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Proteolisis enzimatica
del colageno dentinario

Lopez Jordi, Maria del Carmen, Amaral Schiaffino Rosana**, Kalil Sandrar**

Resumen

El presente trabajo propone una revisién de
las caracteristicas del tejido dentinario, anali-
zando particularmente la estructura del cold-
geno, su formacidn, los enlaces que estabilizan
la estructura cuaternaria y como se altera la
fibra de coldgeno por accién de las bacterias
en dentina cariada asi como los componentes
de los agentes “removedores de tejido caria-
do”. Finalmente, se presenta una secuencia
terapéutica clinica para la caries dentinaria
con el propésito de establecer una gufa de
tratamiento basada en la filosofia de Minima
Intervencién.

Abstract

The present work proposes a revision of the
dentin tissue’s characteristics, specifically stu-
dying the collagen’s structure, its formation,
the bindings that stabilize the quaternary
structure and the alteration of the collagen fi-
bre by the action of microorganisms present
in the carious dentin and by the components
of the “caries removal agents”. Finally, a the-
rapeutically clinic sequence for dentin caries
is presented to reach the goal to provide a
treatment guide based on the Minimal Inter-
vention Philosophy.

Palabras clave: Coldgeno, Removedores de ca-
ries, Proteolisis enzimatica.

Key words: Collagen, Caries removers, Enzy-
matic proteolysis
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Introduccién

El Policy Statement de la Federacién Dental In-
ternacional (FDI), adoptado por la Asamblea Ge-
neral el 1 de octubre de 2002 en Viena, plantea el
paradigma de Minimal Intervention in the Mana-
gement of Dental Caries.

Los principios rectores de la minima intervencién
en odontologia son:

1. méximo confort del paciente,
2. preservacion de los tejidos,
3. capacidad reparadora.

Dentro del capitulo de la preservacién de los teji-
dos, se encuentran los procedimientos que plan-
tean la “Remocién quimico-mecdnica de caries”
basados en los conocimientos histolégicos y bio-
quimicos de la digestién enzimdtica.

Tejido dentinario

La dentina es un tejido conjuntivo diferenciado,
calcificado y sensible, segregado por los odonto-
blastos, constituido por un 50% de materia inor-
gdnica (cristales de hidroxiapatita mds pequenos
que los del esmalte, calcio en menor cantidad y
5% de carbonatos), 30% de materia orginica y
20% de fluidos (Figura 1).

» .

J

250 6V 1.0

Dot WO Wb EE— Toojm,
SE sr.-_.x Hide YR S Jery

Fig. 1 Dentina mineralizada
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Fig. 2 Coldgeno dentinario

El 90% del contenido orgdnico del tejido den-
tinario es COLAGENO, una glucoproteina fi-
brosa, insoluble con gran resistencia a la traccion;
integra junto con proteoglicanos y otras glicopro-
teinas la matriz orgdnica dentinaria (Figura 2).

Estructura dinamica del
colageno

El coldgeno es una proteina estructural - fibrilar cuya
unidad bésica consta de tres cadenas polipeptidicas
conformando una triple hélice (Figura 3), muy
compacta. El 30% de los residuos de aminodcidos
constituyentes son de glicina los que se ubican en
posicién axial; en cambio los de hidroxiprolina y
de hidroxilisina (25%) se ubican en el exterior. La
proporcién de residuos de glicina en la molécula de
coldgeno es elevada en relacién a las demds protei-
nas (en la hemoglobina por ejemplo es del 20%).
La secuencia de aminodcidos del coldgeno es no-
tablemente regular y periddica a diferencia de las
proteinas globulares que raramente tienen una se-
cuencia de aminodcidos regular. La importancia de
los residuos de glicina consiste en que su grupo R,
un dtomo de hidrégeno, ocupa muy poco espacio y
por ello permite que las tres cadenas polipeptidicas
se aproximen. La mutacién en el gen de un solo re-
siduo de glicina del coldgeno puede dar lugar a con-
secuencias negativas importantes como lo muestran
los estudios de DNA de pacientes con Osteogénesis
imperfecta (enfermedad del tejido conjuntivo con
presencia de coldgeno tipo I defectuoso).
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Fig. 3 Coldgeno — formacién de triple hélice.!

La unidad bésica estructural del coldgeno es el
tropocoldgeno, constituido por tres cadenas po-
lipeptidicas del mismo tamafo y de composicién
idéntica o no, segtn el tipo de coldgeno. El tipo
I consta de dos cadenas de una clase, y una de
otra, mientras que los tipos II, III y IV constan
de tres cadenas idénticas para cada uno de ellos.
Los fibroblastos lo secretan como procoldgeno.
De las regiones amino y carboxilo terminales
de cada una de sus tres cadenas, son escindidas
enzimdticamente por procoldgeno peptidasas ex-
tracelulares, pequefos polipéptidos de estructura
primaria diferente al resto de las cadenas. Asi se
generan las moléculas de tropocoldgeno de menor
masa molecular que el procoldgeno.

La formacién de fibras de coldgeno tiene lugar en
el espacio extracelular, cerca de la superficie celu-
lar y no dentro de los fibroblastos. El disefio es-
tructural fundamental de la fibra del coldgeno es
el de una formacién escalonada de moléculas de
tropocoldgeno, repetida cada cinco filas.

Cada molécula de tropocoldgeno mide 300 nm
de longitud y entre las moléculas de cada fila hay
una brecha de 40 nm. Las brechas se “superponen”
cada cinco filas, y si proyectamos el extremo de
una de las moléculas hacia la fila adyacente, entre

los extremos de dos moléculas de filas adyacentes,
queda un espacio de 64 nm, que es responsable de
la estriacién que presenta la fibra de coldgeno en
las micrografias electrnicas. (Figuras 4 y 5).
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Fig. 4: Formacién de fibras
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Fig. 5 Formacién de fibras

El tropocoldgeno se estabiliza por puentes de hi-
drégeno entre las tres cadenas que lo forman y en-
laces covalentes entre residuos de lisina (Figura 6)
mientras que, la fibra de coldgeno se estabiliza por
enlaces cruzados covalentes entre las unidades de
tropocoldgeno que involucran residuos de lisina,
hidroxiprolina e histidina. (Figura 7).
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Fig. 7 Formacién de “crosslink” en la fibra coldgena.

El ndmero y tipo de enlaces varia con la funcién
y la edad del tejido. El coldgeno intacto es una
estructura densa inaccesible a los solventes, en
cambio en su forma desnaturalizada las enzimas
proteoliticas tienen capacidad de actuar sobre al-
gunas de sus moléculas.

En esta caracteristica del coldgeno desnaturaliza-
do es que se basa la accidén selectiva de los “remo-
vedores del tejido dentinario cariado”.

Removedores del tejido cariado

Los compuestos que integran los removedores del
tejido dentinario cumplen con los siguientes ob-
jetivos:
» remover por medios quimico-mecanicos
los tejidos cariados
» cumplir lo anteriormente citado de forma
atraumatica (con instrumentos de mano,
sin filo)
»  minimizar y aun eliminar los estimulos
dolorosos
» preservar al maximo los estructuras sanas
» sumar propiedades antimicrobianas

La caries de dentina definida por E. Kidd* como “ca-
téstrofe ecoldgica” involucra procesos celulares, regu-
ladores de la velocidad de avance de la lesion, presen-
tando una progresién no lineal (Figuras 8 y 9)°.

P
Fs ~

Fig. 8

38

Lépez Jords, Maria del Carmen - Amaral Schiaffino Rosana - Kalil Sandra



Fig. 9

La difusién de metabolitos bacterianos en el teji-
do dentinario provoca inicialmente una desorga-
nizacién de la capa odontobldstica y la dentina es-
tablece un mecanismo de remineralizacién como
respuesta fisiolégica (zona oscura). El avance del
proceso de caries en dentina es bastante mds irre-
gular y mucho mds rdpido que en el esmalte prin-
cipalmente porque el contenido mineral es menor,
afectando inicialmente en forma mds importante
la dentina peritubular que la intertubular por pre-
sentar mayor grado de mineralizacién.

Luego del ataque a la zona mineralizada de la den-

tina por la accién de enzimas proteoliticas bac-

terianas el coldgeno comienza a desintegrarse de
manera progresiva.

Histolégicamente se distinguen varias zonas en el

avance de la caries en dentina que FUSAYAMA

(1975)¢ describe en dos capas:

a) dentina infectada, contaminada por bacterias,
no vital, se tifie con colorantes y no es remine-
ralizable por lo que debe eliminarse.

b) dentina afectada, vital, sensible, desmineraliza-
da (mds dura), libre de bacterias y susceptible
de ser remineralizada por lo que debe conser-
varse.

La dentina infectada muestra aglomerados de fi-

bras coldgenas dispuestas en forma dispersa, re-

duccién del ndmero de moléculas precursoras del
coldgeno y de cristales de hidroxiapatita, presen-
cia de bacterias sellando junto con material amor-
fo la luz de los tibulos dentinarios alargados por
la pérdida de la dentina peritubular y sin procesos
odontoblésticos en su interior (Figura 10)”. Se ob-
servan fisuras en el espesor del tejido dentinario
por ruptura de muchos tibulos dentinarios y co-
ldgeno completamente desorganizado. Estas zonas
pueden ir aumentando e incluso unirse entre ellas
y esto hace que la dentina infectada se remueva
con alguna facilidad. Cuando el coldgeno se des-
naturaliza se reduce su capacidad de servir como
nucleos de cristalizacion.

o e

Fig. 10 Ultraestructura de dentina infectada

La dentina afectada se asemeja a la dentina sana
(Hall-Embery, 1997)8, la dentina peritubular es
densa y mineralizada, rica en fibronectina, protei-
na que ejerce una funcién clave sobre los odon-
toblastos en la interaccién con la matriz extrace-
lular.

Los procedimientos de remocién de tejidos caria-
dos con instrumentos de mano integran:

1. Tratamiento Restaurativo Atraumdtico -ART-
(Frencken, J.E. 1994 ° - Holmgren, C. ].
1999') caracterizado por una eliminacién me-
cénica del tejido reblandecido con instrumen-
tal de corte, afilado (hatchet, carver) (Figura
11).

2. Tratamiento quimico de la dentina desnatura-
lizada y su posterior remocién con instrumen-
tal de mano no afilado, romo (Figura 12).

Proteolisis enzimdtica del coldgeno dentinario
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Figl1

Fig. 12

Es importante establecer que los diferentes proce-
dimientos de remocién manual del tejido denti-
nario cariado se complementan obligatoriamente
con la utilizacién de materiales de obturacién
denominados bio activos que cumplen con los
siguientes objetivos:

» capacidad de sellar la cavidad
» inhibir la desmineralizacion y

> favorecer la remineralizacion

Los Ionémeros de Vidrio Convencionales de Alta
Densidad son los materiales bio activos que ade-
mds de asegurar una buena adhesién a los teji-
dos dentarios, han demostrado tener las mejores
propiedades para cumplir los otros objetivos an-
tes mencionados ya que se recargan de fluoruros,
presentan un coeficiente de expansién térmica
similar al diente, buena resistencia compresiva
pudiendo preparase con consistencia fluida o
condensable.

Es interesante resaltar que la adhesién basada en
el mecanismo de difusién idnica, muestra la for-
macién de una capa (difusién idnica) conforma-
da entre el Ionémero de vidrio y el calcio de la

hidroxiapatita del esmalte y la dentina. Esta es-
tructura cristalina de fosfato de calcio-polialque-
noato explica ademds de los patrones adhesivos,
las propiedades de biocompatibilidad y el efecto
mineralizador de los Ionédmeros de vidrio (repre-
cipitacién de mineral en la interface Ionémero-
diente).

Accién quimica sobre el
colageno desnaturalizado

La remocién quimico-mecdnica de caries se basa
en la accién de un agente quimico que reblandece
la dentina que ya estd alterada por la accién del
proceso carioso, que estd desnaturalizada e infec-
tada, lo cual se complementa con una remocién
mecédnica con instrumentos manuales no cortan-
tes. El agente escinde las uniones no covalentes de
la estructura del coldgeno, es decir los enlaces de
hidrégeno entre cadenas peptidicas que constitu-
yen la triple hélice. Es importante tener presente
que para la ruptura de los enlaces mencionados
se requiere que algunas uniones covalentes que
existen en la triple hélice se encuentren escin-
didas. Esta situacién del coldgeno dentinario es
producto de la accién de las enzimas proteoliticas
que producen las bacterias por el avance del pro-
ceso carioso y también por enzimas propias de la
dentina como las metaloproteasas que se activan
por la accién de iones metélicos como el calcio. El
fenémeno mencionado genera que la aplicacién
de agentes quimicos como los removedores de ca-
ries no actden sobre el coldgeno integro sino que
disuelven solamente la dentina que se encuentra
alterada por la caries dental (los enlaces destruidos
se encuentran en la dentina infectada) permitien-
do la remocidn selectiva de la dentina.

Los productos utilizados para obtener una accién
quimica sobre el tejido dentinario desnaturalizado
han ido variando y evolucionando con el tiempo:
El primer producto disponible fue el Caridex™ en
1984, 4cido-N-monocloro-DL-2 aminobutirico
(NMAB) que causaba el rompimiento del colé-
geno de la dentina infectada facilitando su remo-
cién. Era muy dificil de mantener en stock y no
tuvo gran repercusion. Luego apareci6 en el mer-
cado el Carisolv™, en 1999, en la Universidad de
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Gotemburgo — Suecia, compuesto por un liquido
transparente (0.5 % de hipoclorito de sodio) y un
gel de color rojo, mezcla de tres aminodcidos: leu-
cina, lisina y dcido glutdmico. El mecanismo de
accion se explica dado que el hipoclorito de sodio
produce la degradacién de la sustancia orgdnica
a temperatura ambiente. La descomposicién del
tejido necrético se produce porque el cloro rom-
pe las uniones que mantiene la estructura fibro-
sa unida dentro de la matriz de coldgeno, a pH
12. La selectividad de la accién sobre el tejido
desnaturalizado estd dada por las cloraminas. Al
contacto del gel con el tejido desnaturalizado se
produce una cloracién de las fibras de coldgeno
parcialmente degradadas con la conversién de la
hidroxiprolina en 4cido pirrol 2-carboxilico, lo
cual inicia la ruptura de las fibras coldgenas y un
selectivo ablandamiento de la capa superficial de
dentina.

Por su elevado pH solamente la fase orgdnica de
la dentina es afectada. Tiene un efecto selectivo
sobre el coldgeno desnaturalizado, no afectando
la dentina sana.

Como otro componente dentro del sistema qui-
mico-mecdnico de remocién de tejidos cariados
surge el Papacdrie® en el 2003, UNINOVE (Uni-
versidad de Sao Paulo/Brasil), como un mecanis-
mo de proteolisis enzimdtica del coldgeno denti-
nario. Este producto estd compuesto por Papaina,
cloramina, azul de toluidina, conservante, espe-
sante y vehiculo. La enzima Papaina es una tiol-
proteinasa, es decir, una enzima proteolitica cuyo
centro activo posee un grupo -SH- . Se extrae del
ldtex de la papaya o mamao verde (Carica papa-
ya), es la responsable de las conocidas propiedades
digestivas de dicha fruta y es empleada amplia-
mente en la industria alimenticia, farmacéutica y
cosmética.

En la estructura de la Papaina (Figuras 13 y
14)" se aprecian dos “ovillos” (dominios) sepa-
rados por una zona sin estructura secundaria en
particular. Asi, el dominio 1, que corresponde
aproximadamente a la mitad N-terminal de la
molécula, presenta una estructura secundaria de
tres alfa-hélices, mientras que el dominio 2 o C-
terminal: tiene una estructura secundaria distinta
(un meandro b antiparalelo y dos a-hélices). A
menudo los dominios corresponden a diferentes

funciones dentro de la misma proteina (por ejem-

plo, regiones cataliticas y regiones regulatorias) y
casi siempre corresponden a tramos genéticos co-
dificantes (exones) diferentes.

Papaina
Dominio C-terminal

MDL

Fig. 13

Papaina
Dominio N-terminal

Fig. 14

La Papaina se identifica como una endoprotea-
sa. Las proteasas con tiol (Stryer L.)'? ' son un
grupo de enzimas ampliamente distribuido, que
contiene un centro activo con cisteina, la cual rea-
liza una funcién andloga a la de la serina 195 de
la quimotripsina. La catdlisis se realiza a través de
un intermediario tioester y se halla facilitada por
una cadena lateral de histidina préxima. Presenta
propiedades: antiinflamatoria, bacteriostdtica y
bactericida (Candido, 2001'4;Pereira, 2004 °).

Particularmente, la papaina es una tiol protea-
sa cuyo centro activo es Cis 25, His 159, y Asp
158, Presenta una amplia actividad proteolitica
ante las proteinas, péptidos de cadena corta, en-
laces amida y ésteres de aminodcidos y se utiliza
de manera muy extendida en el dmbito de la ali-

Proteolisis enzimdtica del coldgeno dentinario

41



mentacién y la medicina. Su peso molecular es
de 23,000 dalton y su pH éptimo es entre 3 y
7 el cual varia segin el sustrato. Su nimero de
clasificacién es 3.4.22.2. Pertenece a la clase de las
hidrolasas, tiene una amplia especificidad sobre
las uniones peptidicas siendo una endopeptidasa
(rompe enlaces peptidicos de sus sustratos que no
estdn cerca de los extremos terminales de la pro-
tefna a romper).

Discusion

Partiendo del andlisis de la estructura del coldge-
no y de su alteracién por la accién de la caries
dental se propone la comprensién de la accién
de los agentes “removedores de tejido cariado”
particularmente de la papaina, profundizando su
accién enzimdtica sobre el tejido desnaturalizado,
apoyados en referentes que explican la importan-
te accién sobre el tejido dentinario. Segin Flindt
(1979 7- 1993 '¥), la papaina actta sobre el teji-
do lesionado por la accién infecciosa del proceso
carioso, debido a la ausencia de una antiproteasa
plasmdtica, la al-anti-tripsina que impide la ac-
cién proteolitica en los tejidos normales. Acttia
quebrando las moléculas del coldgeno parcial-
mente degradado por la accién de la caries, pu-
diendo digerir ademds las células inertes, lo cual
facilita su remoci6n. Tiene un efecto selectivo so-
bre el coldgeno desnaturalizado, no afectando la
dentina sana. Silva y col., (2003 ") evaluaron la
biocompatibilidad 77 vitro, realizando tests a cor-
to y largo plazo en cultivos de fibroblastos, a di-
ferentes concentraciones de papaina y cloramina
(2, 4, 6,8y 10%), demostrando que el producto
no presentaba actividad citotdxica a esas concen-
traciones. En la remocién quimico-mecdnica de
caries las cloraminas son utilizadas para ablandar
quimicamente la dentina infectada. Esta cloracién
afecta la estructura secundaria y/o cuaternaria del
coldgeno, rompiendo los puentes de hidrégeno y
facilitando la remocién del tejido infectado. Lo-
pez y col.?” concluyen que la utilizacién del gel de
papaina en la remocién quimica de tejido cariado
no interfiere con la fuerza de adhesién de los ma-
teriales de restauracién a la dentina. Corréa y
col.” en un estudio in vitro demostraron que la
superficie dentinaria remanente luego de la remo-

cién de caries utilizando fresas a baja velocidad y
dos métodos de remocién quimica (Papacdrie y
Carisolv), presentaba un grado de dureza menor a
la dentina sana pero que no se observaron diferen-
cias significativas en ella comparando los tres mé-
todos de remocién de caries utilizados (p<0.05).

Caso clinico

Paciente nifno, sexo masculino, 5 anos de edad

Fig. 15: Diagnéstico. Aislacién. Profilaxis, lavado, se-
cado.

Fig. 16: Cavidad (Papacarie) Colocacién del produc-
to.
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Fig. 17 Remocién de tejido infectado- movimientos
laterales. Reaplicacién del gel y nuevo raspado. Cons-
tatacién de transparencia del gel (aspecto vitreo)

Fig. 19 Preparacién del cemento de Vidrio Ionémero y

su inmediata insercién. Digitopresién. Terminacién de la
reconstruccién. Control oclusal. Proteccién con barniz.

Conclusion

En el presente trabajo de revisién, se presenta evi-
dencia sobre la accién de digestién enzimdtica por
parte de la papaina sobre el tejido dentario desna-
turalizado por la progresién de la caries. Asimis-
mo y a fin de objetivizar la accién de la papaina
se culmina presentando un caso clinico, a modo
de guia de tratamiento, con la utilizacién de Pa-
pacdrie®.
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