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. RESUMEN

Los trastornos alimenticios son enfermedades en las cuales las personas
experimentan alteraciones graves en sus habitos alimentarios. Se caracterizan por
presentar diversos sintomas y lesiones, incluyendo la erosion dental.

La erosién dental enddégena se debe a una exposicion cronica de la estructura
dental a un ambiente acido como el ocasionado por el jugo gastrico, cuyo principal
componente es el acido clorhidrico (pH 1-1.5). Actualmente, las investigaciones se
han enfocado en encontrar alternativas terapéuticas que permitan mantener o
recuperar la estructura dental expuesta a estas condiciones acidas como es el
empleo de péptidos derivados de proteinas.

En el presente trabajo se emplearon dos péptidos derivados de proteinas del
cemento, CEMP1-p3 y CAP-p15. Con el objetivo de estudiar el efecto de estos
péptidos sobre esmalte dental humano sometido a desmineralizacion por medio de
un modelo que simula lesiones por erosion endoégena.

Se emplearon muestras de esmalte dental humano previamente seleccionadas y
con indicaciones profilacticas, donde se colocd esmalte dental para delimitar una
zona de 4mm? que fue el area de trabajo. Posteriormente para simular las lesiones
de erosidén enddgena, se colocaron en una solucién de HCI (0.06 mol/L), donde se
sumergieron por 3 horas y se enjuagaron con H,O desionizada.

Para simular las condiciones en la cavidad oral, se empled el pH ciclico durante 7
dias, acompafnado de la colocacion de los péptidos mediante un vehiculo, el cual
fue el hidrogel de quitosano al 0.2%. Al término de los dias de cultivo, las muestras
se analizaron con MEB, EDS y RAMAN.

Las imagenes obtenidas mediante MEB y los analisis mediante EDS y RAMAN,
demuestran que los péptidos CEMP1-p3 y CAPp-15 colaboran de manera

benéfica en la formacién y depdsitos de iones fosfato y calcio en el esmalte.



ABSTRACT

Eating disorders are diseases in which people experience severe alterations in
their eating habits. They are characterized by various symptoms and lesions,

including dental erosion.

Endogenous dental erosion is due to chronic exposure of the dental structure to an
acidic environment such as that caused by gastric juice, whose main component is
hydrochloric acid (pH 1-1.5). Currently, research has focused on finding therapeutic
alternatives that allow the maintenance or recovery of tooth structure exposed to

these acidic conditions, such as the use of protein-derived peptides.

In the present work, two peptides derived from cementum proteins, CEMP1-p3 and
CAP-p15, were used. The objective was to study the effect of these peptides on
human dental enamel subjected to demineralization by means of a model that

simulates endogenous erosion lesions.

Previously selected samples of human dental enamel with prophylactic indications
were used, where dental enamel was placed to delimit an area of 4mm2 which was
the working area. Subsequently, to simulate endogenous erosion lesions, they
were placed in a solution of HCI (0.06 mol/L), where they were submerged for 3

hours and rinsed with deionized H20.

To simulate the conditions in the oral cavity, cyclic pH was used for 7 days,
accompanied by the placement of the peptides by means of a vehicle, which was
0.2% chitosan hydrogel. At the end of the culture days, the samples were analyzed
by SEM, EDS and RAMAN.

The images obtained by SEM and the analyses by EDS and RAMAN show that the
CEMP1-p3 and CAPp-15 peptides collaborate beneficially in the formation and

deposition of phosphate and calcium ions in the enamel.



. INTRODUCCION

Con el inicio del siglo XXI, la influencia de los medios de comunicacién y el
acelerado ritmo de vida que lleva la poblacion mundial han provocado un aumento
considerable en la incidencia de trastornos alimenticios. De acuerdo con la
American Psychiatric Association (APA), los trastornos alimenticios son
enfermedades en las que las personas experimentan alteraciones graves en sus
habitos alimentarios relacionados con las emociones y pensamientos. Son
trastornos de origen multifactorial que se caracterizan por presentar diversos

sintomas y lesiones, incluyendo la erosion dental." 2

Los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) y sus efectos en el cuerpo
humano repercuten en la cavidad oral. Se han documentado desde afos atras
algunas consecuencias de los TCA. Mendoza y Nistal (1998), al igual que Gay y
Ramirez (2000), explicaron las lesiones provocadas en los pacientes
pertenecientes al subgrupo purgativo de la bulimia nerviosa, de las cuales

destacan la erosion dental y alteraciones en las glandulas salivales. **

La erosion dental o perimolisis, esta definida segun la Asociaciéon Dental
Americana (ADA), como la pérdida irreversible de la estructura del diente debido a
la desmineralizacion quimica del esmalte por acidos ajenos a los que se obtienen
como producto del metabolismo de las bacterias. Es un problema creciente en la

poblacion general, y puede ser atribuida a factores exdgenos y endégenos.®

La erosién dental enddégena se debe a una exposicion cronica de la estructura
dental a un ambiente acido como el ocasionado por el jugo gastrico, cuyo principal
componente es el acido clorhidrico (pH 1-1.5). Esta exposicion a dichas
condiciones acidicas puede asociarse a condiciones como el reflujo
gastroesofagico, ulceras duodenales, anorexia nerviosa o sindrome de bulimia, o

como resultado de nauseas prolongadas e intensas durante el embarazo.®



Diversos estudios en el area odontologica, sugieren el uso de antiacidos, fluoruros
y practicas de higiene bucal para aminorar el dafio de este tipo de erosion sobre la
estructura del esmalte. Aunque el fluoruro se sigue empleando en la prevencion y

tratamiento de la caries dental, su eficacia sigue siendo controversial.®

Los enfoques en la regeneracion del esmalte se han visto limitados por la alta
complejidad para imitar el proceso de amelogénesis y, por lo tanto, el crecimiento
de prismas similares a los del esmalte dental. Se han desarrollado métodos para
crear tejido similar al esmalte, acercandonos cada vez mas a la regeneracion de

este tejido altamente especializado. ’

Actualmente, las investigaciones se han enfocado en encontrar alternativas
terapéuticas que permitan mantener o recuperar la estructura dental expuesta a
estas condiciones acidas. Estas alternativas incluyen enfoques fisicos,
bioingenieria, cultivos de células de esmalte, ingenieria de tejidos y regeneracion
dental total. Todas estas técnicas han supuesto importantes avances para la
sintesis de tejido similar al esmalte, pero presentan importantes limitaciones en su

aplicacion. ®

Gracias al desarrollo tecnolégico se han empleado diferentes estrategias
(microscopia electronica, espectroscopia molecular, entre otros) para demostrar
que algunos compuestos quimicos promueven la formacion de cristales de
hidroxiapatita, asi como favorecer su crecimiento y regular la morfologia de esta

fase mineral.

En el presente estudio se emplearon péptidos derivados de proteinas del cemento
radicular que han demostrado tener un efecto importante en el proceso de
mineralizacion. Un péptido derivado de la proteina de cemento 1 (CEMP1-p3), y
un péptido derivado de la proteina de adhesion al cemento (CAPp-15) con la
finalidad de estudiar su efecto sobre el esmalte dental humano sometido a
desmineralizacion por medio de un modelo que simula lesiones por erosidon

endogena.



. MARCO TEORICO

1. ESMALTE DENTAL

El esmalte dental es un tejido mineralizado que recubre la corona del diente. Es
sintetizado por células especializadas de origen ectodérmico, llamadas
ameloblastos, durante un proceso denominado amelogénesis.® Los ameloblastos
se encargan de secretar una matriz organica que dirige el crecimiento y regula la
maduracién del componente mineral del esmalte representado por la hidroxiapatita
(HA) cuya formula estequiométrica es Ca,o(PO,)s(OH),."%" Las células y moléculas
organicas se pierden una vez que este tejido madura y es expuesto al medio bucal

(erupcion dental) perdiendo toda capacidad de regeneracion.

El analisis a nivel micrométrico revela subunidades basicas de la estructura, las

cuales son denominadas prismas del esmalte, y se muestran en la Figura 1.

(b)

Figura 1. a) llustracion esquematica de la estructura jerarquica del esmalte dental propuesta por
Eisenmann (1998). b) y c) imagenes obtenidas mediante SEM de distintas perspectivas de los

prismas.?



Los prismas del esmalte son conjuntos de cristales hexagonales largos y delgados
de hidroxiapatita, que se localizan desde la dentina hacia la superficie externa del
esmalte, de forma regular u ondulada. Los cristales del esmalte se encuentran

inicialmente dentro de una matriz organica Unica."

El esmalte esta constituido por matriz organica (0.36 a 1%), matriz inorganica
(97%) y agua (2%)."* Debido a su composicion quimica y alta organizacion

prismatica, el esmalte es uno de los componentes mas duros del cuerpo.’™
El esmalte posee diferentes propiedades fisicas como:

El esmalte muestra un alto grado de mineralizacion, por lo que representa al
tejido mas duro (en la escala de Mohs presenta una dureza con valor de cinco);
ademas se considera la estructura mas radiopaca del organismo humano, por
lo que podemos valorar el grado de desmineralizacibn mediante

radiografias.'®'8

Su elasticidad es escasa, ya que depende de la cantidad de agua y sustancia
organica presente en su estructura; el mayor grado de elasticidad la presenta

el cuello del diente debido a que posee mayor contenido organico.

Su color es translucido y esta sujeto a la estructura subyacente, la dentina. Las
zonas que presentan mayor espesor tienen una tonalidad grisacea y en las
zonas con menor espesor presenta un color blanco amarillento. La
transparencia esta relacionada con las variaciones en el grado de calcificacion
y homogeneidad. A mayor grado de calcificacion, su translucidez también

incrementa.'”:'®

El esmalte actua como una membrana semipermeable, permitiendo de manera
selectiva la difusion de agua y algunos iones presentes en la saliva. La
permeabilidad adquiere importancia durante los procesos dinamicos de
desmineralizacion y remineralizacién de este tejido frente a las variaciones del

pH salival en el medio bucal.™



Aunado a lo anterior, el esmalte es la unica estructura dental que esta en contacto

con el medio bucal y puede verse afectado debido a los habitos alimenticios.

Gracias a la presencia de la saliva y sus componentes organicos, el esmalte se
mantiene humedo y cubierto para ayudar a su preservaciéon en virtud de la
presencia de iones de calcio y foésforo, protegiéndo asi de la disolucién por acidos.
Sin embargo, es un tejido susceptible al ataque de sustancias acidos; pues

presenta un pH critico (de disolucion) de 5.5.

2. SALIVA

La saliva es una secrecion exocrina secretada por las glandulas salivales menores
y mayores (paroétidas, submandibulares y sublinguales), que al mezclarse con los
componentes de origen no glandular, deja de ser un fluido estéril.°

El 99 % del volumen de la saliva es agua, mientras que el 1% esta constituido por
componentes inorganicos, también conocidos como electrolitos; entre los que
destacan el sodio (Na*), cloruro (CI), calcio (Ca®"), potasio (K*), bicarbonato
(HCOy) y fosfato (PO,3).19%

Dentro de los componentes organicos que integran a la saliva, se encuentran:
>Amilasa: Es una enzima encontrada en mayor porcentaje y es producida
por las glandulas parétidas, tiene por funcion la degradaciéon del almidon
para contribuir al proceso digestivo.'%22
>Mucinas: Glicoproteinas de alto peso molecular, que participan en la
lubricacion y proteccion de los tejidos orales y mantienen la viscoelasticidad
salival. Regulan la adhesion de manera selectiva de microorganismos a las

superficies orales.?

>Inmunoglobulinas: Principalmente la inmunoglobulina A (IgA), actua como
mecanismo de defensa de la saliva, ya que tiene la capacidad de impedir la

adherencia y aglutinacion de microorganismos a los tejidos orales.'®?22®



>Histatinas: Son un grupo de proteinas ricas en histidina y desempefian un
papel importante en la accién antifungica. Las histatinas mas abundantes
en la saliva son la 1, 3y 5. La histatina 5 inhibe al hongo C. albicans.?*
>Lisozima: Forma parte del mecanismo de defensa innato y posee la
capacidad de destruir la pared celular de las bacterias Gram positivas.®?22°
>Proteinas salivales ricas en prolina (PRP): Ayudan al equilibrio de la
microbiota oral al actuar de manera selectiva sobre la adhesion
bacteriana.'®??

>Estaterinas: Esta fosfoproteina es capaz de unirse a la hidroxiapatita y
reduce la capacidad de las bacterias para adherirse contribuyendo asi a la
formacion de la biopelicula dental.

>l actoferrina: Tiene la capacidad de unirse al hierro, limitando la capacidad

de ser utilizado por algunos microorganismos durante su crecimiento.
También contribuye a la degradacion de las membranas celulares
microbianas. 92223

>Aglutininas: Son glucoproteinas que participan en la inmunidad innata y
tienen como funcion la unién a bacterias facilitando su eliminacién.?*
>Defensinas: Se catalogan como péptidos de bajo peso molecular, poseen
una gran cantidad de aminoacidos basicos capaces de elevar el pH e
impedir la desmineralizacién. Tienen capacidad antimicrobiana debido a que
establecen interacciones electrostaticas con la pared celular (carga
negativa), formando poros que permiten la fuga de componentes

intracelulares y conducen a la muerte de los microorganismos.?*%

La saliva cumple con diversas funciones para crear un equilibrio ecoldgico

apropiado y para mantener la salud bucal:

>

Lubricacién y proteccion: la saliva es un liquido seromucoso que gracias
a la presencia de mucinas permite la lubricacion y mantenimiento de la
viscoelasticidad salival. Mediadores inmunolégicos como inmunoglobulina A
(IgA), enzimaticos, péptidos, entre otras moléculas regulan la microflora

oral.?®
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Digestion: La amilasa salival participa en la degradacion de los alimentos
convirtiéndolos en estructuras mas simples para poder digerirlos con mas
facilidad. La accién de esta enzima se frena al llegar al estémago por el pH
acido que el jugo gastrico mantiene.?’

Mantenimiento de la integridad dental: Esta funcion esta estrechamente
relacionada con la sobresaturacion de iones como el calcio y fosfato que
promueven la remineralizacion del esmalte.

La estaterina es una proteina salival encargada de contribuir a la
estabilizacién de solucion de calcio y fosfato, sirve como lubricante y puede
iniciar la formacidn de wuna pelicula protectora uniéndose a la
hidroxiapatita.??

Limpieza y accion amortiguadora (Buffer): La saliva lleva cabo la
limpieza o autoclisis con ayuda de los movimientos involuntarios de la
lengua y labios, eliminando asi el exceso de alimento o sobrepoblacion
microbiana.?'??

Mantiene el pH en un equilibrio constante para amortiguar los acidos de la
ingesta dietética y los acidos que son producidos por la fermentacién de
carbohidratos realizada por las bacterias, disminuyendo asi la
desmineralizacion del diente. El bicarbonato es el buffer mas importante ya

que es capaz de neutralizar el acido formado por metabolismo microbiano.?

En la cavidad oral el pH salival oscila dentro de un rango de 6.7 a 7.5,
presentando variaciones debido al tipo de clima, hora del dia, posicion del cuerpo,
tamafio de glandulas, hora de la ultima comida y estimulos presentes en ese
momento.?® A pesar de estos factores, en el medio bucal se busca un equilibrio en
el intercambio iGnico que se da entre el esmalte y su microambiente.

Cuando el pH aumenta de valor, sucede una sobresaturacién de Ca*?y PO, en el
medio. De este modo, se incorporan iones al esmalte y a este fendmeno se le
conoce como remineralizacion. En cambio, cuando el pH de la saliva se ve
afectado y disminuye drasticamente sucede una subsaturacion de Ca*?y PO,?

produciéndose como consecuencia la desmineralizacion del esmalte.™

11



Este proceso dinamico de desmineralizacion-remineralizacion es crucial para
mantener la integridad de los tejidos dentales (Fig. 2). La pérdida de esta

homeostasis puede dar lugar al proceso de caries o erosion dental.

Ca™t

Ca™

Ca®

Figura 2. Dibujo esquematico del proceso de la A) desmineralizacién y B) remineralizacion del
esmalte dental.?®

3. EROSION DENTAL

De acuerdo con la declaracion de la Federacion Dental Internacional (FDI), la
erosion dental se define como “la pérdida progresiva de estructura dental, en el
cual el tejido dental es removido a través de un proceso quimico de origen no

bacteriano”.*°

Bonecker, Rios y Auad (2017), describen a este proceso como “el resultado de la
exposicion cronica a acidos de origen no bacteriano, lo cual es un aspecto
diferencial importante en relacién con la caries dental”.®'

En este proceso, los acidos que participan pueden ser de origen exdgeno o

enddgeno.

12



Acidos de origen exégeno

Aqui se agrupan todos aquellos acidos presentes en alimentos, bebidas
deportivas/energéticas, frutas, vegetales, aderezos, vinagre, alcohol, bebidas
carbonatadas, tés, jugos de frutas; los cuales presentan un pH muy bajo. Es
importante destacar que respecto a los alimentos y bebidas no solo influye el valor
de pH acido que presenten, sino también la frecuencia, la forma de ingestion y el
tiempo que transcurre de la ingesta del alimento acido a la realizacion de la

limpieza dental.3233

Acidos de origen endégeno
El principal acido enddgeno, causante de la erosién del esmalte, es el acido
clorhidrico; el cual, es el principal componente del jugo gastrico y que al ingresar a
la cavidad bucal afecta de manera importante la integridad del esmalte dental al

rebasar su pH critico (5.5).%

Las condiciones, en muchas ocasiones patoldgicas, que dan lugar a la exposicion
de acidos endogenos son:
»  REFLUJO GASTROESOFAGICO: Consiste en el paso del contenido
gastrico hacia la porcion distal del eséfago; en ocasiones es asintomatico
considerandolo como fendmeno fisiolégico que ocurre después y durante el

consumo de un alimento.®

» BULIMIA: Es un trastorno de la conducta alimentaria que consiste en
episodios de atracones (ingesta excesiva de alimentos) en periodos cortos
seguidos de comportamientos compensatorios que pueden ser de origen
purgativo y no purgativo.®
Los comportamientos de tipo purgativo son aquellos que se caracterizan de
vomitos autoinducidos y el uso incorrecto de laxantes y diuréticos con la

finalidad de compensar la cantidad de alimento consumido. En cambio, en

13



los comportamientos no purgativos se restringe el consumo de alimentos,
realizan dietas extremas o abuso de ejercicio.

La erosion dental o perimolisis es un signo caracteristico para el diagnostico
en un paciente que padece de bulimia de tipo purgativa y presenta un
importante problema de salud debido a la exposicidon cronica de los acidos

gastricos.>?

La erosidn se considera una patologia recurrente en la cavidad oral y se ve influida
por el estilo de vida de cada individuo. En el area dental, estas lesiones se
observan como superficies dentales uniformes y “pulidas” en las caras palatinas
de los dientes (mas cominmente observadas en dientes superiores).®

El grado de pérdida de estructura dental producido por la perimolisis es distinto en
cada individuo, pues dependen de factores como el recambio y pH salival, del
grado de mineralizacion de la superficie dental, de la presencia de parafunciones,

del consumo de un tipo de dieta acida y del nivel de higiene oral.*’

Ante este tipo de lesion podemos encontrar diferentes enfoques que tienen como

finalidad recuperar los cristales perdidos ante la agresion de los acidos.

7

4. REMINERALIZACION

El enfoque tradicional para tratar de recuperar los cristales perdidos en ambientes
acidos es la remineralizacion de la superficie del esmalte o ingenieria in situ; esto
aprovecha la capacidad de la superficie del esmalte para alterar su estructura
quimica o mecanica mediante el uso de sustratos de proteinas en un ambiente
que trata de emular las caracteristicas fisiologicas del medio bucal.*® Un agente
remineralizante se puede definir como una sustancia capaz de promover la

remineralizacion del tejido dental.®

En la actualidad el estandar de oro para la “recuperacion” de cristales sobre la
superficie de esmalte desmineralizada es el uso de compuestos a base de Fluor,

como el fluoruro de sodio (NaF) o el fluoro-monofosfato de sodio (Na,PO;F) en
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distintas presentaciones (barniz, pasta, politicas publicas de fluoracién de sal y/o

agua).®®

El fluoruro afecta las propiedades del esmalte a través del intercambio del grupo
hidroxilo en la hidroxiapatita por iones fluor para formar fluorapatita o
fldor-hidroxiapatita; esta fase mineral con iones sustituidos es mas dura y menos

soluble.*®

Recientemente, varios agentes bioactivos han surgido como alternativas para la
prevencion y tratamiento de la erosidén dental. Tal es el caso de péptidos derivados
de proteinas del esmalte, o derivados de otras proteinas e incluso se han
disefiado péptidos totalmente sintéticos quiméricos que de acuerdo a su secuencia
aminoacidica y propiedades fisicoquimicas han demostrado poseer la capacidad

de promover el depdsito de mineral sobre esmalte desmineralizado.

En este contexto, en el Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados
se han estudiado dos proteinas aisladas de la matriz extracelular del cemento
radicular. La expresion in vitro de la proteina del cemento 1 (CEMP1) se limita a
cementoblastos putativos, células derivadas del ligamento periodontal con una
localizacion perivascular y células de los espacios endosteales. Se encuentra
codificada en un gen localizado en el brazo corto del cromosoma 16 segmento
13.3 (16p13.3), presenta un peso molecular de 25.9 kDa, y un punto isoeléctrico
alcalino (pl 9.73). 4144

CEMP1 es una proteina glicosilada, fosforilada y termoestable, compuesta por 247
aminoacidos y su secuencia se encuentra enriquecida principalmente por prolinas,

glicinas, alaninas y leucinas (Tabla 1).4*3

Esta proteina posee una alta afinidad a la HA, propiedad que pudiera atribuirse a
la presencia de secuencias de aminoacidos poliacidos que tendrian la capacidad
de atraer cationes como el Ca?; ademas posee la capacidad de promover la
formacion, regula la tasa de deposicion, la composicion y la morfologia de cristales
de apatitas en estudios in vitro; e incluso, promueve la regeneracion de hueso in

vivo. 114
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10 20 30 48 50
MGTSSTDSQQ AGHRRCSTSN TSAENLTCLS LPGSPGKTAP LPGPAQAGAG

60 78 86 98 108
QPLPKGCAAV KAEVGIPAPH TSQEVRIHIR RLLSWAAPGA CGLRSTPCAL
110 120 130 140 158
PQALPQARPC PGRWFFPGCS LPTGGAQTIL SLWTWRHFLN WALQQREENS
160 170 180 156 200
GRARRVPPVP RTAPVSKGEG SHPPQNSNGE KVKTITPDVG LHQSLTSDPT
216 220 230 240

VAVLRAKRAP EAHPPRSCSG SLTARVCHMG VCQGQGDTED GRMTLMG

Tabla 1. Secuencia de aminoacidos de la proteina del cemento 1 (CEMP1).
h //lwww.uniprot.org/uniprotk PRD7

Otra molécula ampliamente estudiada es la proteina de adhesion al cemento
(HACD1/CAP) la cual fue la primera proteina aislada especificamente del cemento
humano.** El gen de esta proteina se ubica en cromosoma 10, especificamente en
la regién 13-14 del brazo corto. Este gen, durante los procesos de transcripcion
gener6 dos isoformas  diferentes, la primera es la proteina
3-hidroxiacil-CoA-deshidratasa 1 (HACD1), la cual contiene 288 aminoacidos y
esta relacionada con el metabolismo de acidos grasos. La segunda isoforma,
derivada de un splicing alternativo, es la proteina CAP conformada por 140
aminoacidos (Tabla 2). Esta proteina se diferencia de HACD1 debido a la
presencia de los ultimos 15 aminoacidos, ubicados en el extremo carboxilo
terminal.*®4” Como resultado de esto, la proteina presenta un cambio importante
en su funcion pues se ha demostrado que esta proteina promueve la migracion y
proliferacion de células del ligamento periodontal, asi como de células Oseas.
Ademas, se autoensamblan en nanoesferas e inducen la formacion de tejido

mineralizado en un modelo de defecto de tamainio critico.
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En sistemas libres de células, se ha demostrado que la proteina regula la

formacidn y crecimiento de cristales de HA.*%

10 20 30 49 50
MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPLS PTSPRCAATM ASSDEDGTNG
60 70 80 90 1ee
GASEAGEDRE APGERRRLGV LATAWLTFYD IAMTAGWLVL AIAMVRFYME
110 120 130 140

KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT FALLEVSFPS CCFSIAVIFM

Tabla 2. Secuencia de aminoacidos de la proteina de adhesion al cemento (HACD1/CAP).

https://www.uniprot.org/uniprotkb/B0YJ81

A partir de estas proteinas, se han identificado secuencias peptidicas con la
capacidad de mimetizar algunas funciones de la proteina completa, pues han
demostrado poseer alta afinidad a cristales de hidroxiapatita regulando su
formacién y crecimiento en sistemas libres de células, e incluso, inducen la
diferenciacion de células del ligamento periodontal hacia un fenotipo mineralizante
y promueven la formacion de tejido 6éseo de novo en defectos de tamano critico en

calvarias de rata y tibias de conejo.*%?

Estudios recientes mostraron que una secuencia identificada como CEMP1-p3,
conformada entre los aminoacidos 61-70 promueve la formacion y crecimiento de

fosfato octacalcico, en un sistema libre de células.>®

Estudios realizados por Santana, et al., (2020) demostraron, mediante un analisis
in silico, que CEMP1-p3 posee un caracter hidrofilico y es una secuencia cargada
de manera positiva en condiciones fisioldgicas, la cual podria interactuar con los
grupos PO,?® y OH- de minerales bioldgicos. Ademas, se destaca que esta

secuencia peptidica promueve la transformacién de fosfato octacalcico a un
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estado mas estable como lo es la HA, bajo condiciones de sobresaturacién idnica
y en una solucién fisioldgica simulada, por lo que proponen su empleo para futuros

estudios de regeneracion de tejidos mineralizados .>2

Por otro lado, la secuencia de 15 residuos aminoacidos (CAP-p15) que hacen la
diferencia entre HACD1 y CAP ha demostrado tener la capacidad de promover la
formacion de cristales de HA, esto bajo un sistema experimental de contra-difusion
en gel libre de células; ademas de poseer una alta afinidad para unirse a esta
apatita de importancia biolégica.*® En investigaciones anteriores, se empled este
péptido en la funcionalizacién de superficies de titanio (Ti) y éxido de titanio (TiO.,),
y se demostré que posee una adsorcion preferencial a las peliculas de TiO,
promoviendo la precipitacion de hidroxiapatita carbonatada en una solucidon

fisioldgica.>

En los ultimos anos, se empled este péptido en un modelo in vivo (ratas wistar),
donde los resultados demostraron que es capaz de promover la regeneracion de
cemento y hueso alveolar ya que induce la formacién de una matriz cementoide
y osteoide; a su vez, no hubo modificacién en el espacio del ligamento periodontal.
Ademas, fue visible la insercion de las fibras de Sharpey en la matriz

cementoide.**

Si bien las ventajas que brinda el empleo de péptidos bioactivos (mayor
estabilidad quimica, mas econdmicos, menos inmunogénicos, mayor especificidad
funcional) al compararse con las proteinas, les ha permitido posicionarse como
una alternativa prometedora en la ingenieria de tejidos; diversos estudios se han
enfocado en mejorar la aplicacién de estas secuencias aminoacidicas empleando
una gran diversidad de andamios o vehiculo/excipientes que permiten volver mas

eficiente su funcién, tal es el caso del quitosano.

El quitosano es un polisacarido de cadena lineal con carga positiva®, exhibe bajo
costo, biodegradabilidad, biocompatibilidad y, propiedades antiinflamatorias.*® Este

polisacarido puede sintetizarse en formar de hidrogeles proporcionando un
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sustrato para inmovilizar las unidades de nanoconstruccion de HAP y a su vez

actia como plantilla para su ensamblaje estructural.>¢-°®

Gracias a este polimero es probable que se desarrollen capas de quitosano en las
superficies de esmalte que pueden funcionar como barreras estables al pH contra
los acidos *°; Ademas, se cree que estas capas poseen efectos lubricantes en el

tejido dental.*®

Aunado al empleo de biomoléculas en diferentes excipientes, una de las
estrategias metodoldgicas mas empleadas para probar la eficacia de agentes
remineralizantes es el modelo de pH ciclico.

El proposito de este método es la reproduccidon de las condiciones de
desmineralizacion y remineralizacion que se presentan en la cavidad bucal de
manera fisioldgica (modelo Ten Cate);"® particularmente, es emular las

condiciones de saturacion idnica y pH de la saliva (6.7 a 7.5).2>%"37

El uso del pH ciclico en sinergia con la aplicacion de péptidos ha logrado ayudar

en la remineralizacion.

Para proveer de informacion cualitativa y cuantitativa respecto a la neoformacion
de depdsitos minerales se han implementado diferentes técnicas de
caracterizacion, las cuales pueden ser de caracterizacion morfolégica,
identificacion quimica, espectroscopia vibracional, analisis de propiedades fisicas,

caracterizacion cristalina y caracterizacion mecanica.*®

5. METODOS DE CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE BIOMINERALES

Técnicas de caracterizacion morfolégica

El esmalte presenta una estructura y organizacion muy caracteristica, por lo que
los multiples estudios enfocados en la remineralizacién de este tejido han

empleado una gran diversidad de técnicas para demostrar su “éxito”.
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Si bien el desarrollo tecnolégico pone a la mano técnicas muy sofisticadas,
precisas, y en ocasiones complejas; hay técnicas indispensables y que son
elementales; tal es el caso de la microscopia que nos permite observar forma,

tamano, topografia, entre otras.

El microscopio electrénico de barrido (MEB) utiliza un haz de electrones de alta
energia (5-30 kV), en lugar de un haz de luz como lo hace un o6ptico, para formar
una imagen ampliada de las distintas estructuras bioldgicas de la superficie del
objeto que se observa. Facilita la obtencion de imagenes nitidas y con una alta

resolucion de hasta 100A.%

En el MEB es necesario acelerar los electrones en un campo eléctrico,
aprovechando su comportamiento ondulatorio dentro de la columna del
microscopio. Para obtener resultados precisos, se requiere tener conocimiento con
anterioridad sobre la muestra a analizar para poder prepararla de manera correcta
y obtener asi imagenes fiables las cuales permitan un analisis representativo y

confiable.

Ademas de las caracteristicas morfologicas, es importante contar con
herramientas que nos permitan determinar la composicion quimica de las
muestras a estudiar. Particularmente, el esmalte posee un alto contenido de calcio
y fosforo, acompanado por cantidades menores de otros iones denominados

elementos traza.

Para caracterizar los cambios quimicos que presenta la superficie del esmalte se
emplean técnicas que permitan conocer la pérdida o integracion de elementos

quimicos.

Una técnica analitica muy socorrida es la Espectroscopia de rayos X por energia
dispersiva (EDS), la cual, utiliza un detector acoplado a un microscopio electrénico
y tiene como finalidad proporcionar informacién cualitativa como cuantitativa de un

material solido (minerales).
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Sumado a la identificacion de los elementos quimicos presentes en una muestra,
las técnicas de espectroscopia vibracional permiten obtener informacion de los
grupos funcionales mediante el estudio de la vibracién de las moléculas (nivel de

energia dada por los enlaces formados entre los elementos) en la muestra.

Los niveles de energia son unicos, lo cual representa una “huella digital” para cada
molécula®® y son caracterizadas por su frecuencia, intensidad y forma. La
espectroscopia Raman es una técnica no destructiva, cuyo analisis es
directamente sobre el material sin necesidad de ningun tipo de preparacion
especial y, ademas, proporciona en poco tiempo informacién quimica y estructural
de casi cualquier material o compuesto organico y/o inorganico permitiendo asi su
identificacion. Se fundamenta en un evento de dispersion de luz inelastica; donde,
el fotdn incidente tiene una energia mucho mayor que el estado cuantico vibratorio
y pierde parte de su energia debido a la vibracion de la molécula de la sonda y se

dispersa como un foton de frecuencia reducida.®
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Actualmente existe mucho énfasis con la apariencia humana, imponiendo un
patron estandar que muchos jévenes quieren lograr para adaptarse a la sociedad;
sin embargo, este patron puede desencadenar trastornos alimentarios que afectan

la salud.

Estos desordenes alimentarios pueden provocar una variedad de alteraciones
sistémicas y efectos dentales severos, entre los cuales encontramos lesiones de
erosion sobre la estructura del esmalte dental causada por el acido del vomito

inducido.

Debido al dafo irreversible del esmalte en condiciones erosivas endogenas, es

muy importante llevar a cabo una atencion integral del paciente.

Desde el punto de vista odontolodgico, numerosas investigaciones se han enfocado
en desarrollar estrategias encaminadas a la remineralizacion del esmalte dental,
ya sea mediante el uso de biomoléculas o compuestos a base de compuestos
inorganicos que permitan restituir el tejido perdido. Sin embargo, aun con los
resultados prometedores con el desarrollo de los sistemas biomiméticos que
combinan el uso de aditivos organicos o nano apatitas, su aplicacion clinica aun

requiere de mas estudios.

El presente estudio tiene como meta, estudiar el efecto de secuencias peptidicas
derivadas de proteinas del cemento radicular (CEMP1 y CAP) sobre superficie de
esmalte desmineralizado a partir de un modelo que simula lesiones por erosion

endogena.
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V. HIPOTESIS

e Hipdtesis de trabajo

Las secuencias peptidicas derivadas de CAP y CEMP1 promueven la formacién
de apatitas sobre esmalte dental humano sometido a desmineralizacion por medio

de un modelo que simula lesiones por erosion endogena.
e Hipdtesis nula

Las secuencias peptidicas derivadas de CAP y CEMP1 no promueven la
formacion de apatitas sobre esmalte dental humano sometido a desmineralizacion

por medio de un modelo que simula lesiones por erosion enddgena.

VI. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar el efecto de los péptidos derivados de CAP (CAP-p15) y CEMP1
(CEMP1-p3) sobre esmalte dental humano sometido a desmineralizacién por

medio de un modelo que simula lesiones por erosion endogena.
Objetivos especificos

» Analizar las caracteristicas fisicoquimicas de los péptidos bioactivos
derivados de CAP-p15 y CEMP1-p3.

» Determinar la capacidad de promover la mineralizacion sobre el esmalte
dental del péptido derivado de la proteina CEMP1-p3.

» Determinar la capacidad de promover la mineralizacion sobre el esmalte
dental del péptido derivado de la proteina CAP-p15.

» Describir la ultraestructura y composicion quimica de los depdsitos
formados en el esmalte por el efecto de los diferentes péptidos bioactivos
mediante diferentes técnicas de microscopia electrénica y espectroscopia

molecular.
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VI. METODOLOGIA

Péptidos bioactivos

La sintesis de los péptidos bioactivos seleccionados se llevd a cabo a partir de la
técnica de Sheppard por fase solida (Fmoc), el grado de pureza (>90%) se
determind a partir de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC); dicha
sintesis se solicitdé a la casa comercial New England Peptide (NEP, Ipswich, MA,
EUA).

Las propiedades fisicoquimicas de los péptidos bioactivos, seleccionados a partir
de la secuencia completa de las proteinas CEMP1-p3 y CAP-p15, se obtuvieron a

partir del analisis in silico.

Preparacién del gel de quitosano

El hidrogel de quitosano al 0.2% se prepar6 mezclando quitosano (con peso
molecular medio, y de un 75-85% de desacetilacion) en acido acético al 1%; esta
solucion se dejé en agitacion constante a temperatura ambiente durante 24 hrs
hasta su completa disolucién. Una vez obtenido el hidrogel, se aliquotaron en 3
tubos, en dos de ellos se afadieron 200 pg, de manera independiente, de cada

uno de los péptidos seleccionados.

Preparacion de las muestras de dientes

Se emplearon muestras de esmalte dental humano obtenidos a partir de molares
extraidos por indicaciones profilacticas, cumpliendo con todos los lineamientos y
bajo la aprobacién del Comité de Investigacién y Etica de la Facultad de
Odontologia-UNAM (CIE/0305/11/2020, con actualizacion vigente al 2022).
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Las muestras se lavaron con agua y se mantuvieron en agua desionizada a
4°C hasta que se inicio la etapa experimental.

Se analizaron con microscopio estereoscopico para excluir aquellas
muestras con defectos en el esmalte, fracturas, tinciones o caries.

Se seccionod la corona del érgano dentario 1mm por debajo de la unién
cemento-esmalte y posteriormente se obtuvieron muestras de esmalte de
aproximadamente 7mm?, con ayuda de un disco de diamante y abundante
irrigacion.

Se recubrieron con dos capas de pintura de esmalte resistente al acido,
delimitando una ventana de trabajo de 4mm?.

Para simular las lesiones por erosion enddgena se empled una solucion de
HCI (0.06 mol/L), donde se sumergieron por 3 horas y se enjuagaron con
agua desionizada (H,O dd).

Para eliminar las capas de pintura, las muestras se lavaron con acetona y
ultrasonido por 5 minutos y se enjuagaron 3 veces con H,O dd y

ultrasonido.

Seleccion de grupos

Las muestras se dividieron, de manera aleatoria, en grupos con n=10 cada uno.

Donde se contempld un grupo control sin tratamiento y grupos experimentales a

los que se les tratd con cada uno de los péptidos bioactivos. Las caracteristicas

por grupo se muestran en la Tabla 3.

GA

GB

GC

GD

Esmalte sano

Grupo control
Esmalte

desmineralizado

Grupo tratado con

quitosano.

Grupo tratado con
quitosano y
CEMP1-p3.

Grupo tratado con
quitosano y
CAP-p15.

Tabla 3. Clasificacion de los grupos.
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Tratamiento de las superficies de esmalte con péptidos bioactivos y pH
ciclico

En las muestras experimentales, de acuerdo a cada grupo, se aplicé de manera
uniforme 20 pL del hidrogel sobre la superficie del esmalte a tratar y se dejo

desecar a temperatura ambiente.

Todas las muestras se mantuvieron en una solucion desmineralizante (CaCl, 1.5
mM, Na,HPO, 0.9 mM, en un buffer de acetato 50 mM, y NaF 0.45 ppm a un pH
4.6) durante 6 hrs; posteriormente se cambiaron a una solucién remineralizante
(CaCl, 1.5 mM, Na,HPO, 0.9 mM, KCI 130 mM, NaF 0.45 ppm en buffer HEPES
20 mM con un pH de 7.2) durante 18 hrs. Entre cada cambio de solucion, se
aplicaron 20 uL del hidrogel de manera uniforme dejandolo desecar a temperatura

ambiente por 15 minutos.

Ambas soluciones se incubaron a una temperatura de 37°C durante 14 dias

siguiendo un ciclo como se muestra en la Figura 3.

Al término de los dias de cultivo, las muestras se lavaron con agua desionizada

por 50 seg y se desecaron a temperatura ambiente.

PH cicLIcO
37° por 14 dias

N

6 horas 18 horas
Solucién Solucion
desmineralizante remineralizante
CaCl, 1.5 mM CaCl, 1.5 mM
Na,HPO, 0.9 mM Na,HPO, 0.9 mM
Buffer de acetato 50 mM Buffer HEPES 20 mM
NaF 0.45 ppm KCI 130 mM
pH 4.6 NaF 0.45 ppm
pHde 7

Figura 3. Esquema representativo del pH ciclico.
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Caracterizacién de los depdsitos minerales

Se analizé la microestructura de los depdsitos formados mediante microscopia

electronica de barrido (MEB).

La composicion quimica de los depodsitos se determiné mediante Espectroscopia

molecular (EDS y Raman) (Fig. 4).

Anadlisis de resultados

Cada experimento se realizd por triplicado y por lo menos tres veces. Los
resultados se expresaron como promedio * la desviacion estandar.
Los analisis de ajustes de datos lineales y no lineales se llevaron a cabo

empleando el programa Graph Pad Prism TM.

Figura 4. Fotos representativas del proceso que llevaron las muestras para el analisis mediante
SEM, EDS y RAMAN.
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VIII. RESULTADOS

Para el desarrollo de este proyecto se seleccionaron dos péptidos, uno
proveniente de la proteina del cemento 1 (CEMP1-p3) y una segunda secuencia
aminoacidica derivada de la proteina de adhesion al cemento (CAP-p15). Las
caracteristicas fisicoquimicas de ambos péptidos se obtuvieron a partir de un
analisis in silico mediante Expasy, Scansite y GenScript y se resumen en la
tabla 4.

Péptido CEMP1-p3 CAP-p15

Secuencia QPLPKGCAAVKAEVGIPAPH VSFPSCCFSIAVIFM

Aminoacidos | POLARES POLARES
Sin carga: Q-C Sin carga: S-C
Positivos: K-H APOLARES
Negativos: E V-F-P-I-A-M
APOLARES
P-L-G-A-V-I|
Punto
Isoeléctrico 8.21 5.48
Teorico
Peso
Molecular 1.98 kDa 1.65 kDa
indice Gravy 0.06 2.033

Tabla 4. Caracteristicas de las secuencias peptidicas CEMP1p-3 y CAPp-15.
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CEMP1-p3 es un péptido conformado por 20 aminoacidos: Q(9.09%), P(36.36%),
L(9.09%), K(18.18%), G(18.18%), C(9.09%), A(36.36%), V(18.18%), E(9.09%),
1(9.09%) y H(9.09%); en su mayoria polares, que le brindan una naturaleza
hidrofilica (indice Gravy menor a 1). Esta secuencia presenta un punto isoeléctrico
tedrico (pl) de 8.21, lo cual nos indica que tiene un comportamiento alcalino,
adquiriendo una carga positiva con capacidad de unirse a aniones (como fosfatos)

en un medio fisiolégico (pH 7.2).

Por otro lado, CAP-p15 es un péptido conformado por aminoacidos como valina
(V), serina (S), fenilalanina (F), prolina (P), cisteina (C), isoleucina (I), alanina (A) y

metionina (M); que le brindan un comportamiento hidrofébico.

Esta secuencia peptidica posee un punto isoeléctrico (pl) teérico de 5.48 y un
peso molecular de 1.65 kDa mostrados en la Tabla 4, los cuales le confieren
ciertas caracteristicas relevantes como la baja probabilidad de desencadenar
respuesta inmune debido a su bajo peso molecular; ademas, el punto isoeléctrico
(pl) es un indicador de la carga negativa que el péptido adquiere al encontrarse en
una disolucion a un pH fisiolégico (pH 7.4) debido a un proceso de
desprotonacién. Esta carga le permitiria interactuar con cationes como el calcio
(Ca*?).

El indice de Gravy es un valor calculado a partir de una escala segun el algoritmo
de Kyte y Doolittle, que hace referencia al perfil hidrofébico de una molécula;
donde valores menores a 1 indica una naturaleza hidrofilica, mientras que un valor
mayor a 1 es mas bien hidrofébica. En el caso de este péptido, se confirma que

presenta un caracter hidrofdbico.
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Caracterizacién de las muestras de esmalte tratadas con los péptidos
CEMP1-p3 y CAP-p15.

En el presente estudio, primero se llevd a cabo una caracterizacion de las
superficies sometidas a un proceso de desmineralizacion con HCI (0.06 mol/L) que
tuvo como propdsito simular el efecto que sufre el esmalte dental de pacientes con
trastorno alimenticio después de, aproximadamente, 4 meses de exposicion al
jugo gastrico. El analisis de la topografia y composicion quimica elemental de las
muestras se realizd con ayuda del microscopio de barrido “JSM-7800F Schottky
Field Emission Scanning Electron Microscope” del Laboratorio Central de
Microscopia, Instituto de Fisica (IF), UNAM. 6263

Las imagenes obtenidas, a partir del analisis de MEB, de las muestras expuestas
a la solucion de HCI nos permiten observar una “ventana de desmineralizacion" de
aproximadamente 4mm? y una profundidad de 40um cuyos bordes estan bien
delimitados. Las lesiones se evidencian por una superficie quimicamente
homogénea con exposicidon de los prismas del esmalte, cuya morfologia de “patron
de escamas” se debe al proceso de desmineralizacion al que fueron sometidos
(Fig. 5A).

A partir del protocolo de desmineralizacién, un grupo de muestras fueron
recubiertas con el hidrogel de quitosano; y al evaluar dicho grupo de muestras GB,
se pueden apreciar los prismas del esmalte en forma de escamas. Sin embargo,
en aquellas muestras del grupo GC se observan muy pocos prismas expuestos
sobre la superficie del esmalte; dicho recubrimiento parece encontrarse en toda la
ventana desmineralizada. Mientras que en las superficies recubiertas del grupo
GD ya no es posible observar la presencia de los prismas expuestos;
observandose estructuras laminares de diferente tamafo dispersos en toda la
superficie (Fig. 5B-D). En el analisis EDS de todas las muestras GA-GC podemos
observar la presencia de oxigeno, fosfato, calcio como elementos principales; sin
embargo, también se detectaron la presencia de los elementos traza como sodio,
cloro, fluor e incluso azufre. La relacion de Ca/P, en practicamente todas las

muestras, no mostro diferencias. (Tabla 5).
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Figura 5. Micrografias obtenidas con MEB y resultados de EDS de las superficies expuestas a una
solucién desmineralizante (HCI 0.06 mol/L) donde se observa el patron desmineralizante
caracteristico del esmalte dental en forma de “escamas” A. B muestra superficies tratadas con

hidrogel de quitosano, mientras que en C y D ya no es posible observar el patréon en escamas

debido a la presencia del hidrogel y los péptidos CEMP1-p3 y CAP-p15, respectivamente.
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Figura 6 y Tabla 5. Resultados obtenidos de los grupos de muestras analizados mediante EDS,

donde se observan los elementos encontrados por grupo y la grafica representativa de los valores.
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Ensayo de mineralizacion de las muestras de esmalte tratadas con los
péptidos CEMP1-p3 y CAP-p15.

Todas las muestras se incubaron en un sistema de pH ciclico durante 14 dias a
37°C. Las imagenes de las muestras GA analizadas después del periodo de
incubacion nos dejaron ver una superficie uniforme con el mismo patrén de
“‘escamas” caracteristico de la desmineralizacion por erosidon y donde el analisis de

EDS no presentoé algun cambio en la relacion de Ca/P (1.62) (Fig. 6A.1).

Las superficies que fueron tratadas GB e incubadas en pH ciclico, presentan una
topografia aparentemente homogénea donde aun es posible visualizar, de manera
muy sutil, los prismas del esmalte. En este grupo la relacién Ca/P arrojoé un valor

de 1.59 que es muy cercano a la reportada para la HA (Fig. 6B.1).

En el caso del grupo GC que fue incubado en pH ciclico, es posible observar
algunos depositos dispersos en toda la superficie cuya relaciéon Ca/P es de 1.83.
Mientras que, para el grupo GD, se observa la presencia de depdsitos de
diferentes dimensiones en forma de estratos y que recubren no solo toda el area
de la superficie sino que rellenan el defecto, lo cual se evidencia por la pérdida de
los bordes que delimitan la ventana de desmineralizacidon. Esta capa de depdésitos
identificados mostraron una razon Ca/P de 1.62 la cual es compatible con HA%
(Fig 6C.1-D.1).
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Figura 6. Micrografias obtenidas con MEB y resultados de EDS de las superficies expuestas a una
soluciéon desmineralizante (HCI 0.06 mol/L) y posteriormente a pH ciclico. Donde se observa el
patréon desmineralizante caracteristico del esmalte dental en forma de “escamas” A. B muestra

superficies tratadas con hidrogel de quitosano, mientras que en C y D ya no es posible observar el

patron en escamas debido a la presencia del hidrogel y los péptidos CEMP1-p3 y CAP-p15,

respectivamente.
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Con el objetivo de determinar la composiciéon quimica de los depdsitos formados
en las muestras después de la incubacion en pH ciclico; se analizaron con el
equipo “DXR RAMAN, Thermo Scientific’, con una longitud de onda de 780nm,
una apertura de 25um y un tiempo de adquisicion de 10 segundos por cada
muestra y se obtuvo un rango de 0-2000 cm-1. Diversos estudios de
caracterizacion del esmalte, mediante espectroscopia de Raman, han reportado la
presencia de picos intensos en 437 cm-1, 967 cm-1 y 1051 cm-1, que
corresponden al espectro caracteristico de la HA; sin embargo, también es posible

identificar otras bandas como 586 cm-1, 597 cm-1.

Los espectros obtenidos del esmalte sometido a erosion GA muestran la
presencia de las bandas 440, 554 y 959 cm-1; mientras que las muestras tratadas
con el quitosano GB presentan las bandas 446, 582, 958 y 1066 cm-1, y
particularmente la presencia de 144 cm-1 podria representar la presencia del
quitosano. Por otro lado, los depdsitos formados en las muestras del grupo GC
nos permiten identificar la presencia de las bandas 444, 574, 836, 958 y 1079
cm-1 y los depésitos formados por el efecto de CAP-p15 nos permite identificar las
bandas 428, 585, 838, 958, 1079 y 1395 cm-1. (Fig. 7). En los grupos tratados
con los péptidos, se observan bandas caracteristicas del grupo PO,? de la HA,
pero que se encuentran “desplazados” o se registran diferencias en la amplitud o
intensidad de la misma; lo que nos indica que la presencia de los péptidos inducen

un cambio en la composicién quimica de estos minerales.
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Figura 7. Analisis mediante espectroscopia RAMAN de los 4 grupos de muestras.
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IX. DISCUSION

En la actualidad, se han desarrollado multiples estudios enfocados en la
remineralizacion del esmalte dental, empleando protocolos que simulen las
condiciones que enfrenta el esmalte dentro de la cavidad bucal. En el presente
estudio se empled un protocolo que da lugar a un proceso de erosion que trata de
mimetizar el proceso de desmineralizacion ocasionado por la exposicidon crénica
del HCI en pacientes con trastornos alimenticios (bulimia). En este trabajo,
empleamos un método facil y practico que causa la pérdida homogénea de
estructura mineral de aproximadamente 30um, el cual es similar a la erosion
reportada en la literatura y reconocida como lesiones de mancha blanca.?”® La
caracterizacion mediante SEM de las lesiones por erosién nos muestra la tipica
morfologia de “escamas” reportada en otros protocolos de desmineralizacién, e
incluso, no se observaron cambios en la composicion quimica elemental de la
lesion. Estos hallazgos concuerdan con estudios realizados por Mukherjee, K. y
colaboradores (2018), asi como de los resultados obtenidos por Wang, D. y
colaboradores en donde concluyen que la relacion Ca/P no se vio modificada entre
sus grupos de estudio.®>™ Por lo tanto, el modelo empleado en este trabajo nos
garantiza una superficie con prismas expuestos de manera regular.>® Este método
de desmineralizacion combinado con un sistema de pH ciclico es un buen modelo

para simular las condiciones de pH en la cavidad oral.

Durante afos se han estudiado multiples agentes bioactivos enfocados en la
prevencion y tratamiento de la desmineralizacion del esmalte dental; siendo el
fosfopéptido de caseina uno de los péptidos biofuncionales mas reportado en la
actualidad con estos fines remineralizantes.®® La capacidad de este péptido se
asocia a su capacidad para estabilizar los iones de calcio y fosfato en lesiones
incipientes, permitiendo inducir la remineralizacion.®® Por otro lado, el &acido
poli-y-glutamico (PGGA) ha demostrado poseer una gran afinidad a la

hidroxiapatita del esmalte dental; este biopolimero ha dado resultados benéficos
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en los sistemas ciclicos de remineralizacion-desmineralizacion ya que inhibe la
disolucion de los cristales de hidroxiapatita.”

En este sentido, en el Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados,
se han identificado péptidos bio-funcionales derivados de las proteinas CEMP1 y
CAP, y que han demostrado tener la capacidad de regular la formacién y el
crecimiento de cristales de apatita de importancia biologica (OCP, HA) en
diferentes modelos in vitro.*4%2** En este estudio, empleamos los péptidos
CEMP1-p3 y CAP-p15 en combinacién con un hidrogel de quitosano, el cual se ha
demostrado que a una concentracion del 0.2% es un buen agente que permite la
inmovilizacién de biomoléculas de diferente naturaleza. Los resultados obtenidos
muestran que el empleo del quitosano como un gel no generé cambios en la
naturaleza quimica de la lesion y tampoco tuvo un efecto en la remineralizacion
del esmalte erosionado; por lo que resultdé ser un buen vehiculo para la
inmovilizaciéon de los péptidos empleados. Esta capacidad de poder interactuar
con los péptidos bioactivos demuestran las bondades de este hidrogel, ya que al
emplear tanto a CEMP-p3 (secuencia hidrofilica y de naturaleza alcalina) y a
CAP-p15 (secuencia hidrofébica y acida) se observd que ambas secuencias
fueron capaces de promover el depdsito de minerales sobre el esmalte
desmineralizado; esto pudiera explicarse a la capacidad del hidrogel de establecer
interacciones electrostaticas y/o hidrofobicas y que permiten la interaccidon con
cationes (como el Ca*?) o aniones (PO,?) que juegan un papel importante en la
nucleacion y crecimiento de minerales como las apatitas.

Si bien ambas secuencias mostraron la formacién de precipitados sobre la
superficie del esmalte, el empleo de CEMP-p3 mostré la formacién de algunos
cristales aislados; mientras que el empleo de CAP-p15 dio lugar al llenado de toda
la lesion originada por el modelo de erosion enddgena. Los depdsitos observados
en las muestras tratadas con este péptido nos dejan ver cristales en forma de
placas y desorganizados. Hoy en dia, el empleo de estrategias biomiméticas en la
remineralizacion del esmalte no se ha reportado un crecimiento ordenado y de
manera longitudinal en la superficie desmineralizada. Sélo algunos casos, se

describe mediante imagenes la recuperacion del patron caracteristico del esmalte
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(en forma de “escamas de pescado” o “cerradura”).’””" Estudios realizados por
Bouropolous et al. 2001 y Aizenberg et al. 1995, concluyeron que la forma de los

depositos minerales refleja la naturaleza del entorno en el que crecen.’"

La composicidn quimica superficial de las muestras se llevdé a cabo mediante la
técnica de EDS; el analisis demostrd que los depdsitos minerales formados por el
efecto de ambos péptidos estan formados principalmente de calcio y fosfato. Sin
embargo, el analisis por EDS es muy localizado y semicuantitativo, por lo que se
requiere de técnicas complementarias para la caracterizacion quimica de los
depositos formados.®? En este trabajo, empleamos la espectroscopia Raman para
determinar la composicion quimica elemental, ya que se basa en la medicién de la
luz dispersada (obtencion de bandas) el medir el estado de vibracién de los grupos
funcionales (estructura quimica) presentes en un material, al incidir un haz de luz
monocromatico.*

Los resultados obtenidos por Raman nos demuestran que los depdsitos
encontrados en las muestras tratadas con ambos péptidos estan compuesto de
hidroxiapatita. Sin embargo, se observan ligeros cambios en la intensidad y
amplitud de las sefales de los grupos PO,® asociados a la presencia de los
péptidos biofuncionales. En estudios previos se han reportado que cristales
inducidos con el péptido de CAP en un sistema libre de células, presentan bandas
en 431 cm-1, 593 cm-1, 963 cm-1 y 1011 cm-1, las cuales corresponden a los
cambios de energia inducidos por los iones de la Hidroxiapatita.®® Wang y Cols
identificaron la banda 962 cm-1 en cristales de HA donde lo atribuyeron a un
crecimiento ordenado y cristalino de esmalte remineralizado.”

Por lo anterior, los hallazgos de este estudio sugieren que los péptidos empleados
con el hidrogel promueven el depdsito de hidroxiapatita en esmalte

desmineralizado.
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X. CONCLUSIONES

El protocolo de desmineralizacion empleado en el presente trabajo, simula la
erosion enddégena producida por la exposicion crénica (4 meses) al HCI del jugo

gastrico.

El péptido CEMP1-p3 es una secuencia hidrofilica y de naturaleza alcalina,
mientras que CAP-p15 es un péptido hidrofébico acidico, que al emplearse con un
hidrogel de quitosano (vehiculo), en un modelo de pH ciclico, nos permitié evaluar
su efecto “remineralizante” en el tratamiento de lesiones por erosion endogena del

esmalte dental.

El empleo de diferentes técnicas de caracterizacion fisicoquimica como MEB, EDS
y espectroscopia RAMAN nos demostraron que ambos péptidos promueven la
formacion de cristales de HA; sin embargo, la aplicacion de Cap-p15 promueve el
llenado de la lesidn producida por la erosion, aunque dichos cristales se observan

de manera desordenada.

Considerando las limitaciones de este trabajo, creemos que seria importante
probar diferentes concentraciones de los péptidos e incluso diferentes
compuestos (agua desionizada, quitosano, etc) como vehiculo que permita una
mejor distribucion, que dé lugar a la formaciéon y crecimiento ordenado de
depdsitos cristalinos. Asi como también, llevar a cabo pruebas mecanicas de los
depdsitos formados con la finalidad de valorar el poder de adhesién a la estructura

del esmalte.
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Xl. ANEXO

CODIGO DE AMINOACIDOS

Codigo de 1 letra

Codigo de 3 letras

Aminoacido

- I 0 OO m O O Z2 =™ > m

< S 4 < v v R r

Glu
Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Phe
Gly
GIn
His
Iso
Leu
Lys
Met
Pro
Ser
Tyr
Thr
Trp
Val

Acido glutdmico

Alanina
Arginina
Asparagina
Aspartato
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Glutamina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptofano

Valina
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