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Resumen
Antecedentes. El esmalte dental es el tejido mas duro sintetizado por cualquier organismo
Vivo, esta caracteristica fisica no lo exime de ser altamente susceptible a la disoluciéon quimica
de sus componentes en medios con pH menor a 6, esto es debido a que es el Unico tejido del
diente expuesto al medio bucal. La disolucion progresiva de dichos cristales (por caries y/o
erosion) favorece un desequilibrio en el proceso de desmineralizacion-remineralizacion y tiene
como consecuencia la generacion de una lesion de tipo mancha blanca que puede dar lugar a
una lesion cavitada. Se han buscado alternativas terapéuticas para detener, e incluso revertir
la pérdida de los cristales de hidroxiapatita que constituyen el esmalte dental, siendo el mas
utilizado el tratamiento con fluoruro en distintas presentaciones. Aun cuando se trata del
“estandar de oro” para el tratamiento de las lesiones cariosas iniciales o “mancha blanca”, se
ha demostrado que los cristales regenerados no tienen las caracteristicas fisicas que aseguren
su permanencia en la superficie del esmalte o que imiten la compleja arquitectura de este
tejido; por lo cual, se han buscado alternativas basadas en el crecimiento dirigido de cristales
facilitado por moléculas polipeptidicas que imiten a las proteinas encontradas en la matriz
organica que dan origen al esmalte. En la literatura hay multiples estudios que emplean
secuencias peptidicas naturales o disefiadas in silico que, a partir de estrategias técnicas y
metodoldgicas especificas han demostrado poseer la capacidad de nuclear y dirigir el
crecimiento de cristales minerales. Tomando esto en cuenta se disefié un protocolo de revision
sistematica con el objeto de identificar las secuencias de aminoacidos con la capacidad, no
solo de promover la nucleacién y crecimiento de cristales de hidroxiapatita, sino también de
hacerlo de una manera ordenada para imitar la morfologia del esmalte dental, sus
caracteristicas quimicas, fisicas y mecanicas y con ello, detener la progresion de las lesiones
de tipo mancha blanca a lesiones cavitadas, e incluso regenerar los cristales perdidos.
Objetivos. Analizar y describir el uso de péptidos como agentes remineralizantes sobre
lesiones de tipo mancha blanca en el esmalte dental. Metodologia. Los estudios se
identificaron y seleccionaron a partir de los principales buscadores de literatura médica
incluyendo MEDLINE (a través de Pubmed), LILACS, SciELO, Ovid, Web of Science, Google
académico, Academic Search Ultimate, Applied Science And Thecnology Source Ultimate,
CINAHL with full text, Dentistry & Oral Sciences Source, E-Journals, MedicLatina (a través de
EBSCO) y TESIUNAM. Se incluyeron todos los ensayos experimentales in vitro que analizaran
el empleo de péptidos para remineralizacion de lesiones tipo mancha blanca sobre esmalte
dental humano. Resultados. La busqueda de articulos se realiz6 de manera continua desde
el dia 26 de abril del 2021. Una vez realizada la revision de titulos y resimenes, se obtuvieron
55 estudios para la extraccion de informacion. Los estudios incluidos se publicaron entre 1997
y 2021. A partir del analisis de los articulos seleccionados se mostro que el péptido mas
estudiado es el Fosfopéptido de caseina (CPP) reportado en 22 estudios, seguido por el
péptido de autoensamblaje P11-4 reportado en 14 estudios. Los autores recurrieron a distintas
técnicas para la caracterizacion fisica, quimica y de las propiedades mecéanicas de los
depdsitos formados. La técnica mas recurrida para el andlisis de la morfologia de los depdésitos
es la microscopia electronica de barrido (28 estudios), seguida de microscopia de fuerza
atomica (11 estudios), microscopia electronica de transmision (5 estudios) e imagen
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radiolégica (en 5 estudios). Ademas, diversos estudios emplearon técnicas como EDS/EDX,
de fluorescencia, deteccion de iones captados/liberados desde la muestra y espectroscopias
vibracionales para el analisis quimico de los depdsitos formados. Las fases minerales de los
depdsitos se identificaron principalmente por difraccién de rayos X y difraccion electrénica. Por
ultimo, las pruebas mecanicas mas reportadas se enfocaron en la determinaciéon de la dureza
(mediante ensayo de dureza de Vickers, ensayo de dureza de Knoop y nanoindentacion),
modulo elastico (nanoindentacion) y fuerza de adhesion (ensayo de Ultima emisién acustica al
rasgado) de los depdésitos formados. Conclusiones. En esta revision se encontré una gran
variedad de estudios donde emplean secuencias peptidicas con potencial para la
remineralizacion de lesiones de tipo mancha blanca en esmalte dental humano. Se han
desarrollado estrategias que emplean secuencias aminoacidicas naturales, péptidos sintéticos
e incluso quiméricos que aprovechan las cualidades de regiones funcionales en una o varias
proteinas para promover la remineralizacion; ya sea interactuando con caras cristalinas, o que
tiene la capacidad de autoensamblarse para formar un andamio que dirija el crecimiento de
cristales que cumplan con las caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas del esmalte.
Ademas, se observé una gran heterogeneidad de técnicas para la caracterizacion de los
depositos formados. Solo algunos de estos péptidos ya se utilizan en el ambiente clinico (CPP
y P11-4); sin embargo, los resultados de las pruebas mecanicas aun no son del todo
satisfactorias, por lo que aun debemos ser cautelosos con su aplicacion clinica.



Contenido

INEFOAUCCION .ottt bt e bbbt s bt b et e bbb bbb bt st st s st st s 7
IMBICO TEOTICO .ttt ettt sttt b ettt b et b et bt h et h e bbbtk e st e b e s e b en e e b et e b e b e b e e eb e et e bt st eneebenenbenea 8
Planteamiento del problemay JUSHIfICACION .....c.oooiiiiiiiiiiieee e 19
(O T L= 110 1= RS RSRPSRR 20
V1= oY Fo] Lo o L - VOSSR 20
RESUITAUOS. ...ttt bbbt b bbbt b et s e b et b et e bttt b e eb e b e 22
Resultad0os de 12 DUSQUEAA. ......cc.coiiiiiie et 22
Evaluacion del rieSg0 0@ SEST0 . .c.uiiiiieiiieeieete ettt a et 23
PEéptidos iNCIUIAOS €N ESTA FEVISION ...c.eeiieieiecteeeeeee ettt st era e besreeaesreenaeneas 25
FOSTOPEPLIAO AE CASEINA....c.uiiieiiieeeeee et st a ettt e s be et e s beeaaebeereeneenns 28
T SO PRPRPRRRPRR 29
ACIAO POII-Y-GIUTAMICO .ottt 30
HISTAING 5 (HS-SPHD) ..ottt sttt eae e 31
Péptidos derivados de la estaterina (DpSpSEEKC / DDDEKC 0 Péptido 7) ...cccvvvvevecreeneennne. 31
Péptidos derivados de la fosfoproteina dentinaria (3DSS/BDSS).......ccccoovevevvieeceneeciecie e, 32
Modificacién de péptidos derivados de la fosfoproteina dentinaria (NSS/5NSS/3NSS) ....... 33
Péptido derivado de TUFLEIINA (TDP) ....cvcieiiieiceseeeeeeee ettt se s 34
Péptido sintético analogo de proteinas no amelogeninas (NAA)......cceecececce e, 34
Péptidos derivados de amelOgeNINA .......cccciiiiiiceeeiceeee ettt sttt s re e 35
C-AMGI/PEPLIAO “B ...ttt e ettt et et et et et etetetesesesenenas 35
Péptidos derivados de amelogenina (SHADPS5 Y MPP3).....c..coiiiiiiieieieeceeeeese e 35
Péptido de amelogenina rico en leucina (LRAP-MLRAP) ... 36
QPALATKREEVD ...ttt ettt b ettt et be e s bt e s bt e sabesabe e bt e be e bt e sbeesaeesnteenbeens 37
P ettt ettt ettt ettt s ettt ettt e s et s en e eseeree 37
PEPLIAO “A” ... bbb bbbttt 37
P2B-P B2, b bbb bbbttt 38
Caracterizacion de los dep6sitos neoformados por efecto de 10s péptidOS......ccccvevvevieieeeneennne. 39
CONCIUSIONES. ..ottt h bt b sttt a e bt e bt e b e s b e b et e e et e st e bt e bt e b e s b e b et e s e e e e st enis 46
REFEIENCIAS ...ttt ettt b e s bt s h e bt et se e bt e b e sb e b e st e b et e e eneeneenens 47



Introduccion

El esmalte dental es el tejido méas duro sintetizado por cualquier organismo vivo, esta
constituido principalmente por cristales de hidroxiapatita (HAP); la dureza de este material esta
determinada no solo por el alto contenido mineral si no por la organizacion en prismas ultra
compactados que lo constituyen; esta caracteristica fisica no lo exime de ser altamente
susceptible a la disolucion quimica de sus componentes en medios con pH menor a 6; esto se
debe a que es el unico tejido dental expuesto al medio bucal, por lo que puede estar en
contacto directo con los acidos producidos por las bacterias en la biopelicula dental y
moléculas acidas de los alimentos incluidos en la dieta. La disolucién progresiva de los cristales
del esmalte dental favorece un desequilibrio en el proceso fisioldgico de desmineralizacién-
remineralizacion y tiene como consecuencia la generacion de lesiones de tipo mancha blanca
qgue, con el tiempo, pueden progresar en lesiones cavitadas irreversibles conocidas como
caries dental. Como se menciond, los cristales tienen un ciclo natural de desmineralizacion y
remineralizacion que depende del pH y de la concentracién de los iones Ca?* y PO4%* disueltos
en la saliva. Aprovechando este proceso natural se han buscado alternativas terapéuticas para
detener e incluso revertir la pérdida estas lesiones. El tratamiento mas utilizado es el empleo
de fluoruro en distintas presentaciones, desde dentifricos de uso diario, hasta barnices
utilizados en la practica dental profesional; sin embargo, aun cuando se considera como el
‘estandar de oro” para el tratamiento de las lesiones de tipo mancha blanca, se ha demostrado
que los cristales regenerados no tienen las caracteristicas fisicas que aseguren su
permanencia en la superficie del esmalte o que imiten la compleja arquitectura de este tejido.
Debido a esto, se ha recurrido a diversas estrategias basadas en el uso de moléculas
polipeptidicas que controlan la formacidn y crecimiento cristalino, que con ayuda del desarrollo
tecnolégico ha permitido emplear una miriada de herramientas que hacen posible una
caracterizacion mas especializada de los depdsitos formados.



Marco Tedrico
Esmalte dental.

El esmalte dental es un tejido ultra-conservado entre los mamiferos que recubre la corona del
diente!; se origina durante un proceso llamado amelogénesis el cual, es llevado a cabo por
células de origen ectodérmico llamadas ameloblastos. Estas células secretan una matriz no
mineralizada compuesta por proteinas (principalmente amelogenina) que dirigen la
mineralizacion del tejido y que al propio tiempo se degradan gracias a la accion de enzimas
como la metaloproteinasa de matriz 20 MMP20%*. De acuerdo con estudios recientes, los
productos de la degradacion proteica (péptidos) son los responsables de dirigir la organizacion
de los cristales minerales a manera de prismas, estos se encuentran rodeados por una capa
llamada vaina del esmalte, que contiene proteinas y agua y que representa apenas el 5% del
peso total del esmalte 6. Una vez que ha terminado la sintesis del esmalte las células que le
dan origen mueren y con ellas cualquier posibilidad de regeneracion.

El esmalte dental estd compuesto por una biocerdmica nanocompuesta mineralizada >7:8
especifica del esmalte dental® constituida principalmente —entre un 94 y 96% del total de
pesot?10-14—  por cristales de hidroxiapatita (cuya férmula estequiométrica es
[Ca10(PO4)s(OH)2] 141°); pero que, por su origen biolégico contiene elementos traza que
incluyen iones COs%, Na*, Mg?*, Fe?*, F-, Zn?*210.16_ Debido a su alto contenido mineral,
representa al biomaterial mas duro encontrado en los seres vivos 1.

Los cristales de HAP del esmalte tienen un patron de crecimiento paralelo organizado en
“prismas” 5810121819 o “ygrillas” 135913 que recorren todo su espesor, desde la unién
amelodentinaria hasta la superficiel*® (Figura 1)La direccién de los prismas es generalmente
perpendicular a la superficie de la dentina, excepto en la region cervical donde son mas bien
oblicuos®.

Figura 1 . a) llustracién 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. He LH, Swain M V. Understanding the mechanical behavior of human enamel from its structural and
compositional characteristics. ) Mech Behav Biomed Mater. 2008;1(1):18-29.



Sorprendentemente, a pesar de su alta dureza se trata de un tejido sumamente resiliente, lo
gue puede deberse a: 1.- Su asociacion con otro tejido mineralizado subyacente (dentina) con
mayor contenido de agua y proteinas. 2.-La compleja organizacion jerarquica en forma de
prismas que le brindan mayor resistencia a fuerzas 1>%1°y 3.- El recubrimiento interprismatico
gue brinda la vaina del esmalte. Todos estos factores lo definen como un composite
ortotrépico; es decir, presenta un comportamiento mecanico diferente en distintas
direcciones(Figura 2)?°. Esta caracteristica permite al esmalte resistir las gigantescas fuerzas de
masticacion (=770N) desde distintas direcciones, sin perder su estructura®.

N

tt e
(@) (b) (c)
Prismas D D Vaina interprismatica

Figura 2. llustracion esquemdtica del modelo de composite ortotropico; se representa la respuesta de la estructura del esmalte en distintas

condiciones, a) tension uniforme. b) estrés uniforme. c) carga de indentacion. He LH, Swain M V. Understanding the mechanical behaviour of human enamel from its
structural and compositional characteristics. ] Mech Behav Biomed Mater. 2008;1(1):18-29

Caries dental

El esmalte es el Unico tejido del diente que, en condiciones de salud, se encuentra en contacto
directo con el medio bucal, donde se lleva cabo un proceso dinamico de desmineralizacion-
remineralizacion dependiente de pH. El proceso de desmineralizacion de los prismas del
esmalte esta determinado por la solubilidad de la hidroxiapatita, la cual depende directamente
del pH: al encontrarse en un medio acido los iones de PO,3" y OH™ se unen a iones H* del
medio para formar HPO,2” y H,O (Figura 3). Cuando los iones de PO,3, OH™ y Ca?" se
encuentran en sobresaturacion, la disolucion de hidroxiapatita cede y se reincorporan a la
estructura cristalina, repitiendo el ciclo hasta alcanzar de nuevo la saturacion (fenédmeno
conocido como remineralizacién). Por tanto, la remineralizacion del esmalte requiere la
sobresaturacién de los iones perdidos y los cristales de hidroxiapatita parcialmente
desmineralizados pueden crecer a su tamafo original. Sin embargo, el esmalte maduro no
puede regenerarse a si mismo después de una pérdida mineral sustancial, que a menudo
ocurre como consecuencia de la erosion o debido a la caries dental 2.
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Figura 3. A. Esquema que representa la disolucion de los prismas del esmalte por ataque dcido. B. Estadio temprano de la caries dental.
En este modelo la caries es producto de la actividad debajo de una biopelicula; las bacterias incluidas en esta pelicula metabolizan
azucar y otros carbohidratos y producen lactato y otros dcidos con lo que se lleva a cabo el intercambio idnico y disolucion de cristales
que se ilustra en A. Hannig M, Hannig C. Nanomaterials in preventive dentistry. Nat Nanotechnol. 2010;5(8):565-9.
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La caries dental esta definida como:

“‘Una enfermedad dindmica multifactorial, no transmisible, mediada por una biopelicula y
modulada por la dieta que resulta en la pérdida neta de tejidos mineralizados” (Fejerskov 1997;
Pitts et al. 2017)?. El desarrollo de lesiones cariosas es determinado por factores biolégicos,
psicolégicos, del comportamiento y ambientales?®?.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud se trata de la enfermedad no transmisible mas
comun y afecta alrededor del 50% de la poblacion mundial?®, esta caracterizada por la
desmineralizacion del esmalte, la dentina o el cemento causada por bacterias productoras de
acidos que alteran el proceso dindmico de desmineralizacion-remineralizacion. Durante el
proceso carioso podemos identificar un estadio inicial o caries incipiente identificada
clinicamente como una mancha blanca; estas lesiones son sitios de desmineralizacion que
resultan en una superficie porosa con menor translucidez y cuya consecuencia es la de una
apariencia opaca ?!; es importante resaltar que este término solo se refiere a la apariencia
clinica y no representa o define la actividad de la lesién??(Figura 4). Dado que la lesién de
mancha blanca puede ser reversible, la sintesis de esmalte es de gran interés para los
odontélogos® 1924,
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Figura 4. Lesiones de mancha blanca (WSL). Heymann GC, Grauer D. A contemporary review of white spot lesions in orthodontics. J Esthet Restor Dent.
2013;25(2):85-95.

Terapéutica actual y alternativas para remineralizacién del esmalte dental.

El enfoque tradicional para la recuperacion de cristales perdidos en ambientes acidos es la
ingenieria in situ o remineralizacion de la superficie del esmalte; este, se aprovecha de la
capacidad de la superficie del esmalte de alterar su estructura quimica o mecanica al crecer
capas de apatita parecidas al esmalte utilizando sustratos de proteinas del esmalte y
soluciones especificas para el crecimiento de apatitas®.

En la actualidad el estandar de oro para la recuperacion de cristales sobre la superficie de
esmalte desmineralizada es el uso de fluoruros en distintas presentaciones (barniz, pasta,
politicas publicas de fluoracion de sal y/o agua). Los beneficios relacionados al fluoruro para
la salud dental y resistencia del esmalte contra la caries son reconocidos desde los estudios
de Mckay y Black?®. El fluoruro afecta las propiedades del esmalte a través del intercambio del
grupo hidroxilo en la hidroxiapatita por iones flaor para formar fluorapatita o flor-hidroxiapatita,
esta fase mineral con iones sustituidos es mas dura y menos soluble, lo que la vuelve mas
resistente a ambientes &cidos, sin embargo, el uso excesivo de fluoruro puede derivar en la
aparicion fluorosis®.

Los enfoques para la regeneracion del esmalte se han visto limitados por la alta complejidad
para imitar el proceso de amelogénesis y con ello el crecimiento de prismas similares a los
encontrados en el esmalte dental; se han desarrollado métodos con los que se ha generado
tejido parecido al esmalte, lo que nos acerca cada vez mas a la regeneracion de este tejido
tan especializado*91213.19.24.26-31,
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Las alternativas actuales incluyen enfoques fisicos, ingenieria bioquimica, cultivos celulares
del 6érgano del esmalte, ingenieria tisular y regeneracion dental completa; todas estas técnicas
han tenido avances importantes para la sintesis de tejido parecido al esmalte, pero tienen
limitaciones importantes para su aplicacion °.

Métodos de caracterizacién de depdésitos minerales formados sobre
esmalte dental desmineralizado

El avance tecnoldgico ha permitido el desarrollo de biomateriales a escala micro y nanométrica.
El uso de técnicas cualitativas y cuantitativas se han complementado para proveer informacion
trascendental acerca de las caracteristicas y propiedades fisicoquimicas de los depdsitos
minerales neoformados a partir de estrategias metodologicas novedosas encaminadas a la
remineralizacion/regeneracion del esmalte dental. Algunas de las técnicas de caracterizacion
mas comunmente empleadas se describen a continuacion.

e Técnicas de caracterizacion morfologica:

Como se mencionod, una caracteristica que diferencia al esmalte de otros tejidos
mineralizados es su estructura y organizacion, para ello se han utilizado técnicas de imagen
gue permitan observar forma, tamafo y topografia de los depdsitos que se forman sobre la
superficie gracias al uso de péptidos.

- Microscopia electronica de Barrido —SEM— (Scanning Electron Microscopy)

La microscopia electronica de barrido (SEM; siglas en inglés de Scanning Electron Microscopy)
es una técnica que proporciona imagenes y datos fisico-quimicos de la superficie de cuerpos
generalmente opacos a los electrones, como lo son los minerales, por medio de un delgadisimo
haz de electrones que recorre dicha superficie y detectores que traducen las sefiales que de
ella emanan®?. Es la técnica mas importante para el analisis de caracteristicas morfoldgicas
como tamario, forma y topografia de los especimenes, ya que permite ver objetos mucho mas
pequefios y texturas mas finas que los microscopios 6pticos. Esto se debe a que tienen un
mayor poder de resolucion®. Los detectores mas empleados en el estudio de muestras
biol6gicas son: los electrones secundarios emitidos por la muestra, los de electrones del haz
retrodispersados por la muestra, y los de rayos X emitidos por la muestra3?

- Microscopia electronica de transmision —TEM— (Transmission Electron
Microscopy)

La microscopia electrénica de transmision (TEM; siglas en inglés de Transmission Microscopy)
es una técnica de alta resolucién que suele ser usada para el analisis de estructuras de escala
nanométrica; este tipo de microscopia permite la observacion de estructuras a mucho mayor
aumento que la microscopia electrénica de barrido. Una desventaja de esta técnica es que se
requieren muestras sumamente delgadas o en polvo para su observacion.
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La TEM esta basada en la interaccion entre un haz de electrones de alta energia y una muestra
muy delgada. La amplitud y variacion de fase del haz transmitido provee imagenes de las
nanoparticulas34. Esta técnica proporciona una resolucién interatbmica que permitiria
identificar las celdas unitarias presentes en los minerales, por lo que permite realizar
mediciones analiticas .

- Microscopia de fuerza atdmica —AFM— (Atomic Force Microscopy)

La microscopia de fuerza atomica (AFM; Atomic Force Microscopy) es una técnica
comunmente utilizada para la caracterizacibn de nanoparticulas y nanomateriales; ofrece
informacion cualitativa y cuantitativa de una superficie incluyendo tamafio, forma, topografia y
rugosidad. El uso de AFM permite caracterizar particulas desde 1nm hasta 8um y ofrece la
oportunidad de visualizar imagenes en tres dimensiones®.

El microscopio de fuerza atdmica consiste en una punta afilada soportada por un brazo, la
punta se mueve en respuesta a interacciones con la superficie y este movimiento es registrado
por un laser con un fotodiodo®’. Este microscopio puede operarse en 2 modos basicos:
contacto y “tapping”. En el modo contacto la punta se encuentra en contacto continuo con la
superficie a analizar, mientras que en el modo “tapping” la punta se mueve en contacto
intermitente con la muestra®’.

AFM es utilizada también para medir y localizar distintas fuerzas como fuerza de adhesion,
fuerzas magnéticas y propiedades mecanicas para caracterizar asi la superficie de las
muestras.3’

e Técnicas de identificacion quimica.

Como se ha resaltado, una de las caracteristicas principales del esmalte dental es su alto
contenido mineral y su composicion por iones inorganicos; para caracterizar los cambios
quimicos en la superficie del esmalte se han utilizado técnicas que permitan identificar y
cuantificar los elementos y compuestos que forman parte de esta estructura. Por otro lado,
debemos recordar que el esmalte dental se encuentra en un proceso dindmico de liberacion y
recaptacion de iones modulado por el ambiente; asi se han utilizado técnicas que permitan
cuantificar la pérdida o integracion de los iones que forman parte de la HAP como Ca?*y POs*
en un medio sobresaturado en presencia y ausencia de péptidos. En esta revision se utilizaron
las siguientes técnicas para caracterizar las propiedades quimicas de dichos depdésitos:

- Espectroscopia de rayos X por energia dispersiva —EDS/EDX/XEDS— Energy
Dispersive X-Ray Spectroscopy

La espectroscopia de rayos X por energia dispersiva (EDX, EDS o XEDS; siglas en inglés para
Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) se realiza mediante un detector que suele estar
acoplado a un microscopio electrénico (ya sea de barrido o de transmision). Proporciona un
analisis semicuantitativo de los elementos presentes en la superficie de una muestra y el
mapeo posicional general en ella. Aqui un haz de electrones de alta energia es bombardeado
en una muestra y los rayos X emitidos por la muestra son recolectados por un espectrometro
de dispersion de energia. La energia de los rayos X generados es caracteristica de la
estructura atbmica del elemento desde el que se emite. El haz de electrones se escanea a
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través de la muestra para verificar la uniformidad espacial y la homogeneidad de los elementos
detectados 8.

En remineralizacion de esmalte se ha utilizado para la identificacion de los elementos
constitutivos de la superficie y es particularmente Gtil para determinar la relacion atémica
caracteristica entre Ca y P de diversas fases minerales; con esta herramienta se puede
identificar la similitud quimica entre hidroxiapatita estequiométrica, hidroxiapatita caracteristica
del esmalte sano y el material neoformado.

- Electrodos selectivos de iones —ISE— (lon-Selective Electrodes)

Los electrodos selectivos de iones (ISE; lon-Selective Electrodes) son sensores
electroanaliticos en los que la sefial depende de la actividad de iones en una solucion y tienen
cierto grado de selectividad para iones especificos. Algunos sistemas ISE cuentan con dos o
mas membranas para identificar un rango mas amplio de especies idnicas.3®

El uso del ISE en remineralizacién de esmalte se puede realizar de manera indirecta; las
muestras se mantienen en una solucién en contacto con el electrodo y las diferencias en las
concentraciones de calcio y fosfato indican la liberacion u obtencion de estos iones en la
muestra.

- Espectroscopia de Emisién Optica con Acoplamiento Inductivo de Plasma —ICP-
OES— (Inductively coupled plasma optical emission spectroscopy)

Esta es una técnica dinamica de analisis multielemental capaz de determinar y cuantificar la
mayoria de los elementos de la tabla periddica. Las muestras son introducidas en forma
liquida, transformadas mediante un nebulizador en un aerosol y excitadas mediante un plasma
de argon #°. Gracias a la excitacion mediante el plasma de argén pueden ser identificados y
medidos mediante un espectroscopio optico.

El uso de esta técnica permite identificar y medir casi todos los elementos de la tabla periddica,
en concentraciones desde pg/l a mg/l en cuestién de minutos. 4

- Mapeo elemental por microanalisis con sonda de electrones —EPMA— (Electron
Probe Micro-Analysis)

El microandlisis de sonda electrénica se utiliza para el andlisis cuantitativo de la composicién
elemental de especimenes sélidos a escala micrométrica. El método utiliza el bombardeo de
la muestra por electrones keV para excitar los rayos X caracteristicos de la muestra, que luego
se detectan mediante el uso de espectrémetros de dispersién de longitud de onda. Se pueden
analizar elementos con numero atdmico mayor al del litio y concentraciones de hasta 100 ppm.
Este tipo de andlisis también permite el mapeo de la distribucion espacial de distintos
elementos en muestras sélidas*?.
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- Técnicas de espectroscopia vibracional

La espectroscopia vibracional (Infrarroja y Raman) involucra el estudio de la vibracion de las
moléculas de la muestra que se quiere estudiar para identificar grupos funcionales. Las bandas
vibracionales de infrarrojo y Raman son caracterizadas por su frecuencia, intensidad y forma.
Ya que los niveles de energia vibracional son Gnicos para cada molécula, el espectro obtenido
representa una “huella digital” para cada molécula 4. Ambas técnicas (IR y Raman) son
complementarias aunque algunas vibraciones aparecen en al usar cualquiera de las técnicas;
en general, Raman es mejor para la identificacion de vibraciones simétricas en grupos no
polares mientras que IR suele ser superior en la identificacion de vibraciones asimétricas en
grupos polares 43,

- Espectroscopiainfrarroja

La espectroscopia infrarroja mide las transiciones entre niveles de energia vibracional en las
moléculas como resultado de la absorcién de radiacion infrarroja (IR)%3.

Este tipo de espectroscopia se ha utilizado para determinar la razon entre la fase cristalina y
la fase amorfa en polimeros. Las bandas obtenidas de este andlisis permiten encontrar el
indice de cristalinidad de una muestra determinada 444,

En el esmalte se han reportado espectros a diferentes temperaturas para su caracterizacion.
En las espectroscopias obtenidas a partir de esmalte sano se pueden encontrar bandas
caracteristicas de PO4* (1090-1032, 960, y 600-500 cm™) OH- (633cm™) y de carbonato
(1550, 1460, 1445, 1415y 870 cm™1)%

- Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia Raman, es un evento inelastico de dispersion de luz; aqui el fotén incidente
es de mucho mayor energia que el estado cuantico vibracional y pierde parte de su energia
ante la vibracién de la molécula de estudio y se dispersa como un foton con frecuencia
reducida.

- [Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X

En este tipo de espectroscopia, los electrones dentro de una muestra absorben fotones con
una energia dada y después se desprenden de esta, el andlisis de la energia cinética de los
electrones emitidos por la superficie ofrece informacion sobre los estados electrénicos de los
atomos en la superficie analizada 6. El uso de esta técnica permite el estudio de una superficie
no mayor a 10 nm, con lo que se limita a las capas de cristales neoformados cuando se estudia
remineralizacion de esmalte.
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e Técnicas de andlisis de propiedades fisicas.

El esmalte posee cualidades fisicas que sufren cambios cuando se ve alterada su composicion,
tal es el caso de algunas propiedades Opticas o la capacidad con la que permiten el paso de
rayos-X. Por lo cual, se han desarrollado técnicas que permiten evaluar la integridad del
esmalte a partir de los cambios en su densidad/grado de mineralizacion.

- Microradiografia transversal

La microradiografia transversal emplea rayos X sobre cortes muy delgados del esmalte para
obtener imagenes, donde es posible calcular la densidad mineral al emplear una cufia de
aluminio (de radiodensidad conocida) con lo que se calibra y compara en la escala de grises.
Mediante este método se puede calcular la profundidad de una lesién, pérdida y contenido
mineral. Los resultados son después analizados a través de un software especializado?’.

- Microtomografia computarizada —uCT— (Micro Computed tomography)

La microtomografia computarizada (uCT; Micro Computed tomography o XMT; X-ray
Microtomography) no es mas que una version mas pequefia de los tomografos computarizados
de aplicacion clinica, esta version miniatura permite una resolucién en el orden de 2 um. Para
llevar a cabo este andlisis, se emplea radiacibn monocromatica que arroja resultados
cuantitativos mediante el coeficiente de atenuacion lineal registrado a través de una muestra;
gracias a que el contenido mineral representa >99% de atenuacion en el esmalte se puede
calcular la pérdida mineral de manera muy certera .

- Autofluorescencia laser

Este método de analisis (también llamado fluorescencia inducida por laser) emite un haz de
luz de longitud de onda conocida, con lo que ciertos materiales emiten radiacién a una longitud
de onda distinta®®. En el esmalte la diferencia en la intensidad de una longitud de onda
especifica puede indicar desmineralizacion.

- Radiometria fototérmicay luminiscencia—PTR-LUM— (Photothermal Radiometry
& Modulated Luminescence)

PTR-LUM combina la tecnologia de radiometria fototérmica (PTR; Photothermal Radiometry)
y luminiscencia modulada (LUM; modulated luminescence) para la identificacién y monitoreo
de lesiones cariosas.

En PTR un haz de energia (usualmente un laser) de intensidad modulada a cierta frecuencia
se hace incidir sobre la muestra, el flujo de calor resultante gracias a la energia 6ptica
absorbida en el material es un proceso de difusion y produce un aumento de la temperatura
(distribuida espacialmente) a lo que se llama “onda térmica”. Esta distribucion de temperatura
genera una emision infrarroja que se usa para examinar la muestra. La informacion dada por
esta técnica permite conocer caracteristicas de muestras opacas hasta una profundidad de
varios milimetros®°.
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El término luminiscencia se refiere al proceso en el que se produce luz cuando una fuente de
energia origina una transicion electronica de un estado base a un estado excitado. En el
esmalte, el cambio en la luminiscencia suele indicar porosidad aumentada en las lesiones
cariosas cuando se compara con esmalte sano®°.

- Fluorescencia cuantificable emitida por luz —QLF— (Quantitative Light-induced
Fluorescence)

Los cambios en la fluorescencia pueden ser cuantificados y medidos, lo que ofrece un método
diagndstico no invasivo. A través de un equipo que emite una luz mediante un LED, se simula
la fluorescencia emitida por el esmalte, esta se captura por un receptor y es procesada y
analizada para determinar la profundidad de la lesion (QLF son las siglas en inglés para
fluorescencia cuantificable emitida por luz [Quantitative Light-induced Fluorescence]).%?

- Microscopia confocal laser

La microscopia confocal laser permite realizar un analisis de las muestras mediante
fluorescencia, por otro lado la imagen es obtenida solo en el plano focal y el ruido resultante
del grosor de la muestra es eliminado, esto permite la evaluacion del area y profundidad de
lesiones cariosas®.

- Microscopia de luz polarizada

La microscopia de luz polarizada es una técnica que utiliza filtros polarizados para obtener
informacion 6ptica especifica de una muestra®?

Este tipo de microscopia ha sido utilizada para evaluar remineralizacion y se basa en el
principio de que la luz se difracta positivamente al pasar por materiales porosos y
negativamente al pasar por materiales cristalinos con lo que se puede distinguir esmalte sano
y desmineralizado.>

e Técnicas de caracterizacion cristalina.

El estudio del esmalte y la intencion de regenerar este tejido tan especial, se han visto
limitados por la cantidad de factores que lo hacen unico; mas alld de su forma y/o
composicion elemental, los cristales deben poseer una repeticién ordenada y especifica de
sus iones para formar HAP; la identificacién de la fase mineral puede realizarse mediante
diversas técnicas como las descritas a continuacion:
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- Difraccién de Rayos X —XRD— (X Ray Diffraction)

Se trata de una técnica no destructiva utilizada para la caracterizacion de materiales cristalinos.
Provee informacion sobre la fase mineral, orientacion de los cristales, grado de cristalinidad o
identificacion de defectos presentes en la estructura cristalina. Los picos de difraccion se
producen por interferencia constructiva desde un rayo monocromatico de rayos-X dispersados
en distintos angulos de cada grupo de planos de red en una muestra. La intensidad de los
picos es determinada por las posiciones atdmicas dentro de los planos de red. Con ello el
patron de difraccion de rayos-X (XRD) es una huella digital de los arreglos atdbmicos repetidos
en cierto material.>®

Ademas, el andlisis de XRD nos permite obtener informacion detallada del porcentaje de
cristalinidad, dimensiones de los pardmetros de red cristalina, micro tensién cristalina,
orientacién de los cristales y la posicion de los atomos y sitios de ocupacion/reemplazo
atémico®®. Una técnica alternativa para el andlisis de XRD tradicional es la difraccion de rayos
X de haz rasante o de angulo bajo (Grazing Incidence XRD, GIXRD); en esta, el haz de rayos
x incide en un angulo casi paralelo al de la muestra con el objeto de analizar peliculas delgadas.
En el caso del esmalte dental y el proceso de remineralizacion, esta técnica suele ser utilizada
para limitar el analisis a las capas de reciente mineralizacion de tal manera que solo se analicen
los cristales neoformados®’.

- Difraccién electrénica de area selecta —SAED— (Selected Area Electron
Diffraction)

La difraccion de electrones de area selecta (SAED; Selected Area Electron Diffraction) consiste
en la observacion del patrén de puntos de difraccion obtenidos en TEM a partir de una particula
orientada aleatoriamente, dicho patrén indica que el material es cristalino®®. Esta técnica se
utiliza en el estudio del esmalte para conocer la fase mineral, la orientacion y organizacion de
los cristales (pardmetros que determinaran las caracteristicas fisicas y mecéanicas del
esmalte)®®.

e Técnicas de caracterizacion mecanica

El esmalte no es solo un tejido duro que recubre la corona de los dientes; pues como se
menciond, debe cumplir ciertas funciones mecanicas para soportar las fuerzas de
masticacion y el desgaste generado por el contacto con materiales de restauracion similares
0 mas duros que este. Uno de los objetivos primordiales de la formacion de depdsitos con la
ayuda de péptidos, es que presenten propiedades mecanicas iguales o muy cercanas a las
del esmalte sano. Para evaluar estas propiedades se pueden realizar diversas pruebas como
las que a continuacioén se describen.

- Andlisis de Dureza

Existen distintos tipos de analisis de dureza como lo es la prueba de Knoop, de Vickers y la
prueba de nanoindentacion. La diferencia entre estas pruebas radica en la forma de la punta
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con la que inciden las muestras, de tal manera que los resultados se reportan segun el estudio
realizado.
- Analisis de mddulo eléastico

El médulo elastico es una cualidad muy importante para evaluar cuando la intencién es
remineralizar el esmalte perdido; ya que, el esmalte tiene una resistencia importante a las
fracturas, lo que le permite no solo resistir las constantes fuerzas de masticacion sino también
impactos sin romperse. El estudio de nanoindentacién también ofrece informacion sobre el
modulo elastico aumentando la fuerza de carga gradualmente hasta la fractura del material.

- Analisis de emision acustica al rasgado

La prueba de ultima emisidn acustica al rasgado suele utilizarse en peliculas delgadas para
encontrar fallos en la estructura o para localizar el estrés generado por estos fallos. Esta
técnica permite identificar el momento de ultima emision acustica cuando se aplica una carga
y se interpreta como la fuerza necesaria para separar las interfases o fuerza de adhesion.%°

Planteamiento del problemay Justificacion

Debido a la composicion acelular y la nula presencia de proteinas en la estructura del esmalte
maduro, los cristales de HAP perdidos durante el trauma o por disolucion son imposibles de
recuperar de manera natural. Como resultado del dafio irreversible ocasionado por la caries o
la erosién del esmalte dental, se ha observado un proceso de desmineralizacion que se
evidencia como una lesion de mancha blanca que con el transcurso del tiempo puede dar lugar
a una cavidad que pone en riesgo la integridad de otros tejidos dentales. Si bien, los
tratamientos convencionales para prevenir y detener la progresiéon de las lesiones de mancha
blanca incluyen el uso de fluoruros en pastas, enjuagues, barnices e incluso el empleo de
materiales como selladores o resinas fluidas; aun no se ha alcanzado el éxito terapéutico
deseado. Por lo tanto, existe la necesidad de estudiar nuevas alternativas mediante la
regeneracion de los cristales que constituyen el esmalte. Hasta la fecha, se han desarrollado
algunos sistemas biomiméticos que contienen nano-apatitas o diferentes moléculas organicas
gue podrian ser de gran utilidad para alcanzar la remineralizacién del esmalte. Uno de los
principales enfoques que ha tomado gran relevancia es el empleo de péptidos bio-funcionales
derivados, algunos de ellos, de proteinas implicadas en el proceso de biomineralizacion. El
empleo de péptidos biofuncionales surgié a partir de la identificacion de motivos especificos
gue juegan un papel clave en la formacion del esmalte o en la nucleacion y/o crecimiento de
HA. Hoy en dia, existe una gran cantidad de estudios con varias secuencias polipeptidicas y
gue han demostrado resultados prometedores con diferentes metodologias y técnicas de
estudio, y donde su eficiencia clinica aun no se ha demostrado o sigue en desarrollo. En este
trabajo, se realizo6 una revision exhaustiva de la literatura para describir los péptidos que han
sido utilizados como posibles agentes remineralizantes, con capacidad de formar y regular el
crecimiento de cristales de hidroxiapatita in vitro; asi como también analizar las diferentes
técnicas de caracterizacion empleadas en las diferentes estrategias metodoldgicas. Los
resultados nos permitieron evidenciar la eficiencia que han mostrado cada uno de los
diferentes péptidos empleados, asi como también determinar aquellas técnicas de
caracterizacion necesarias para verificar que el depdosito formado logra mimetizar la morfologia
y las caracteristicas propias del esmalte humano.
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Objetivos

Objetivo General

Analizar y describir el uso de péptidos como agentes remineralizantes sobre lesiones de tipo
mancha blanca en muestras de esmalte dental humano.

Objetivos Especificos

e |dentificar los péptidos que han demostrado promover la formacion de depdsitos
minerales sobre lesiones de mancha blanca en muestras de esmalte dental humano.

e Describir la estructura de los depdésitos minerales formados por el efecto de los péptidos
empleados.

e Analizar las técnicas empleadas para la caracterizaciéon de los depdsitos minerales
formados por péptidos que han demostrado poseer la capacidad remineralizante sobre
lesiones de tipo mancha blanca en esmalte dental humano.

Metodologia

Pregunta de revisién

Con el objeto de realizar una busqueda eficiente y eficaz de estudios relacionados con
remineralizacion utilizando péptidos y disefié una pregunta de revision con el formato PICO
para delimitar los estudios a ser incluidos en la revision:

Participantes: Muestras de esmalte dental humano desmineralizadas
Intervencion: Tratamiento de la superficie del esmalte con péptidos.

Outcome (desenlace) Principal: Formacion de depdsitos mineralizados sobre la superficie
tratada.

La pregunta de revision utilizada para la busqueda y recoleccién de articulos fue:

¢, Cuales son las caracteristicas fisicas y quimicas de los depdésitos minerales formados
por péptidos utilizados para remineralizacién de lesiones de mancha blanca en esmalte
dental humano?

Criterios de seleccion

Para la identificacion y recopilacion de estudios que serian incluidos en esta revision se
delimité el tipo de estudios a experimentales in vitro, donde se evaluara la morfologia y las
caracteristicas fisicas, quimicas o mecanicas de los depoésitos formados sobre muestras de
esmalte humano con lesiones de tipo mancha blanca (white spot lesion WSL por sus siglas en
inglés) ya sea naturales o creadas artificialmente por cualquier método.
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Para la medicion y comparacion del resultado principal se tomé en cuenta el analisis de la
morfologia de los depdsitos formados sobre la superficie mediante microscopia electronica de
barrido.

Para la medicién y comparacion de los resultados relacionados con los objetivos secundarios
se considero:

Identificacion de estructuras que contengan los elementos Ca, P,y O
Identificacion de depdsitos que contengan fosfato de calcio y grupos hidroxilo
Identificacion de las caracteristicas cristalograficas de los depdésitos
Identificacion de las fases minerales de los cristales

Identificacion de las caracteristicas mecanicas de los depadsitos.

arwnE

Los criterios de exclusion incluyeron muestras de esmalte dental no humanas, tratamiento con
proteinas de tamafio completo o de métodos que no implican el uso de péptidos.

Estrategia de busqueda

La busqueda se llevé a cabo desde el 26 de marzo del 2021 en los principales buscadores de
literatura médica incluyendo MEDLINE (a través de Pubmed), LILACS, SciELO, Ovid, Web of
Science, Google académico, Academic Search Ultimate, Applied Science And Thecnology
Source Ultimate, CINAHL with full text, Dentistry & Oral Sciences Source, E-Journals,
MedicLatina (a través de EBSCO) y TESIUNAM.

La busqueda se realizé considerando la literatura blanca (bases de datos indexadas) y gris
(bases de datos no indexadas como tesis, tesinas, resumen de conferencia) utilizando
preferentemente términos estandarizados de busqueda (MeSH, EMTREE, DeCS), “Dental
Enamel’, “Esmalte dental”, “Peptides”, “Péptidos”, “Tooth Remineralization”, “Remineralizacion
Dental”, estos parametros de busqueda se limitaron con los términos booleanos AND, OR,

NOT para incluirlos en esta revision.

Una vez que se identificaron los articulos limitados por los pardmetros de blsqueda antes
mencionados, se seleccionaron los estudios mediante la lectura de los titulos y resimenes por
parte de dos investigadores cegados entre si.

A partir de esta primera seleccién, se obtuvieron los datos de aquellos trabajos que ayudaron
a responder la pregunta de investigacién planteada al inicio de esta revision.

Extraccion y analisis de datos

La extraccion de datos se llevé a cabo por dos investigadores independientes y fue recolectada
en una hoja de calculo describiendo autores, afio de publicacion, péptido(s), y hallazgos. Las
diferencias entre los investigadores fueron resueltas por un tercero independiente y cegado.

Para tener un mejor entendimiento de los métodos y resultados de cada estudio, se evaluo el
riesgo de sesgo para los articulos seleccionados utilizando la herramienta RoB-II incluida en
el software Rev-Man 5 por dos investigadores independientes cegados entre si. Las
diferencias entre los investigadores fueron resueltas por un tercero independiente y cegado.

La descripcion y analisis de los datos fue de manera cualitativa, con la finalidad de comparar
los pardmetros empleados y los resultados obtenidos en cada estudio.
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Resultados

Resultados de la busqueda.

La busqueda de estudios arrojo 529 resultados, de estos 140 fueron seleccionados para su
lectura en extenso después de eliminar aquellos que no cumplian con los criterios de inclusion
establecidos para esta revision después de la lectura de titulos y resumenes. Posteriormente
se llevo a cabo la lectura del cuerpo completo de cada uno de los registros y se eligieron 54
estudios para su evaluacion de riesgo de sesgo, extraccion y analisis de datos. (Figura 5)

Los 54 estudios experimentales in vitro seleccionados utilizaron muestras de esmalte dental
humano (dos de ellos de dientes primarios Al-Batayneh, et al. y Tulumbaci et al. 546 y
evaluaron la capacidad de remineralizacion de distintos péptidos.

Blsqueda de articulos. )
Articulos que no
N=529 cumplen con los
criterios de

MEDLINE (& trawes de Pubmed). LILACS, SciELO, Ovid, inclugion.
Web of Science, Google acadimico, Academic Search N=389
Ultirnate, Apglied Science And Thecnology Sounce Ultimate.
CINAHL with full texst, Dentistry & Oral Scences Source, E-

Journals, MedicLatina (a traves de EBSCO) yTESIUNﬁM;/

~

Lectura de titulos y *:ml;:’:cqo“:lgg

abstracts criterios de
inclusion.

N=140 N=34

N=56 N=2

Total de estudios
N=55

Lectura de articulos en Articulos
correspondientes al
extenso mismoe estudio

Figura 5. Diagrama de flujo de la identificacion y seleccion de articulos para esta revision
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Evaluacion del riesgo de sesgo

Se realiz6 la evaluacién del riesgo de sesgo para cada articulo utilizando la herramienta ROB
incluida en el software RevMan 5, el uso de esta herramienta se modificé para la evaluacion
de estudios in vitro. El resultado de la evaluacion por articulo se muestra en la Figura 6 y un
resumen en la Figura 7

Figura 6. Evaluacion individual del riesgo de sesgo
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Figura 7. Resumen de la evaluacion de riesgo de sesgo

Dominios de evaluacion de riesgo de sesgo.
e Aleatorizacién, Ocultacion de la asignacion y Datos incompletos por desenlace.

Se omitié la evaluacion de dichos dominios por su naturaleza; en este tipo de estudios, la
obtencién y resguardo de las muestras implica aleatorizacion, encontramos también que la
asignacion de grupos no fue reportada en ninguno de los estudios, quiz4 porque las
caracteristicas de las muestras in vitro no deben tener diferencias entre si y la medicion de los
desenlaces (incluso la medicion de los pardmetros basales) se realiza después de la
asignacion de grupos; por ultimo, no se reportan pérdidas de muestras probablemente por el
ambiente controlado en un laboratorio durante estudios in vitro.

e Cegamiento de los participantes y personal.

En esta revisibn se evalué particularmente el cegamiento del personal que aplica la
intervencion; en este caso solo Taranath y colaboradores 2 y Tulumbaci et al. °* reportaron
cegamiento de los investigadores al realizar las intervenciones.

e Cegamiento de las evaluaciones de los desenlaces.

El cegamiento de las evaluaciones de los desenlaces solo fue reportado por Jablonski-Momeni
en el estudio de 2020 ©3, Liu %, Savas ©°, Silvertown®, Taranath % y Tulumbaci®* . El
cegamiento de los evaluadores de los resultados se sugiere para evitar el riesgo de deteccion
y una falsa asociacién entre resultados positivos y los grupos tratados con la intervencion
sugerida.

e Sesgo de reporte

El sesgo de reporte se considerd poco claro cuando se reportaban solo tablas o gréaficas de
resumen y no los resultados individuales segun el desenlace (descripcion de cada grupo o
medias y desviacion estandar). Se considero alto riesgo de sesgo cuando no se encontraban
publicados los resultados (tanto de los grupos sometidos a la intervencion como de los
controles) ya sea en tablas, graficas de resumen o detalladamente.
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e Otro tipo de sesgos.

Para este dominio se considero riesgo de sesgo poco claro cuando no se reportaban conflictos
de interés o financiamiento; se considera alto riesgo de sesgo si en el estudio se reportan
conflictos de interés (investigadores que pertenecen a casas comerciales o financiamiento por
la industria).

Péptidos incluidos en esta revision

En los 54 estudios encontrados se reportd el uso de 25 péptidos distintos derivados de 8
proteinas y dos péptidos sintéticos. De todos ellos el péptido con mas estudios realizados fué
un péptido natural derivado de la leche denominado fosfopéptido de caseina, seguido del
péptido sintético P11-4 con capacidad de autoensamblarse para formar andamios que dirigen
el crecimiento de cristales. El resto de los péptidos incluyen principalmente péptidos derivados
de amelogenina con algunas modificaciones desde la adicion o cambio de un solo residuo, a
su conjuncién con otros péptidos para crear péptidos quiméricos, se han probado otros
péptidos naturales de origenes distintos al dental como el acido poli-gamma-glutdmico
(PGGA), el uso del péptido antimicrobiano H5 y péptidos derivados de la estaterina de la
pelicula dental entre otros. Todos los péptidos reportaron la nucleacion y crecimiento de
estructuras minerales con caracteristicas quimicas y cristalogréficas similares a las de la
hidroxiapatita (HAP) estequiométrica. El resumen de los péptidos encontrados y sus
caracteristicas principales se resume en la tabla 1.

Tabla 1. Resumen de péptidos y sus caracteristicas
Origen Natural

Péptido/

S ; Origen Caracteristica principal Referencias
ecuencia
Estabilizacién de iones 61,62,67—
CPP/ Proteina de la leche: ca!mo y TOSf‘."‘,tO’ e okl
SPSPSEE Caseina remineralizacion , reserva 71-76,78,
P=psSp de iones calcio y fosfato, 80-82,
buffer en pH acido 85,86
Alta afinidad por la
PGGA/ Derivado de la hidroxiapatita, capacidad de
. . fermentacion de los absorber Ca?* inhibe la 92
repeticion de residuos D ) P :
granos de soya disolucion de cristales de

hidroxiapatita

Puede tener propiedades

LRAP/ similares a las de
MPLPPHPGHPGYINFSYEVLTP | Splicing alternativo de | amelogenina: capacidad de 109
LKWYQNMIRHPSLLPDLP Amelogenina formar nanoesferas, e
LEAWPATDKTKREEVD interactuar con la
hidroxiapatita
it Extremo carboxilo .
C-AMG o péptido “B”/ terminal de Capacidad de 69.105

LEAWPATDKTKREEVD . remineralizacion
amelogenina
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Secuencias
repetitivas dentro de

Parece tener una alta
afinidad de uniéon a la

3DSS/ DSS8 la estructura de la | hidroxiapatita y la capacidad 97-99
fosfoproteina de reclutar iones calcio y
dentinaria fosfato
Contiene un dominio de
TDP/ . autoensamblaje (C-terminal)
DRNLGDSLHRQEI Tuftelina y un dominio aniénico y de 103
unién a Ca (N-terminal)
H5/ Péptido : :
DSHAKRHHGY antimicrobiano salival CapaC|dadHcEPun|rse & 93
KRKFHEKHHSHRGY "H5"
Origen natural con modificaciones
Péptido disefiado con cuatro
ropradoen | P e mncdciioscon |
PGEKADRAEKADRA Amelogenina 'gas opues que
podria reclutar iones Ca**y
PO43'.
SpH5/ Capacidad de unirse a la
pS-DSHAKRHHGY Fosforilacion de "H5" | HAP, su fosforilacién podria 93
KRKFHEKHHSHRGY ayudar a reclutar iones Ca?
Basado en
fosfoproteina
NSS/3NSS/ 5NSS dentmgrla El mtercamblo por N resulté 101
(Intercambio de los | en una mejora en la dureza
residuos D por N en
DSS)
Secuencia de la
proteina Estaterina
(se agreg6 un residuo | Alta afinidad a fosfato de
DigeipeEEe C para permitir su calcio 2o
unién con otras
macromoléculas)
Secuencia de la
proteina Estaterina -
Alta afinidad a fosfato de 64. 94, 95

Péptido 7 o SAP peptide/

DDDEEKC

por D)

(intercambio de los
residuos fosforilados

calcio
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Version corta del

Facilita la formacion de una

shADP5/ Lo : . :
SYENSHSQAINVDRT péptido dgrlv?do de" capa ml_neral sobre dentina 107
amelogenina "ADP5 radicular humana.
mMLRAP/
PYPSYGYEPMGG Modificacion de Promueve v dirige el
WMPLPPHPGH- LRAP (se agrego un crecimiento deycris?ales de 104
PGYINFSYEVLTPLKWY motivo de triple HAP
QNMIRHPSLLPD tirosina)
LPLEAWPATDK
M SR EM EIEETEE Asociado a remineralizacion 104
SFGSGFGGGYEpPSNEpPS no-amelogeninas
Quiméricos
Union de la porcion
Péptido "A"/ C- terminal de la Dirige el crecimiento de
SVSVGMKPSPRPGGGGS amelogenina y un cristales y tiene alta 105
LEAWPATDKTKREEVD péptido de union a afinidad por HAP
HAP "HA6-1)
P26/ Unidn de secuencias Promueve y dirige el
MPLPSYEVLTPLKW en la N-y C- terminal | crecimiento de cristales de 112
PSTDKTKREEVD de la amelogenina HAP
Unidén de secuencias
P32/ en la N-y C- terminal Promueve y dirige el
MPLPSYEVLTPLKW de la amelogenina'y | crecimiento de cristales de 112
PVHPMQPSTDKTKREEVD un motivo de HAP
repeticion de P
Unién de 4 .
. Capacidad de
(QPA).+ TKREEVD repeticiones .de Qs autoensamblarse y dirigir 110
y la C-terminal de o :
: crecimiento de cristales
amelogenina
Unién de 5
QP5/ repeticiones de Capacidad de
QPYQPVQPH motivos de prolina 'y autoensamblarse y dirigir 111
QPMQPQTKREEVD la C-terminal de crecimiento de cristales

amelogenina
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Sintético
63,65,88-
A o : 91,66,
P11-4/ Péptido sintetizado Capacidad de 70.76
QQRFEWEFEQQ en laboratorio autoensamblaje 79’83,
85-87

Fosfopéptido de Caseina

Este péptido fue el mas reportado (22 articulos) y el estudio mas antiguo lo realiz6 Reynolds
en 1997%7. Se trata de una secuencia derivada de una proteina proveniente de la leche que,
desde la década de 1950, era considerada como un agente cariostatico importante.
Investigaciones posteriores demostraron que la caseina tiene la capacidad de estabilizar los
iones calcio y fosfato y con ello inducir la remineralizacion de lesiones incipientes. El
fosfopéptido de caseina (CPP) se obtiene de la digestion triptica de la caseina y se ha utilizado
junto con fosfato de calcio amorfo (ACP) en estudios in vitro e in vivo para promover la
remineralizacion del esmalte.

Se han disefiado distintos métodos para hacer disponible el complejo CPP-ACP, que funciona
como una reserva de iones (calcio y fosfato) para lesiones cariosas iniciales, funcionando como
un sistema buffer en pH &cido e incrementando la solubilidad de las sales de calcio. También
se ha probado este complejo en combinacién con productos fluorados.

Al ser el péptido mas estudiado por diferentes grupos de investigadores, la caracterizacion de
los depdésitos formados por el fosfopéptido de caseina se ha corroborado mediante diferentes
técnicas que incluyen SEM/EDS, AFM, mapeo elemental por microanalisis con sonda de
electrones, micro-radiografia transversal, microtomografia computarizada, deteccién de auto-
fluorescencia laser, QLF, XRD, y pruebas mecénicas como el ensayo de dureza de Vickers y
ensayos de nanoindentacion.

Estudios realizados por Suryani, Wang, Sindhura, Pai, Khanduri, Hegde, Keskin, Rajendran,
Tripathi y Talaat reportaron que muestras de esmalte humano tratadas con el complejo CPP-
ACP presentan la formacion de depdésitos minerales que cubrian parcialmente la superficie del
esmalte y reducian el tamafio de los poros generados por el proceso de desmineralizacion; sin
embargo, las capas de remineralizacion no eran significativas y los cristales solian formarse
de manera dispersa y desordenada®-77. El andlisis quimico de la superficie de las muestras
realizado mediante EDS revel6 que los depdsitos tenian un contenido importante de Ca y P,
cuya razén molar (Ca/P) podria indicar la formacion de cristales de HAP, esto tomando como
referencia la composicion quimica de la HAP estequiométrica representada por Ca/P de
1.6767.69.70.72-76  7hou y cols. realizaron mapeo elemental por microanalisis con sonda de
electrones y demostraron que el tiempo es un factor determinante para la recuperacion de la
razon molar Ca/P al valor estandar de HAP estequiométrica (1.67). En este mismo estudio se
evaluod la rugosidad de la superficie mediante AFM y encontraron una disminucion importante
dependiente del tiempo de incubacion, lo que podria indicar un crecimiento cristalino mas
ordenado y con ello una menor probabilidad de colonizacion bacteriana. Ademas, al analizar
la estructura cristalina de los depdsitos mediante XRD encontraron patrones de difracciéon
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semejantes a los de la HAP estequiométrica y resaltan el crecimiento del tamafio del cristal
dependiente del tiempo de incubacion después del tratamiento con CPP/APC 78

Reynolds, mediante estudios de micro-radiografia transversal demostr6 que a mayor
concentracion de este péptido, mejor era la capacidad para aumentar el porcentaje mineral en
volumen®’. Por otro lado, Ustiin y cols. utilizaron uCT para obtener la profundidad de la lesién
(mm), densidad mineral (g/cm?), area de la superficie (mm?) y volumen (mm?3) con resultados
estadisticamente significativos en todos los pardmetros cuando se trataban con CPP/ACP’°,

Las investigaciones realizadas por ElSayad, Batayneh, Ustiin, Bhat, Taranath y Pai con la
ayuda de sistemas de deteccion de fluorescencia demostraron la recuperacion de esta
propiedad en todas las muestras tratadas con CPP-ACPS1627L79-81 g| porcentaje de
recuperacion la lesion en esmalte fue mucho mejor en aquellas donde se utilizé este péptido
en combinacion con floré:. 7981,

Las propiedades mecanicas también fueron evaluadas con el uso de este péptido; en el estudio
realizado por Zhou se demostré un aumento de la dureza y el médulo elastico relacionado con
el tiempo evaluados mediante el ensayo de nanoindentaciéon’®, mientras que Suryani y Lata
demostraron un aumento en la dureza de muestras desmineralizadas y tratadas con CPP-ACP
mediante la técnica de Vickers®882,

Los estudios realizados por Kamal y Khanduri donde complementaron el uso de CPP-ACP con
otras sustancias como NaF’%83y el realizado por Keskin con derivados de la matriz del esmalte
(EMD; Enamel Matrix Derivative) “* reportaron disminucién de la porosidad y una mejor
organizacion de los cristales formados’>7483, Ademas, los trabajos realizados por Suryani,
Kamal, Yahya y Lata demostraron que las muestras tratadas con CPP-ACP y fluor
presentaban mejoras en las propiedades mecanicas cuando se evaluaron mediante la técnica
de Vickers®286, sin embargo, los indicadores de dureza no se acercan al esmalte natural(10).
Los resultados reportados por Kamal donde combiné el uso de CPP-ACP con un péptido de
autoensamblaje Pi11-4 y NaF, lograron retomar el patrén de “escamas de pescado”
caracteristico del esmalte sano®3.

P11-4

El péptido P11-4 (QQRFEWEFEQQ) es una pequefia molécula que tiende a auto-ensamblarse
en andamios fibrilares de tamafio nanométrico en respuesta a caracteristicas especificas del
ambiente®’. El ensamblaje fibrilar de Pi1-4 presenta grupos cargados negativamente
compuestos por cuatro residuos de &cido glutdmico en su superficie, lo que representa un
posible sitio de unién de iones Ca?*. Simulaciones de dinAmica molecular han demostrado que
estos sitios de unién se encuentran separados por aproximadamente 9.4 A —una distancia
encontrada entre las columnas de iones calcio en el cristal de hidroxiapatita— de esta manera,
las fibras creadas por Pi11-4 presentan una superficie que puede imitar a las proteinas de la
matriz del esmalte que controlan la deposicién y crecimiento de cristales de hidroxiapatita®’.

Al analizar los depésitos formados por este péptido mediante SEM, se encontré un aumento
en la densidad de cristales, asi como una disminucién considerable de poros y defectos en el
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esmalte desmineralizado. Sindhura y cols. reportaron “deposicién idnica uniforme que se
asemeja a la superficie del esmalte natural sugestiva de nucleacion de hidroxiapatita”, después
de 3 meses del tratamiento con este péptido’®. Savas, Kirkham y Tripathi utilizaron el sistema
EDS acoplado a SEM para realizar el analisis quimico de la superficie de las muestras y
encontraron razones molares Ca/P de entre 1.67 y 1.95 lo que podria indicar crecimiento de
cristales de hidroxiapatita®®7%.76:88 | os trabajos realizados por Ustiin y Kind demostraron la
capacidad de remineralizacion de este péptido mediante uCT"°87,

Kamal y cols. probaron el uso de este péptido solo y en combinacién con NaF y CPP-ACP+F
y reportaron la recuperacion del patron de escamas de pescado (aunque no aclararon si lo
encontraron en todos o alguno los grupos tratados con P11-4)83

Silvertown, Jablonski-Momeni, Kucukyilmaz y Ustin demostraron una disminucion en los
valores de fluorescencia que podrian indicar caries, determinando que el efecto
remineralizante de P11-4 es mejor después de 4 semanas®3:66:79.89.90,

Savas y cols. utilizaron microscopia confocal laser para evaluar remineralizacion. En este
estudio tifieron las muestras con rodamina B y posteriormente se examinaron con un
microscopio que utiliza un laser de helio-neén a 532 nm. Los datos que obtuvieron incluian
profundidad (um) y area de las lesiones (mmz). A 7 dias encontraron un mejor efecto
remineralizante segun los pardmetros planteados para P11-4 pero la evaluacion a 30 dias no
demostré que fuera mejor que el resto de los grupos contra los que se compard (soluciones
fluoradas) 6°.

Kamal, Yahya y Savas evaluaron la microdureza de superficie mediante el ensayo de dureza
de Vickers mientras que Stoleriu evalué la microdureza transversal a distintas profundidades.
Los resultados indican una recuperacion de la dureza cuando se usaba el péptido P11-4 que
mejoraba con el tiempo o cuando se usaba en conjunto con otras sustancias como NaF y CPP-
ACP+F; sin embargo, incluso los mejores resultados —352.36 VHN usando P11-4+CPP-
ACP+F—estan muy lejos de igualar la dureza del esmalte natural (usualmente reportada
alrededor de 500 VHN)8583.8586 'm3s alla de estos resultados, Stoleriu reporté que la dureza
fue significativamente menor a la del esmalte sano cuando realizé el ensayo a 25y 75 um (98.5
y 143.3 VHN respectivamente) °!

Acido poli-y-glutamico

El acido poli-y-glutdmico (PGGA) es un producto natural derivado de la fermentacién de los
granos de soya Y tiene una secuencia rica en residuos glutamato, por lo que posee una alta
afinidad por la hidroxiapatita del esmalte. El PGGA es un biopolimero biodegradable, no toxico
gue ha sido utilizado como vehiculo farmacolégico y como agente para inmovilizacion de
enzimas, también se ha reportado que tiene la capacidad de absorber Ca?* en el intestino, por
otro lado, ha demostrado efectividad para inhibir la disolucién de cristales de hidroxiapatita en
sistemas ciclicos de desmineralizacién-remineralizacion®?.

Mediante un electrodo selectivo de iones Qamar y cols. concluyeron que este péptido podria
tener la capacidad de remineralizar, ya que disminuyd la cantidad de iones Ca?* presentes en
una solucion controlada que mantenia muestras de esmalte tratadas con PGGA. Este analisis
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fue complementado con pruebas mecéanicas (microdureza transversal;, CSMH) donde se
encontré que el aumento de la dureza es proporcional a la concentracion y que tiene un efecto
similar al observado cuando se utiliza NaF®°2.

Histatina 5 (H5-sPH5)

La histatina 5 (H5) es un reconocido péptido antimicrobiano salival (AMP AntiMicrobial Peptide)
componente de la pelicula adquirida que ha demostrado la capacidad de adsorberse al esmalte
y evitar la colonizacién de los microorganismos que componen la biopelicula bacteriana. H5
(DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY) per se no tiene un efecto bioactivo, sin embargo, Zhou
y cols. se basaron en reportes previos donde péptidos fosforilados han mostrado ser eficaces
para remineralizacion de esmalte dental y agregaron una fosfoserina al inicio de la secuencia
(fosfoserina-DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY) para promover la atraccién de iones Ca?*
y la unién a HAP. El crecimiento de los cristales de HAP formados por SpH5 se caracterizé
mediante FE-SEM y por espectroscopia de emisién atdmica con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES). Al comparar el uso de H5 y su modificacion con fosfoserina no se
encontraron diferencias significativas en la ganancia de Ca y P en la superficie del esmalte®.

Péptidos derivados de la estaterina (DpSpSEEKC / DDDEKC o Péptido 7)

Se trata de péptidos derivados de la estaterina, una fosfoproteina acida constitutiva de la
pelicula adquirida de la saliva. A partir del estudio de la secuencia de 15 residuos de la porcion
amino-terminal de esta proteina denominados SN15 (DpSpSSEEKFLRRIGRFG donde pS
representa serina fosforilada) y su anadlogo SNal15 (DDDEEKFLRRIGRFG) se demostré que
tienen una alta afinidad a la HAP. Estudios posteriores comprobaron que los primeros 6
aminoacidos de la secuencia (DpSpSSEEK) son los responsables de esta afinidad gracias a
su carga y estructura en a-hélice®494-,

Yang Y y cols. afadieron una cisteina a la secuencia (DpSpSSEEKC) para favorecer la
formacion de enlaces disulfuro de tal manera que el péptido tuviera la capacidad de interactuar
con otras macromoléculas. Con este péptido modificado realizaron ensayos de
remineralizacion y demostraron mediante SEM la presencia de cristales similares a prismas
qgue cubrian por completo la superficie de la muestra con un tamafio y forma relativamente
uniformes; estas observaciones fueron complementadas mediante AFM, revelando un
crecimiento ordenado y mediante XRD se encontraron picos de difraccion caracteristicos de la
HAP. Por otro lado, el ensayo de dureza de Knoop y la prueba de dltima emisién acustica
durante el rasgado demostraron una recuperacion de la dureza de mas del 91% vy con una
fuerte adhesion entre el esmalte y los cristales neoformados con el péptido DpSpSSEEKC..

En el estudio realizado por Liu y colaboradores sustituyeron las serinas fosforiladas
(DpSpSSEEKC) con éacido aspartico (D) (DDDEEK) y demostraron que también tiene la
capacidad de unirse a la HAP. Con esta modificacion, disefiaron una secuencia de 6
aminoacidos cargados negativamente y le agregaron una cola de cisteina para su conjugacion
con otros materiales (DDDEEKC), a la que llamaron péptido-7 (peptide-7). Mediante el analisis
de SEM, AFM y XRD se demostro el efecto remineralizante de este péptido, ya que se
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encontraron depdsitos de cristales con caracteristicas cristalograficas parecidas a las de HAP
estequiométrica, con una morfologia plana y compacta que cubria toda la superficie
previamente desmineralizada y un grosor aproximado de 1.5um. Las propiedades mecéanicas
de los depositos fueron aceptables, con una recuperacién de la dureza mayor al 80% y una
mejor fuerza de adhesion a la encontrada por el uso de NaF. En este estudio también realizaron
pruebas de adsorcién a HAP y ensayos in vivo en ratas®.

Yang X. y cols. agregaron complejos con acido tanico (TA; Tannic Acid) y el ion Fe (lll) al
péptido DDDEEKC (al que llamaron SAP; Salivary Acquired Pellicle) para mejorar la atraccion
de iones calcio y su adsorcion a la superficie del esmalte. El &cido tanico es un polifenol natural
y el complejo creado con el ion Fe (lll) crea un recubrimiento que ha demostrado la capacidad
de inducir mineralizacion en tdbulos dentinarios. En este estudio se demostro la capacidad de
remineralizacion de DDDEEKC, SAP-TA y SAP-TA/Fe(lll) en la superficie del esmalte
mediante SEM XRD y AFM donde encontraron crecimiento de cristales ordenados con forma
de nanovarillas (SAP-TA y SAP-TA/Fe(lll)), aunque en todos los grupos experimentales se
demostrd crecimiento de cristales con caracteristicas cristalogréaficas similares a las de la HAP
estequiométrica, el depdsito creado por SAP-TA/Fe(lll) era el mas denso, con mayor grosor
(10um) y menor rugosidad media. Las propiedades mecénicas fueron evaluadas mediante el
ensayo de dureza de Knoop y el ensayo de Ultima emision acustica al rasgado donde el grupo
de SAP-TA/Fe(lll) fue el que tuvo mejor rendimiento con una recuperacion de la dureza del
809%0%,

Zhang y colaboradores, a través de la capacidad de la cisteina en DDDEEKC para formar
enlaces, agregaron procianidinas oligoméricas ya que promueven la reparacion de la dentina,
también estudiaron el efecto de este complejo con la adicién del ion Fe(lll). Los depdsitos
formados por este complejo se analizaron con SEM, AFM y XRD y encontraron cristales bien
ordenados, con forma de nanovarillas y caracteristicas de difraccion similares a las de la HAP
estequiométrica. Los resultados de la prueba de dureza de Knoop indican una recuperacion
de la dureza menor al 80% (de la dureza del esmalte sano) y los resultados del ensayo de
fuerza de adhesion indican una fuerte interaccidon entre la muestra y los depdsitos formados
por SAP-OCP/Fe(lIl)%,

Péptidos derivados de la fosfoproteina dentinaria (3DSS/8DSS)

De acuerdo al andlisis de la estructura de la fosfoproteina dentinaria, se identific6 un motivo
de multiples repeticiones de 3 aminoacidos: Aspartato, Serina, Serina (DSS); este motivo
posee una alta afinidad de union a la hidroxiapatita y tiene la capacidad de reclutar iones calcio
y fosfato®’.

Chung y cols. utilizaron un péptido de triple repeticion como el que se encuentra en la
fosfoproteina dentinaria (3DSS) y demostraron su efecto remineralizante mediante SEM, AFM
y GIXD, con ello encontraron la deposicién de minerales que se depositaban en las varillas del
esmalte y los espacios interprismaticos por lo que la superficie se veia mas lisa después del
proceso de remineralizacion, de cualquier manera los resultados de AFM y GIXD demostraron
gue la deposicion mineral era mejor en el grupo sin tratamiento y que, aunque el patron de
difracciéon demostro que se trataba de HAP, los cristales que crecieron en el grupo tratado con
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3DSS eran mas pequefios que los cristales que crecieron en el grupo control (sin tratamiento).
Al evaluar las propiedades mecanicas mediante el ensayo de nanoindentacion, se demostro
gue el péptido permite la recuperacion de la nanodureza de superficie y el médulo elastico pero

los resultados estan muy alejados de igualar los parametros registrados por el esmalte natural
97

Por otro lado, Hsu y colaboradores, en un estudio publicado en dos partes, caracterizaron la
superficie de muestras de esmalte tratadas con un péptido de 8 repeticiones de DSS (8DSS).
Mediante SEM identificaron deposicién mineral sobre los prismas del esmalte y los espacios
interprismaticos, los resultados del analisis por EDX indican una razén Ca/P muy similar a la
de HAP estequiométrica (1.67), pero los patrones de difraccion encontrados mediante GIXD
indican que se trata de carbonato de calcio y fosfato [Cai10(POa4)sCOs3]. Los resultados de AFM
y TEM demuestran una superficie lisa y con depoésitos minerales que se localizan en la
superficie y entre los prismas del esmalte expuestos por el proceso de desmineralizacion. La
dureza y médulo elastico mejoraron con la exposicion de las muestras a 8DSS pero no
alcanzaron los valores encontrados en el esmalte natural %8

Modificacion de péptidos derivados de la fosfoproteina dentinaria (NSS/5NSS/3NSS)

Hsu, Chung y cols. demostraron la capacidad de remineralizacién de la secuencia repetitiva
DSS, y sintetizaron un péptido donde sustituyeron el acido aspartico (D) por asparagina (N),
demostrando que promovia la recuperacién de la dureza del esmalte natural después de haber
sido desmineralizado y tratado con este péptido en un medio sobresaturado de calcio y
fosfato!,

Chung y colaboradores caracterizaron los depdsitos formados sobre esmalte desmineralizado
con la secuencia repetitiva NSS y con distinto nimero de repeticiones de esta (NSS, 3NSS y
5NSS); mediante SEM identificaron crecimiento de nanovarillas en todos los grupos (incluido
el control sin tratamiento) pero el tamafio de estas fue menor que las encontradas en el control.
Los patrones de difraccion encontrados mediante GIXD demostraron crecimiento de HAP y las
imagenes de TEM indican crecimiento de cristales que no ocupaban toda la superficie del
esmalte e incluso poros que no fueron ocupados por los depositos minerales 1.

En otro par de estudios el mismo grupo de autores probaron exclusivamente el péptido 3NSS
y evaluaron microestructura mediante SEM y hrTEM con lo que describieron el cambio de una
superficie porosa a una mas lisa con crecimiento de cristales tanto en la superficie de las
nanovarillas preexistentes del esmalte como en los poros creados por el proceso de
desmineralizacion, los patrones de difraccion mostrados mediante GIXD y SAED comprobaron
gue se trataba de HAP, por otro lado el analisis mediante FTIR demostraba bandas cercanas
a 1073, 1019y 958 cm™! caracteristicas de PO4* pero también bandas a 1542,1492,1457 y 874
cm caracteristicas de COs lo que indicaria que el mineral encontrado debe ser HAP
carbonatada. Por dltimo las propiedades mecanicas medidas a través del ensayo de
nanoindentacion indicaron un aumento de dureza y modulo elastico de las muestras después
de ser tratadas con 3NSS pero siguen siendo resultados muy alejados de los parametros del
esmalte sano0%:102

33



Péptido derivado de Tuftelina (TDP)

La tuftelina es una proteina sintetizada por los ameloblastos en etapas tempranas del
desarrollo del esmalte y se encuentra en altas concentraciones en la union dentina-esmalte,
sitio donde se inicia la mineralizacion de este tejido. Esta proteina contiene un dominio de
autoensamblaje cerca de la porcion carboxilo terminal y un dominio aniénico de union a calcio
cerca de la porcibn amino terminal (residuos 125-137) que puede estar asociado con la
cristalizacion inicial del esmalte.

Ding y colaboradores sintetizaron un péptido derivado de la tuftelina (TDP; Tuftelin derived
Peptide) formado por la secuencia DRNLGDSLHRQEI. En este estudio utilizaron
microradiografia transversal y demostraron que tiene un efecto importante disminuyendo la
profundidad de lesiones artificiales en muestras de esmalte. También utilizaron microscopia
de luz polarizada y encontraron que existe una clara capa de remineralizaciéon muy similar a
la encontrada en el grupo control positivo (NaF)°3,

Péptido sintético anélogo de proteinas no amelogeninas (NAA)

Las proteinas no amelogeninas son biomoléculas importantes en la nucleacién de los cristales
de HAP durante la amelogénesis. Se ha demostrado que estas proteinas interactian con la
amelogenina a través de N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) y a su vez, que la secuencia
SFGSGFGGGY tiene la capacidad de imitar a GIcNAc

Fang y cols. disefiaron un analogo no-amelogenina uniendo la secuencia SFGSGFGGGY y un
péptido con serinas fosforiladas (EpSNEpS), el péptido resultante fue usado después de un
proceso de aminoacetilglicosilacion del extremo amino terminal, con lo que obtuvieron la
secuencia final GIcNAc-SFGSGFGGGY-EpSNEpS; asi, examinaron los cristales regenerados
por accién de este péptido solo y en combinacion con mLRAP —un péptido derivado de
amelogenina el que se le agreg6é un motivo de tres tirosinas—. El analisis de la morfologia de
superficie se llevé a cabo utilizando SEM donde se no se encontré formacion de cristales
cuando solo se usaba NAA pero la combinacion con mLRAP demostré la formacion de una
estructura cristalina con un diametro medio de aproximadamente 5 ym, que tenia una
apariencia similar al esmalte natural. Los haces paralelos de numerosos cristales en forma de
aguja se fusionaron y se empaquetaron densamente en la superficie, lo que resulté en una
estructura similar a un prisma de esmalte. La zona de transicion demuestra un crecimiento
epitaxial y la micrografia transversal mostr6 que la capa recién regenerada estaba
estrechamente unida al esmalte natural subyacente, y los ejes largos de los cristales recién
regenerados correspondian al eje C cristalografico de los cristales HAP subyacentes. El
espesor de la capa de esmalte regenerada fue de aproximadamente 2 um, con caracteristicas
bien organizadas y uniformes y no se encontrd ningun limite evidente en la interfaz. El analisis
usando XRD demostrd que la fase mineral formada por el uso de NAA y mLRAP se trataba de
HAP con picos intensos correspondientes a 002 y 004 lo que indica un crecimiento bien
ordenado, paralelo y con direccion del eje ¢, por otro lado, el analisis mediante FTIR confirmo
el hallazgo de una estructura tipica de HAP con la identificacion de la banda v3 (997-1124 cm-
1)y v4 (600 y 554 cm) correspondientes a POa4. Por Ultimo, los resultados del andlisis de
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dureza de Vickers no demostraron diferencias estadisticas significativas entre la dureza de
esmalte sano y las muestras tratadas con NAA y mLRAP 104,

Péptidos derivados de amelogenina

La amelogenina es la proteina principal de la matriz extracelular durante la formacion y
desarrollo del esmalte, por ello, se han tratado de identificar y aprovechar secuencias que
pudieran tener un efecto remineralizante en el esmalte maduro.

C-AMG/Péptido “B”

Wang y colaboradores disefiaron una estrategia basada en el uso de un péptido sintético que
imita la porcion carboxilo-terminal de la amelogenina o C-AMG (LEAWPATDKTKREEVD). El
uso de este péptido se combino con lisozima transitada de fase (PTL, phase transited lysozime)
con la intencién de crear un andamio tipo amiloide para dirigir el crecimiento ordenado de los
cristales de hidroxiapatita. En este estudio describieron con ayuda de SEM que, con el uso de
C-AMG la morfologia porosa del esmalte no cambié significativamente, y las muestras
mostraban cristales desordenados, sin embargo, el uso del péptido en la pelicula de PTL
demostré una capa remineralizada densa y ordenada y los cristales regenerados en forma de
varilla se distribuyeron uniformemente en la superficie con una orientacion relativamente
consistente, imitando con éxito la textura similar a las "escamas de pescado" del esmalte
natural. Los analisis quimicos y cristalograficos (EDS, RAMAN, espectroscopia de
fotoelectrones emitidos por rayos X, XRD y SAED) demostraron que los parametros de los
depdsitos formados usando PTL/C-AMG eran consistentes con los de HAP estequiométrica.
El ensayo de dureza de Vickers demostré una dureza cercana a la del esmalte natural y el
ensayo de emision acustica al rasgado demostré una fuerza de adhesién que permitiria
soportar los retos mecanicos que se presentan durante la masticacion . Esta secuencia habia
sido utilizada previamente con el nombre de péptido “B"1%°.

Péptidos derivados de amelogenina (shADP5 y MPP3)

Dentro de la estructura de la amelogenina se han identificado dominios peptidicos especificos
(de 15-40 residuos) con capacidad para unirse a la HAP. Entre estos dominios peptidicos,
denominados péptidos derivados de amelogenina (ADPs Amelogenin-derived peptides), se
identifico una secuencia de 22 residuos nombrada ADP5, que facilita la formacion de una capa
mineral sobre dentina radicular humana. La caracteristica principal de la secuencia de ADP5
son dos pares de residuos con cargas contrarias separados por un giro f que se cree que es
esencial para acelerar el proceso de mineralizacion 196,

Dogan y colaboradores utilizaron una version corta de ADP5 (shADP5) y demostraron la
formacion de una capa continua de cristales en forma de placa lo suficientemente gruesa como
para cubrir las varillas de esmalte previamente expuestas. El uso de este péptido en una
solucion con NaF demostro la presencia de nanoparticulas depositadas de 50-100 nm de
didmetro y una estructura densa compuesta por nanovarillas de pocas decenas de handémetros
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de diametro. La observacion utilizando TEM (después de haber raspado la superficie)
demostré que el depodsito formado estaba compuesto por cristales en forma de lamina con un
patron de difraccion electrénica que mostraba los planos 302, 130 y 102. El analisis quimico
realizado mediante EDX demostré una relacion Ca/P muy similar a la de HAP estequiométrica.
Por ultimo, tanto el ensayo de dureza de Vickers como el de nanoindentacién mostraron cierta
recuperacion de la dureza y modulo elastico pero sin alcanzar los valores caracteristicos del
esmalte sano'?’.

Tulumbaci y colaboradores aprovecharon las caracteristicas de ADP5 vy utilizaron un péptido
sintético disefiado con cuatro pares de aminoacidos que presentan cargas opuestas y alaninas
agregadas (PGEKADRAEKADRA) esta secuencia fue utilizada con una resina sdlida y
caracterizaron los depdésitos formados mediante SEM y el tamafio de las lesiones mediante
microscopia de luz polarizada; con ello encontraron que este péptido permite una
remineralizacion superficial rapida que deja regiones subsuperficiales desmineralizadas y
encontraron mejores resultados cuando se utilizé el péptido combinado con NaF >#

Péptido de amelogenina rico en leucina (LRAP-mLRAP)

El péptido de amelogenina rico en leucina (LRAP; leucine rich amelogenin peptide) es un
splicing alternativo no fosforilado de la amelogenina que consta de 56 residuos —33
aminoacidos de la porcion amino-terminal y 23 aminoacidos de la porcion carboxilo-terminal
de la amelogenina de tamafio completo— que han demostrado ser las regiones responsables
de la formacion mineral. LRAP tiene la capacidad de autoensamblarse en nanoesferas y dirigir
la formacién de cristales de apatitas; ademas puede interactuar con HAP a través de su porcion
carboxilo-terminal 18,

Kwak y cols. mediante SEM-EDS, FT-IR y GIXD, demostraron que LRAP en un medio
sobresaturado de Ca/P y pirofosfato inorganico (PPi; inorganic pyrophosphate), forma una
capa mineral con morfologia similar al patrén de prismas del esmalte natural: cristales paralelos
con forma de aguja densamente empaquetados de ~ 2 um de espesor, con caracteristicas
cristalogréficas y quimicas tipicas de HAP. Aunque la nueva capa parecia ser algo mas porosa
que el esmalte subyacente, la interfaz que conectaba las 2 capas parecia ser casi perfecta.%°,

Fang y colaboradores agregaron un motivo que contiene tres tirosinas (PYPSYGYEPMGGW)
a la porcion amino-terminal de la amelogenina. Con esta modificacién sintetizaron un péptido
de LRAP al que llamaron mLRAP (modified LRAP) con la secuencia PYPSYGYEPMGGW-
LRAP para utilizarlo en una matriz con un péptido analogo de proteinas no-amelogeninas (NAA
previamente descrito). En este estudio se realiz6 el disefio y sintesis de mMLRAP y NAA y se
utilizaron para tratar muestras de esmalte dental humano desmineralizado. La caracterizacion
de los depdsitos se realiz6 utilizando SEM para la descripcion de la morfologia de los depdésitos
formados y XRD y FTIR para la caracterizacion de los cristales formados. La descripcién de
estos resultados se discutié en el apartado donde se describi6 el péptido NAA4,
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QPA4+TKREEVD

Luo y cols. identificaron que, durante el autoensamblaje de la amelogenina se mantiene una
estructura primaria de naturaleza bipolar —particularmente una region donde se encuentran
secuencias repetitivas ricas en prolina (QPX)r—que forman una estructura secundaria en
forma beta espiral y que a su vez forman mondémeros globulares; la amelogenina también
contiene una porcién carboxilo terminal hidrofilica (TKREEVD), que interactta con los iones
calcio e inicia la nucleacion de los cristales de hidroxiapatita. Con esto en mente disefiaron un
oligopéptido parecido a la amelogenina con el objeto de controlar la remineralizacion del
esmalte: (QPA)4-TKREEVD. En este estudio utilizaron vesiculas lipidicas cargadas con iones
calcio y fosfato para complementar la estrategia de remineralizacion y evaluaron las
caracteristicas de los depoésitos minerales formados por este péptido mediante SEM,
espectroscopia infrarroja, XRD y SAED. Encontraron cristales en forma de varilla que cubrian
casi por completo la superficie del esmalte y se distribuian uniformemente haciendo la
superficie lisa; el espectro IR, y los patrones de difraccién indicaron que se trata de cristales
de HAP 110,

QPS5

Ding y colaboradores identificaron una secuencia altamente conservada en la amelogenina
caracterizada por la repeticion de residuos Glutamina-Prolina- y otro aminoacido (Q-P-X); A
partir de esta secuencia disefiaron un péptido sintético al que llamaron QP5 (5 repeticiones
QPX) el cual demostré tener capacidad de remineralizacion en modelos de caries en ratas.
Ademas, afadieron la secuencia TKREEVD —presente en la porcion carboxilo terminal de la
amelogenina— que tiene la capacidad de nuclear de cristales de HA. La capacidad de
remineralizacion de este péptido se evalué mediante SEM-EDS con lo que encontraron la
formacion de muchos cristales en forma de varilla en la superficie del esmalte y una razén Ca/P
cercana a la encontrada en HAP estequiométrica. Para evaluar los cambios en la densidad
mineral obtuvieron microradiografias donde reportaron que QPS5 tiene un efecto importante
disminuyendo la profundidad de lesiones artificiales en muestras de esmalte. Se encontré que
el grosor de la zona radiolGcida (desmineralizacion) disminuye después del uso de QP5L,

Péptido “A”

Xiao y cols. crearon un peéptido quimeérico en el que combinaron la secuencia
LEAWPATDKTKREEVD —formada por 16 aminoacidos derivados de la region rica en leucina
en la amelogenina—y la secuencia SVSVGMKPSPRP —un péptido sintético que puede unirse
especificamente a la superficie de hidroxiapatita del esmalte — unidos mediante un péptido de
conexion flexible con secuencia GGGGS. A esta combinacion de secuencias aminoacidicas
se le llamé péptido “A” (SVSVGMKPSPRP-GGGGS- LEAWPATDKTKREEVD). El analisis
mediante SEM después del proceso de remineralizacién en muestras tratadas con este péptido
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demostré la formacion gradual de una capa de cristales similares al esmalte y después de 7
dias se encontr6 una capa de cristales ordenados perpendiculares a la superficie de la
muestra. La morfologia y el patron de los cristales ordenados eran similares a los de un prisma
de esmalte natural con un patron de difraccion caracteristico de HAP. El ensayo de
nanoindentacion demostré una buena recuperacion de la dureza y maédulo elastico, pero sin
igualar los parametros encontrados en esmalte sano. En este estudio se utiliz6 como control
un péptido con la secuencia de la porcion carboxilo terminal de la amelogenina
(LEAWPATDKTKREEVD) al que llamaron péptido “B” 1%, en estudios posteriores se utilizd
esta misma secuencia (péptido “B”) con el nombre de C-AMG*®°,

P26-P32

Mukherjee y cols. disefiaron 2 péptidos sintéticos (p26 y p32) inspirados en los dominios
funcionales de la amelogenina nativa con 26 y 32 residuos respectivamente. En estos péptidos
se mantuvieron los ultimos 12 aminoacidos de la porcion carboxilo terminal (asociados con la
nucleacion de cristales y procesos de crecimiento ordenado de HAP) combinados con los
residuos E, Ky R que promueven estructuras secundarias desordenadas y tienen un efecto
positivo en la remineralizacion del esmalte. Ademas, el disefio de estos péptidos incluye 14
aminoacidos de la porcién amino terminal (1-4 y 16-25) y una serina fosforilada (pS*¢). En el
caso de P32 se agregaron 2 regiones de repeticiones de poliprolina (PXX-PXQ) ya que pueden
tener un efecto modulador en la elongacion y crecimiento de los cristales. Ambos péptidos
exhiben una conformacion desordenada segun ensayos de dicroismo circular y forman
nanoestructuras esféricas cuando se observan utilizando TEM.

La evaluacion de los depdsitos formados por multiples aplicaciones de p26 mediante SEM
demostré la formacion de un recubrimiento denso y continuo, formando mdultiples capas de
apatitas en forma de columna de ~6 pm cada una. Cuando se utilizé p32 los cristales crecieron
paralelos al esmalte prismatico subyacente. EL patrén de difraccién obtenido mediante XRD
demostro el crecimiento de una fase mineral consistente con HAP y un crecimiento preferencial
a través del eje c. El ensayo de nanoindentacion demostr6 que el uso de estos péptidos tiene
la capacidad de recuperar hasta cierto punto la dureza y médulo elastico de las muestras pero
sin igualar las propiedades mecéanicas del esmalte sano!??.
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Hallazgos observados de la caracterizacion de los depdsitos
neoformados por efecto de los péptidos.

Ademas de la gran diversidad de péptidos empleados, hay una gran variabilidad de estrategias
metodoldgicas para evaluar la remineralizacion del esmalte dental humano. Tal es el caso del
uso de acido orgénicos para simular lesiones cariosas incipientes en las superficies del
esmalte. En estudios realizados por Kucukyilmaz y Batayneh, crearon lesiones artificiales
utilizando un gel y una solucion de &cido lactico (pH=4.6), respectivamenteb.-%, Ustiin y cols.
provocaron desmineralizacién sobre superficies de esmalte con acido acético (pH=4.3) 7°.

Otra metodologia muy concurrida son los sistemas de desmineralizacion-remineralizacion
continua, en el que se producen cambios periodicos de pH. Esta metodologia permite analizar
la capacidad de diferentes sustancias activas no solo de promover remineralizacion si no de
prevenir la desmineralizacion en medios acidos, simulando la actividad fisiolégica del medio
bucal. Ding y cols. probaron la eficacia del péptido derivado de tuftelina TDP en muestras de
esmalte sometidos a un régimen de remineralizacién de pH ciclico 1.

Todos los estudios analizados en esta revision reportaron la remineralizacion de las superficies
tratadas con los péptidos. En 27 estudios se realizé el analisis mediante MEB para corroborar
la morfologia y distribucion de los depdsitos formados en muestras expuestas a un medio
supersaturado de iones calcio/fosfato incluso en ausencia de péptidos. Sin embargo, la
diferencia mas notoria fue el patron de crecimiento y su distribucion 7:6873.74,93-
96,99,100,102,105,107,109-111,113 'Pcos articulos reportan un crecimiento longitudinal y bien ordenado
de los cristales sobre la superficie desmineralizada y sélo dos encontré imagenes bien
definidas de la recuperaciéon de la morfologia tipica de la superficie del esmalte (en forma de
“escamas de pescado” o “cerradura”®®83,

Algunos autores utilizaron otras técnicas (ya sea complementando MEB) para corroborar si
existié remineralizacion sobre la superficie de esmalte desmineralizada. Los estudios donde
no se utiliz6 MEB, definieron “remineralizaciéon” de acuerdo con el fundamento de la técnica
empleada.

Qamar y cols. midieron la concentracion de iones Ca?* en una solucién controlada; calcularon
las diferencias antes y después de la incubacion de las muestras tratadas con péptidos a través
de un electrodo selectivo de iones ISE (lon Selective Electrode). Cuando la concentracion del
Ca?* en la disolucién con muestras tratadas es menor, la interpretan como una mejor capacidad
para agregarlos a la superficie de la muestra®2.

Algunas otras técnicas empleadas para determinar la remineralizacion sobre la superficie del
esmalte incluye el uso de técnicas de imagen radioldégica como microradiografia transversal
usada en los estudios realizados por Ding donde evalué el uso de TDP y QP5103111 y g| estudio
realizado por Reynolds donde evalué el uso de CPP®’. Mediante el andlisis de las imagenes
radiograficas midieron la profundidad de la lesion —definida como la distancia desde la
superficie del esmalte, hasta el punto en donde el contenido mineral alcanza 87% de lo
encontrado en esmalte sano—; pérdida mineral —comparando la lesién con tejido sano y
expresada en vol%/um—; y contenido mineral —calculado a partir de los datos obtenidos de
profundidad de la lesién y pérdida mineral—. Ademas, Ustiin y cols. y Kind y cols. utilizaron
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microtomografia computarizada para analizar, a través de un software, cambios en la
profundidad de la lesién (mm), densidad mineral (g/cm?), area de la superficie (mm?) y volumen
(mm3)79,87.

13 articulos utilizaron diversas técnicas de fluorescencia para evaluar remineralizacion sobre
la superficie de esmalte desmineralizado. 8 de los articulos donde se utilizo fluorescencia se
valieron de métodos comerciales que han probado ser herramientas Utiles en la identificacion
clinica de lesiones cariosas tempranas. Jablonski-Momeni y cols utilizaron el sistema QLF
inspektor pro para evaluar los cambios de la superficie del esmalte®3. Los estudios realizados
por Batayneh y cols (referencia) y Kucukyilmaz y cols (referencia) utilizaron el sistema
Biluminator que usa el mismo principio de QLF pero presume ser mas sensible y preciso .

Autores como Ustiin, Bhat, Taranath, Pai y Jablonski-Momeni evaluaron la capacidad
remineralizante con el sistema DIAGNOdent 62:71.79.81,89

Por otro lado, ElSayad y cols. emplearon espectroscopia de autofluorescencia inducida por
laser para analizar la remineralizacion mediante la identificacion de bandas a 540nm, 630nm
y 670nm en esmalte sano®. Silvertown y cols. utilizaron el Canary Number (CN) obtenido por
el método de radiometria fototérmica y luminiscencia (PTR-LUM) para determinar pérdida
mineral (CN aumenta) y remineralizacion (CN disminuye) tomando como referencia el estado
del esmalte “sano” cuando el CN era <20%. Savas y cols. utilizaron microscopia confocal laser
para evaluar remineralizacién mediante la medicién de la profundidad y area de las lesiones
antes y después del tratamiento®. Tulumbaci y cols. emplearon el microscopio de luz
polarizada para analizar la profundidad de la lesién en muestras de esmalte®*.

A pesar de la “remineralizacion” observada en las muestras tratadas con los diferentes
péptidos, es necesario realizar un analisis mas riguroso que nos permita identificar los
elementos quimicos (presencia/concentracion), grupos funcionales vy, obtener las
caracteristicas cristalogréaficas de los depdsitos formados sobre la superficie del esmalte.

La mayoria de los estudios que analizaron la morfologia de las muestras a través de SEM
aprovecharon la herramienta EDS acoplada a este tipo de microscopio electrénico para
identificar la cantidad de elementos constitutivos de la HA estequiométrica como Cay Py
algunos elementos que se suelen identificar en la HA que constituye el esmalte humano como
F, C y O. Dichos estudios, comparan la relacion Ca/P después de la remineralizacion con el
valor obtenido en muestras de esmalte sano. En la mayoria de los andlisis por EDS, se

encontraron valores muy cercanos a la relacién Ca/P caracteristica de HA estequiométrica
7,54,65,67,69,70,72—76,88,98,107,109,111_

Los estudios realizados por Qamar, Fang, Kwak, Chung y Luo utilizaron espectroscopia
infrarroja para el analisis de sus muestras. En las espectroscopias obtenidas a partir de
esmalte sano se pueden encontrar bandas caracteristicas de PO43 (1090-1032, 960, y 600—
500 cm™) OH- (633cm™) y de carbonato (1550, 1460, 1445, 1415 y 870 cm™) 4% En todos los

estudios que emplearon esta técnica se identificaron las bandas caracteristicas para el PO4*
_92,101,102,104,109,110_

De manera complementaria, la técnica de Raman permite la identificacion de vibraciones
simétricas en grupos no polares; ya que IR suele ser superior en la identificacion de vibraciones
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asimétricas en grupos polares “3. Ademas de la identificacion de las bandas representativas,
ambos tipos de espectroscopias permiten determinar el indice de cristalinidad y/o la razén
entre la fase cristalina (HAP) y la presencia de fases amorfas mediante el analisis de las
bandas presentes en la muestra. Wang y cols reportaron el uso de espectroscopia vibracional
Raman y de fotoelectrones emitidos por rayos X, para la identificacion de la hidroxiapatita; con
el andlisis de la banda en 962 cm™! se asocié un crecimiento cristalino altamente ordenado en
el esmalte remineralizado®.

En esta revision se registraron 10 articulos que reportaron el uso de XRD y 8 reportaron el uso
de GIXD. Todos ellos encontraron picos de difraccion caracteristicos de la HAP (comparandolo
contra difractogramas de HAP estequiométrica). Los autores reportaron tamafo de los cristales
en diferentes planos y algunos reportaron también la razén entre la intensidad del plano

002/211 (obteniendo la posible orientacién y organizacioén espacial de los cristales) 64:69.78.94-
98,100—102,104,105,109,110,112—114.

Solo 4 estudios reportaron el uso de SAED donde se encontraron patrones de difraccion
similares a los de la HAP estequiométrica y en el esmalte sano®9:99.101,107,

Se muestra un resumen de los resultados en la tabla 2.

Tabla 2. Evaluacidn de los efectos de péptidos sobre la superficie de esmalte desmineralizado

s ., . . Caracterizacion
Péptido Evaluacion del efecto remineralizante L
cristalina
SEM (cristales dispersos y desordenados), EDS(Ca/P=1.75), AFM,
CPP Mapeo elemental por microandlisis con sonda de electrones, XRD
UCT, Fluorescencia
SEM (disminucién de poros y crecimiento uniforme), EDS
P11-4 N tad
1 (Ca/P=1.80)uCT, Fluorescencia M. confocal, © reportado
PGGA ISE, IR No reportado
H5 SEM(cristales de 2.5 um de espesor), ICP-OES No reportado
SP-H5 SEM(Cristales de 2.5 um de espesor), ICP-OES No reportado
SEM(Remineralizacién superficial rapida, regiones
MPP3 subsuperficiales desmineralizadas), EDS No reportado
SEM(Capa continua de cristales en forma de placa),
hADP N tad
> > EDS(Ca/P=1.54), TEM, M. luz polarizada © reportado
XRD (Razén 002/211=
e ey mAm SEM (cristales ordenados perpendiculares. La morfologia y el 1.029+.0094
Péptido "A , - .
patron eran similares a los de un prisma de esmalte natural) (esmalte sano
=1.159+0.057))
NSS SEM ( cristales desordenados) No reportado
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No reportado

5NSS SEM (cristales desordenados), TEM, IR
SEM (deposicion tanto en varillas como en espacio intevarillas),
3NSS TEM, AFM XRD(211,300), SAED
3DSS SEM (deposicidon tanto en varillas como en espacio intevarillas), XRD(211, 300)
AFM
DSS8 SEM (hojuelas de tamafio nanométrico), EDS(Ca/P=1.64), TEM, RD
AFM
mLRAP SEM(en comb‘macu.)n con NAA: cristales de 2 um paralelos en XRD
forma de aguja fusionados y empaquetados densamente), IR
SEM(Cristales paralelos en forma de aguja densamente
LRAP XRD
empaquetados de ~ 2 um ), EDS(Ca/P=1.57), IR
SEM(en combinacion con NAA: cristales de 2 um paralelos en
NAA forma de aguja fusionados y empaquetados densamente), IR, No reportado
XRD
TDP MRx transversal, M. luz polarizada No reportado
SEM (Cristales en forma de varilla cubrieron completamente la | XRD Razén 002/211=1.184
DpSPSEEKC .
superficie.) (esmalte sano =1.212)
DDDEK (SAP) SEM(Nanovarillas ordenadas), AFM ) G (Pt ity
(esmalte sano =1.21)
Péptido 7 SEM(cristales planos y compactos), EDS XRD
SEM(crecimiento de apatitas en forma de columna), ,
P2 XRD R 2/211=2.
6 EDS(Ca/P=1.77) 2 Le2 38
P32 SEM(Cristales paralelos al esmalte prismatico), EDS(Ca/P=1.85) | XRD Razdén 002/211=1.34
SEM(+PTL: Cristales en forma de varilla imitando "escamas de
C-AMG pescado" del esmalte natural.), EDS(Ca/P=1.68), TEM, AFM, XRD 002, SAED
RAMAN
QPA4+TKREEVD SEM(Cristales en forma de varllla. c!ue cubrian casi por completo XRD, SAED
la superficie), IR
QPs SEM(Cristales en forma de varilla ), EDS(Ca/P=1.63), uRx O Er

transversal

Como se ha comentado a lo largo de esta revision, el esmalte obtiene sus caracteristicas
fisicas/mecanicas gracias a su composicion y a su organizacion jerarquica. Las cualidades
mecanicas del esmalte dental permiten al sistema masticatorio realizar su funcién a pesar de
los retos fisicos a los que esta sometido; por ejemplo, debe resistir fuerzas de hasta 770N*15,
Es por esto, que los depdsitos formados sobre la superficie del esmalte dental no solo deben
tener la estructura y composicion quimica adecuada, sino que deben presentar una dureza,
modulo elastico y fuerza de adhesion suficientes para permanecer sobre la superficie del tejido
y cumplir la funcion del esmalte natural.
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En esta revision se encontraron 26 estudios que realizaron pruebas de dureza sobre la
superficie del esmalte utilizando distintas técnicas.

Los estudios llevados a cabo por Yang y Zhang utilizaron la técnica de Knoop para la
evaluacion de la dureza de superficie y reportaron el porcentaje de recuperacion de la dureza
en las muestras remineralizadas contra la medicién de las mismas muestras antes del
tratamiento con agentes desmineralizantes®*6.

Los estudios realizados por Suryani, Dogan, Rai, Kamal, Fang, Liu, Savas, Li, Lata, Stoleriu y
Muhammad usaron la técnica de Vickers para la evaluacion de la microdureza de
superficig®46568:82-86,91,104,107.113 ' Fg jmportante mencionar que los parametros de evaluacion
fueron muy distintos entre si; Lata y Stoleriu realizaron las mediciones sobre la superficie
transversal al realizar un corte de la muestra a través de la lesion para encontrar la dureza de
subsuperficie y llevando a cabo la medicion algunas micras debajo de la superficie de la
muestra 8291, El mejor resultado reportado para la microdureza de superficie utilizando esta
técnica, fue el demostrado por el péptido 7 con una dureza de VHN=497.97+19.63%*.

Wang, Dogan, Xiao, Chung, Zhou, Mukherjee y Hsu utilizaron nanoindentacion para obtener
la dureza de superficie de las muestras de esmalte remineralizado mediante el uso de péptidos
7,69,78,97-102,105107 | o5 parametros empleados fueron muy variados entre los estudios y los
resultados se reportaron en GPa. El mejor valor de dureza fue encontrado en el estudio de
Wang utilizando C-AMG en una nanopelicula de lisozima transitada de fase, GPa=4.5+0.2%°.
El analisis de nanoindentacion también ofrece informacion sobre el mddulo elastico
aumentando la fuerza de carga gradualmente y hasta la fractura del tejido. El mayor valor para
modulo elastico también fue obtenido por Wang utilizando C-AMG en una nanopelicula de
lisozima transitada de fase, GPa=86.3+4.2%°.

Por ultimo, sélo 5 estudios realizados por Yang, Liu, Zhang y Wang 646°94-%realizaron la
prueba de ultima emision acustica al rasgado para determinar la fuerza con la que los nuevos
depdsitos se mantienen sobre la muestra; el mejor resultado fue el demostrado por el péptido
DpSpSEEKC en el estudio de Yang .

En los estudios de Yang, Chung, Liu, Zhang y Hsu, se empleé AFM y se reportaron cambios
en la rugosidad media, algunos de ellos también reportaron rugosidad cuadrada y rugosidad
maxima. Todos los estudios que emplearon esta técnica, reportaron una disminucién
importante en la rugosidad al usar péptidos, esto puede deberse a la manera en que se estan
organizando los cristales sobre la superficie del esmalte y es importante porque una superficie
con mayor rugosidad implica una mayor acumulaciéon de bacterias®494-99.102,

A pesar de utilizar distintas técnicas para el analisis de las propiedades fisicas y mecanicas,
ninguno de los resultados alcanz6 propiedades mecanicas similares a la del esmalte sano. El
resumen de los resultados para las pruebas mecéanicas se muestra en la tabla 3.
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Tabla 3. Resumen de hallazgos de pruebas mecanicas

Dureza de superficie utilizando la técnica de Vickers

Autor Resultados

. N Péptido utilizado SD(+

Principal/Afio P (VHN) (=)
Hafsa Suryani/2020 CPP-ACP 275.7025 6.03946

. shADP5 141.1 7.8

Sami Dogan/2018 ShADP5+F 133.5 12.4

Rai, Pooja M/2019 CPP-ACP+F 1semana 331.5 35.9

CPP-ACP+F 1semana 277.34 5.01

Dina Kamal/2018 CPP-ACP+F 4 semanas 300.28 4.06

P11-4 1 semana 317.6 9.54

P11-4 4 semanas 334.14 8.98

mMLRAP/NAA no reportado no reportado
Fang, ZH/2021 mLRAP no reportado no reportado
NAA no reportado no reportado
CPP-ACP+F 242.81 26.58
Yahya, YM/2020 P11-4 208.47 8.59
P11-4+F 215.36 11.57
. péptido 7 (4 dias) 482.6 21.18
Liu, YB/2018 P p
e, ey péptido 7 (8 dias) 497.79 19.63
P11-4 7d 204.1 11.2
S S/2016
avas, S/ P11-4 30d 235.1 18.2
Li QL/2014 C-Ame+acido estedrico 1 dia no reportado no reportado
’ C-Ame+acido estedrico 20 dias no reportado no reportado
CPP-ACP+F (1 sem) 277.34 5.01
CPP-ACP+F (4 sem) 300.28 4.06
P11-4 (1 sem) 317.6 9.54
; P11-4 (4 sem) 334.14 8.98
Dina Kamal/2020 P11-4+F (1 sem) 347.72 9.76
P11-4+F (4 sem) 350.52 10.96
P11-4+CPP-ACP+F (1 sem) 349.06 13.72
P11-4+CPP-ACP+F (4 sem) 352.36 13.96
CPP-ACP 185.2 30.79
Lata 5/2009 CPP-ACP+F 216.25 16.96
Evaluacidn de la dureza transversal
CPP-ACP 150.63 6.78
Lata 5/2009 CPP-ACP+F 155.51 5.64
P11-4 25 um 98.5 6.98
Stoleriu, 5/2019 P11-4 75 um 143.3 10.29
P11-4 125 pum 258.2 7.56
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P11-4 175 pum 278.7 10.07
P11-4 225 pm 293.1 9.59
P11-4 275 pm 3215 15.68

Dureza de sup

erficie utilizando la técnica de Nanoindentacion

Dong Wang/2020 C-AMG 4.5 0.2
Sami Dogan/2018 shADP5 2.23 0.23
Zuohui Xiao/2017 Péptido "A" 0.7 0.21
Chung/2013 3NSS 1.36 0.22
CPP-ACP 4 h 1.96 0.33
Chunhua Zhou/2014 CPP-ACP 8 h 2.12 0.12
CPP-ACP 12 h 2.23 0.12
CPP-ACP 24 h 2.48 0.19
3NSS 50 uM 1.082 no reportado
3NSS 100 um 1.691 no reportado
Chung, HY/2013 3NSS 200 um 1.565 no reportado
5NSS 100 uM 0.721 no reportado
5NSS 200 uM 0.352 no reportado
Chung, HY/2013 3NSS 33.3 uM 0.86 no reportado
Chung, HY/2012 3DSS 33.3 uM 1.01 no reportado
8DSS (SBF) 2.2 no reportado
Hsu, CC /2011
8DSS (SBFX2) 2.71 no reportado
Hsu, CC/2011 8DSS

Modulo elastico utilizando la prueba

de Nanoindentacion

Dong Wang/2020 C-AMG 86.3 4.2
Sami Dogan/2018 shADP5 58.6 4.7
Zuohui Xiao/2017 Péptido "A" 66.7 2.4
Hsiu-Ying Chung/2013 3NSS 50.73 3.7
CPP-ACP 4 h 41.36 2.05
CPP-ACP 8 h 53.13 5.55
Chunhua Zhou/2014
CPP-ACP 12 h 59.42 4.48
CPP-ACP 24 h 70.85 4.05
Chung, HY/2013 3NSS 33.3 uM 48.91 no reportado
Chung, HY/2012 3DSS 33.3 uM 43.13 no reportado
8DSS (SBF) 64.93
Hsu, CC /2011
8DSS (SBFX2) 85.53 no reportado
Hsu, CC/2011 8DSS

Fuerza de adhesidn utilizando el ensayo de emision ac

Ustica

DDDEK (SAP)-TA/Felll 64.85

Yang/2017 [T no reportado
DDDEK (SAP)-TA 62.95

Yinxin Yang/2017 DpSpSEEKC 72.15 no reportado
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Liu, YB/2018 péptido 7 63.8 4.58
DDDEEKC+OPC 44N no reportado
Zhang, SH/2016
g, SH/ DDDEEKC+OPC+Felll (2 46N e
semanas)

Conclusiones.

La alta incidencia de caries en el mundo y el hecho de que el esmalte no tiene la capacidad de
regenerarse por si mismo ha enfocado a las investigaciones a encontrar estrategias que
permitan la recuperacion de cristales de HAP en superficies de esmalte desmineralizadas. En
esta revision se encontré una gran variedad de secuencias peptidicas que han sido probadas
para la remineralizacion de lesiones de tipo mancha blanca en esmalte dental humano, el
desarrollo de este tipo de estrategias se describe (en estudios in vitro) desde el afio 1997
cuando Reynolds probara un fosfopéptido derivado de la proteina caseina (CPP). A partir de
entonces, se han identificado secuencias de proteinas que participan en la formacion del
esmalte como tuftelina, enamelina, amelogenina, fosfoproteina dentinaria, e incluso motivos
derivados de proteinas como la Histatina y la Estaterina. Una vez que se identificaron y
demostraron propiedades importantes para la remineralizacion del esmalte, estos péptidos
sintéticos fueron modificados para mejorar sus caracteristicas (capacidad de unirse al esmalte,
atraccién de iones Ca?* o formacién de andamios, entre otras); e incluso, se disefiaron péptidos
guiméricos que permiten aprovechar las ventajas de motivos presentes en la misma o en
distintas proteinas para potencializar su efecto como el caso de los péptidos P26 y P32. Otro
caso destacable es el de la secuencia peptidica de P11-4 que no se encuentra en ninguna
proteina sino que fue disefiada en laboratorio con residuos aminoacidicos que han demostrado
tener la capacidad de autoensamblarse y formar un andamio que dirige el crecimiento de
cristales y de esta forma promover la remineralizacion.

Como se demostré en esta revision, todos los péptidos reportados tienen la capacidad de
promover el deposito de minerales; sin embargo, se reportaron una gran variabilidad de
morfologias; pues se describieron estructuras en nanovarillas, placas y agujas a partir del
andlisis de SEM, aunque algunos de ellos reportaron crecimiento ordenado, solo dos
mencionan la reproduccion del patron de prismas que semeja a “escamas de pescado” u “ojo
de cerradura” caracteristico del esmalte sano. Los depdsitos fueron analizados por técnicas
como EDX, FTIR y RAMAN, y se determind que los depdésitos estaban formados por iones y
grupos funcionales representativos de la fase mineral hidroxiapatita; dicha fase mineral fue
corroborada principalmente por técnicas de difraccibn como XRD y SAED. En los distintos
reportes se describe que el depdsito formado por efecto de las secuencias peptidicas es en un
tiempo menor al observado de manera natural (sin péptido) en un medio sobresaturado; sin
embargo, la fuerza de adhesion, dureza y médulo elastico de dichos depésitos no han
demostrado igualar los pardmetros encontrados en el esmalte sano. Si bien los resultados de
las pruebas mecéanicas aun no logran cumplir las expectativas, algunos de estos péptidos ya
se comercializan para su uso clinico (CPP y P11-4). Por lo tanto, estos hallazgos implican un
prondstico reservado y debemos ser cautelosos con su uso clinico en el tratamiento de
lesiones de tipo mancha blanca.
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