entre alanina, serina, treonina, fosfoserina y fosfotreonina y n es un nimero de 1 a 40, y en donde dichos

péptidos de unidn al calcio se unen al fosfato de calcio.

El item 2 se relaciona con la composicion del item 1, en donde en donde dicho uno o mas péptidos de unién al calcio
tiene una longitud de aproximadamente 3 a aproximadamente 100 aminoacidos.

El item 3 se relaciona con la composicion del item 1, en donde n es un nimero desde 2 a 8.

El item 4 se relaciona con la composicién del item 1, en donde X es acido aspartico.
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El item 5 se relaciona con la composicion del item 4, en donde Y y Z son serina.

El item 6 se relaciona con la composicion del item 5, en donde dichos péptidos de unién al calcio tienen la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 12.

El item 7 se relaciona con la composiciéon del item 5, en donde dichos péptidos de union al calcio tienen la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 13.

El item 8 se relaciona con la composicion del item 5, en donde dichos péptidos de unién al calcio tienen la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 14.

El item 9 se relaciona con la composicion del item 5, en donde dichos péptidos de unién al calcio tienen la secuencia de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 15.

El item 10 se relaciona con la composicion del item 1, en donde dichos péptidos de unién al calcio comprenden ademas
un conjugado.

El item 11 se relaciona con la composicion del item 10, en donde el conjugado se selecciona del grupo que consiste en
un fluoréforo, cromoforo, etiqueta de afinidad, etiqueta de antigeno, marcador radiactivo, o marcador de espin.

El item 12 se relaciona con la composicion del item 10, en donde dicho conjugado se selecciona del grupo que consiste
en un péptido, proteina, carbohidrato, acido nucleico, lipido, compuesto organico, compuesto inorganico o compuesto
organometalico.

El item 13 se relaciona con la composicion del item 10, en donde dicho conjugado es un compuesto contra el cancer o
antimicrobiano.

El item 14 se relaciona con la composicién del item 13, en donde el compuesto antimicrobiano es un péptido
antimicrobiano.

El item 15 se relaciona con la composicién del item 14, en donde dicho péptido antimicrobiano esta unido a dicho uno o
mas péptidos de unioén al calcio a través de una secuencia enlazante de aminoacidos.

El item 16 se relaciona con un método de tratamiento de un defecto de dientes caracterizado por la desmineralizacion
de los dientes en un sujeto, que comprende administrar la composiciéon del item 1 a dicho sujeto, en donde dicha
administracion resulta en la remineralizacion del diente.

El item 17 se relaciona con un método de tratamiento de un defecto 6seo caracterizado por una disminucion de la
densidad 6sea en un sujeto, que comprende administrar la composicion del item 1 a dicho sujeto, en donde dicha
administracion resulta en un aumento en la densidad 6sea.

El item 18 se relaciona con un método de identificacion de un defecto de dientes caracterizado por la desmineralizaciéon
de los dientes en un sujeto, que comprende administrar la composicion del item 1 a dicho sujeto, en donde dichos
péptidos de unién al calcio en dicha composicion se conjuga con un marcador detectable, y en donde dichos péptidos
de union al calcio se unen preferencialmente a superficies desmineralizadas de los dientes.

El item 19 se relaciona con un método de identificacién de un defecto 6seo caracterizado por la desmineralizacion ésea
en un sujeto, que comprende administrar la composicion del item 1 a dicho sujeto, en donde dichos péptidos de unién al
calcio en dicha composicion se conjugan con un marcador detectable, y en donde dichos péptidos de unién al calcio se
unen preferencialmente a las superficies de hueso desmineralizado.

El item 20 se relaciona con un kit que comprende la composicion del item 1.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Los reactivos de la Universidad de California

<120> Péptidos de union al calcio

<130> 563-4EPT2

<140> EP 06 804 228.2

<141> 2007-03-31
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<150> US 60/722,071

<151> 2005-09-28

<160> 39

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> motivo DSS de fosfoproteina de dentina humana (DPP, fosfoforina), repeticiones de tres aminoacidos DSS,

péptido DSS de unién al calcio

<400> 1
hsp Ser Ser
1
<210> 2
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de union al calcio

<400> 2
Glu Ser Ser
1
<210> 3
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de union al calcio

<400> 3

Asp Thr Thr
1
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<210> 4

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de unién al calcio

<400> 4
Glu Thr Thr
1
<210>5
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de union al calcio

<400> 5
Asn Ser Ser
1
<210>6
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de union al calcio

<400> 6
Asn Thr Thr
1
<210>7
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
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<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de union al calcio

<400>7
Gln Ser Ser
1
<210>8
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de union al calcio

<400> 8
Gln Thr Thr
1
<210>9
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de union al calcio

<400> 9
Asp Sar Thr
1
<210>10
<211>3
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de union al calcio

<400> 10
Asp Ala Ala
1
<210> 11
<211>3
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> variante de repeticion de tres aminoacidos de union al calcio

<400> 11
Ala Ser Thr
1
<210>12
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido de unidn al calcio que contiene dos repeticiones de DSS, 2DSS

<400> 12
Asp Ser Ser Asp Ser Ser
1 5
<210> 13
<211>12
<212>PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido de unidn al calcio que contiene cuatro repeticiones de DSS, 4DSS, (DSS)-4

<400> 13
Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser
1 5 10
<210> 14
<211>18
<212>PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> péptido de unidn al calcio que contiene seis repeticiones de DSS, 6DSS, (DSS)-6

<400> 14
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Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp
1 5 10 15

Ser Ser

<210> 15

<211> 24

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> péptido de unidn al calcio que contiene ocho repeticiones de DSS, 8DSS

<400> 15

Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp

1 5 10 15
Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser
20
<210> 16
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> variante del péptido DSS de cuatro repeticiones que contiene cadena lateral mas larga en la primera posicion,
4ESS

<400> 16
Glu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser Glu Ser Ser
1 5 10

<210> 17

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> variante del péptido DSS de cuatro repeticiones que contiene grupos hidroxilo impedidos mas estéricamente en
la segunda y tercera posiciones, 4DTT

<400> 17

Asp Thr Thr Asp Thr Thr Asp Thr Thr Asp Thr Thr
1 5 10

<210> 18
20
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<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> variante del péptido DSS de cuatro repeticiones que contiene grupos hidroxilo impedidos mas estéricamente en
la segunda y tercera posiciones, 4NTT

<400> 18
Asn Thr Thr Asn Thr Thr Asn Thr Thr Asn Thr Thr
1 5 10
<210> 19
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> variante del péptido DSS de cuatro repeticiones que contiene grupos hidroxilo impedidos mas estéricamente en
la segunda y tercera posiciones, 4ETT

<400> 19
Glu Thr Thr Glu Thr Thr Glu Thr Thr Glu Thr Thr
1 5 10

<210> 20

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> variante del péptido DSS de cuatro repeticiones que carece del grupo cargado negativamente en la primera
posicion, 4NSS

<400> 20
Asn Ser Ser Asn Ser Ser Asn Ser Ser Asn Ser Ser
1 5 10

<210> 21

<211> 24

<212>PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> variante del péptido DSS de ocho repeticiones que carece del grupo cargado negativamente en la primera
posicion, 8ASS

<400> 21

Ala Ser Ser Ala Ser Ser Ala Ser Ser Ala Ser Ser Ala Ser Ser Ala

1 2 10 15
Ser Ser Ala Ser Ser Ala Ser Ser
20
<210> 22
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> variante del péptido DSS de ocho repeticiones que carece del grupo hidroxilo en la segunda y tercera posiciones,
8DAA

<400> 22

Asp Ala Ala Asp Ala Ala Asp Ala Ala Asp Ala Ala Asp Ala Ala Asp

1 5 10 15
Ala Ala Asp Ala Ala Asp Ala Ala
20
<210> 23
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> variante del péptido DSS de ocho repeticiones que carece del grupo hidroxilo en la segunda y tercera posiciones,
8NAA

<400> 23

Asn Ala Ala Asn Ala Ala Asn Ala Ala Asn Ala Ala Asn Ala Ala Asn

1 5 10 15
Ala Ala Asn Ala Ala Asn Ala Ala
20

<210> 24
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> péptido control codificado #3-1

<400> 24
Leu Ile Lys His Ile Leu His Arg Leu
1 5

<210> 25

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> péptido de unidn al calcio que contiene cuatro repeticiones de DSS parcialmente fosforiladas, 4DS-PS

<221> MOD_RES
<222>(2) ... (2)
<223> fosfoserina
<221> MOD_RES
<222> (5)...(5)
<223> fosfoserina
<221> MOD_RES
<222> (8)...(8)
<223> fosfoserina
<221> MOD_RES
<222> (11)...(11)

<223> fosfoserina

<400> 25
Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser
1 5 10
<210> 26
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido antimicrobiano 2c-4

23
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<221> AMIDACION
<222> (7)...(7)

<223> fenilalaninamida

<400> 26
Arg Trp Arg Trp Arg Trp Fhe
1 5
<210> 27
<211> 22
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> proteina de fusion de (DSS)-4 terminal N, enlazante (GGG) de triglicina y péptido antimicrobiano 2c-4, péptido
4DSS-2c4

<221> AMIDACION
<222> (22)...(22)
<223> fenilalaninamida

<400> 27

Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Gly Gly Gly Arg

1 5 10 15
Trp Arg Trp Arg Trp Fhe
20
<210> 28
<211>25
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> proteina de fusién de (DSS)-5 terminal N, enlazante (GGG) de triglicina y péptido antimicrobiano 2c-4
<221> AMIDACION

<222> (25)...(25)

<223> fenilalaninamida

<400> 28
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Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Gly

1 =] 10 15
Gly Gly Arg Trp Arg Trp Arg Trp Phe
20 25
<210> 29
<211> 28
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> proteina de fusién de (DSS)-6 terminal N, enlazante (GGG) de triglicina y péptido antimicrobiano 2c-4
<221> AMIDACION

<222> (28)...(28)

<223> fenilalaninamida

<400> 29
Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp
1 5 10 15
Ser Ser Gly Gly Gly Arg Trp Arg Trp Arg Trp FPhe
20 25
<210> 30
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> péptido antimicrobiano b-34
<221> AMIDACION

<222> (11)...(11)

<223> fenilalaninamida

<400> 30
Leu Lys Arg Phe Leu Lys Trp Phe Lys Arg Phe
1 5 10

<210> 31

<211> 32

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>

<223> proteina de fusion de (DSS)-6 terminal N, enlazante (GGG) de ftriglicina y péptido antimicrobiano b-34, péptido
6DSSb-34

<221> AMIDACION
<222> (32)...(32)
<223> fenilalaninamida

<400> 31

Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp

S;r Ser Gly Gly G?y Leu Lys Arg Phe ivzu Lys Trp Phe Lys ;ig Phe
20 25 30
<210> 32
<211>7
<212>PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> péptido antimicrobiano PL-135
<221> AMIDACION

<222> (7)...(7)

<223> fenilalaninamida

<400> 32
Phe His Phe His Leu His Fhe
1 ]

<210> 33

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> proteina de fusion de (DSS)-5 terminal N, enlazante (GGG) de triglicina y péptido antimicrobiano PL-135, péptido
5DSSPL135

<221> AMIDACION
<222> (25)...(25)

<223> fenilalaninamida
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<400> 33

Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Gly

1 5 10 15
Gly Gly Phe His Phe His Leu His Phe
20 25
<210> 34
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido de unidn al calcio que contiene tres repeticiones de DSS

<400> 34
Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser
1 5
<210> 35
<211>15
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido de unidn al calcio que contiene cinco repeticiones de DSS, 5DSS, (DSS)-5

<400> 35
Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser
1 5 10 15
<210> 36
<211> 21
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> péptido de unidn al calcio que contiene siete repeticiones de DSS
<400> 36
Bsp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp
1 5 10 15

Ser Ser Asp Ser Ser
20
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<210> 37

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> variante del péptido DSS de cuatro repeticiones que carece del grupo hidroxilo en la segunda y tercera
posiciones, 4NAA

<400> 37
Asn Ala Ala Asn Ala Ala Asn Ala Ala Asn Ala Ala
1 5 10
<210> 38
<211>120
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> (X-Y-Z)-n péptido de union al calcio de tres repeticiones de aminoacidos, donde n = 1-40y X = Asp

<221> MOD_RES

<222> (1)...(120)

<223> Xaa = Ala, Ser, Thr, fosfoserina o fosfotreonina

<221> MOD_RES

<222> (4)...(120)

<223> tres repeticiones de aminoacidos (Asp-Xaa-Xaa) desde las posiciones 4-120 pueden estar presentes o ausentes

<400> 38
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Asp ¥Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa XKaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp

¥Xaa ¥Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa
20 25 30
Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp XKaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa
35 40 45
hsp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Rsp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp
50 55 &0
Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa
65 70 75 BO
¥Haa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa
85 90 85
hzp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp
100 108 110
Xaa Xaa Asp Xaa Xaa Asp Xaa Xaa
115 120

<210> 39

<211> 120

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> (X-Y-Z)-n péptido de union al calcio con tres repeticiones de aminoacidos, donde n = 1-40, X =Aspy Y y Z = Ser
<221> MOD_RES

<222> (4)...(120)

<223> tres repeticiones de aminoacidos (Asp-Ser-Ser) desde las posiciones 4-120 pueden estar presentes o ausentes

<400> 39
Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp

Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser
20 25 30
Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser
35 40 45
Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp
50 55 &0
Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser
65 70 T5 80
Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser
B5 90 95
Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser Asp
100 105 110
Ser Ser Asp Ser Ser Asp Ser Ser
115 120
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Reivindicaciones

1. Un péptido de unién al calcio que comprende una secuencia de repeticion de tres aminoacidos que tiene la formula
(X-Y-2Z),, en donde:

X es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en acido aspartico, acido glutamico, asparagina y glutamina;
Y y Z son aminoacidos seleccionados entre alanina, serina, y treonina;

n es un numero de 3 a 15;

dicho péptido tiene una longitud de hasta 100 aminoacidos;

dicho péptido no es fosforilado; y

dicho péptido se une al fosfato de calcio.

2. El péptido de la reivindicacion 1, en donde dicho uno o mas péptidos de unién al calcio tiene una longitud de 9 a 60
aminoacidos.

3. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde n esta entre 3 y 10.
4. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde X es acido aspartico (Asp).
5. El péptido de la reivindicacion 4, en donde Y y Z son serina.

6. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde X-Y-Z es Glu-Thr-Thr (SEQ. ID NO.
4).

7. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde X-Y-Z es Asn-Ser-Ser (SEQ. ID NO.
5).

8. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde X-Y-Z es Asn-Thr-Thr (SEQ. ID NO.

6).

9. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde X-Y-Z es GIn-Ser-Ser (SEQ. ID NO.
7).

10. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde X-Y-Z es GIn-Thr-Thr (SEQ ID NO:
8).

11. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde X-Y-Z es Asp-Ser-Thr (SEQ ID NO:
9.), o Asp-Ala-Ala (SEQ. ID NO: 10).

12. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde dichos péptidos de unién al calcio
estan conjugados a un marcador detectable.

13. El péptido de la reivindicacion 12, en donde dicho péptido esta conjugado con un marcador detectable seleccionado
del grupo que consiste en un fluoréforo, un croméforo, una etiqueta de afinidad, una etiqueta de antigeno, un marcador
radiactivo y un marcador de espin.

14. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde dicho péptido de unién al calcio
esta conjugado a un péptido antimicrobiano.

15. El péptido de la reivindicacién 14, en donde dicho péptido antimicrobiano esta unido a dicho péptido de unién al
calcio a través de una secuencia enlazante de aminoacidos.

16. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, para uso en el tratamiento de un defecto de
dientes caracterizado por la desmineralizacién de los dientes en un sujeto o para el uso en el tratamiento de un defecto
6seo caracterizado por una disminucion de la densidad ésea en un sujeto.

17. El péptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 12-13, para su uso en la identificacion de un
defecto de dientes caracterizado por la desmineralizacion de los dientes en un sujeto o para uso en la identificacion de
un defecto 6seo caracterizado por la desmineralizacion 6sea en un sujeto.
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Fig. 3
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No Péptido 8DSS 12.5 uM

Fig. 11
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