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1. RESUMEN

Amelogenina, Ameloblastina y Enamelina son conocidas por participar en la
formacion del esmalte y estimular la regeneracion de tejidos periodontales, ademas de ser
parte de los derivados de la matriz del esmalte. Desde el afio 2006 numerosos estudios
plantearon que la distribucion de estas proteinas no estaria limitada al tejido dentario,
proponiendo funciones de sefializacion dsea, sin embargo, sus metodologias son
heterogéneas y sus resultados dispersos, dificultando su comprension y generalizacion.

Resumimos mediante una revisiébn exploratoria, los principales hallazgos
experimentales relativos al potencial de las Proteinas Relacionadas al Esmalte (ERP) como
moléculas inductoras del desarrollo y regeneracion del tejido Oseo. La busqueda fue
realizada en MEDLINE/PubMed, Scopus y Web of Science, incluyendo solo estudios
experimentales publicados desde el 2006, estudiando las ERP en procesos de sefializacion,
formacion o regeneracion 6sea. Adicionalmente, realizamos un analisis de confiabilidad.

Cincuenta y ocho articulos fueron seleccionados, la mayoria estudié la Amelogenina
y Ameloblastina, distinguiéndose cuatro modelos: transgénicos, in vitro, in vivo y mixtos,
mostrando la participacion de las ERP en procesos de proliferacion, diferenciacion y
mineralizacion 6sea aumentando genes marcadores 6seos como RUNX2, ALP y OCN.
Estas proteinas son capaces de modular la actividad osteoblastica y osteoclastica,
dependiendo de su concentracion, mediante vias de sefializacion como Wnt y MAPK-
ERK1/2.

Existe gran diversidad de estudios confiables, confirmando el potencial
osteogeénico, osteoinductor y como molécula de sefalizacién Osea, principalmente en
Amelogenina y Ameloblastina. Sin embargo, no existen suficientes estudios in vivo y

ninguno en humanos, que permitan prever una aplicacién clinica, al menos a corto plazo.

1.1.Palabras clave.

Proteinas del esmalte dental, Amelogenina, Ameloblastina, Osteoblastos, Huesos.



2. ABSTRACT

Amelogenin, Ameloblastin and Enamelin are known to participate in the formation
of enamel and stimulate the regeneration of periodontal tissues, in addition to being part of
the derivatives of the enamel matrix. Since 2006, numerous studies have suggested that the
distribution of these proteins would not be limited to dental tissue, proposing bone
signaling functions, however, their methodologies are heterogeneous and their results
scattered, making it difficult to understand and generalize.

Through a Scooping Review, we summarize the main experimental findings
regarding the potential of ERPs (enamel related proteins) as molecules that induce the
development and regeneration of bone tissue. The search was carried out in
MEDLINE/PubMed, Scopus and Web of Science, including only experimental studies
published since 2006, studying ERPs in bone signaling, formation or regeneration
processes. Additionally, a reliability analysis was performed.

Fifty-eight articles were selected, the majority studied Amelogenin and
Ameloblastin, distinguishing four models: transgenic, in vitro, in vivo and mixed.
Demonstrating the participation of ERP in processes of proliferation, differentiation and
bone mineralization, showing an increase in bone marker genes such as RUNX2, ALP and
OCN. These proteins are capable of modulating osteoblastic and osteoclastic activity,
depending on their concentration, through signaling pathways such as Wnt and MAPK-
ERK1/2.

There is a great diversity of reliable studies, confirming the potential for osteogenic,
osteoinductive and as a bone signaling molecule, mainly in Amelogenin and Ameloblastin.
However, there are not enough studies in vivo, or in humans, to anticipate a clinical

application, at least in the short term.

2.1. Keywords.

Dental enamel proteins, Amelogenin, Ameloblastin, Enamelin, Bone



3. INTRODUCCION

Las “Proteinas de la matriz del esmalte (EMP)”, son secretadas por ameloblastos durante la
formacion del esmalte, cumpliendo un rol fundamental durante la mineralizacion vy
maduracion de este tejido (1), siendo las principales y las més estudiadas las Amelogeninas
(AMELX), la Ameloblastina (AMBN) y la Enamelina (ENAM). Durante afios, se considero
que la distribucion de las EMP estaba limitada al esmalte y al ameloblasto, su célula
secretora, ambos de origen epitelial (2, 3). Sin embargo, su expresion y funciones se han
extendido a un segundo compartimento odontogénico, el ectomesénquima, siendo
reportadas en la matriz dentinaria (4, 5), odontoblastos (6), pulpa dental (7) y
cementoblastos (8, 9). La expresion de estas proteinas en células ectomesenquimatosas
supuso su expresion en otras células compartiendo el mismo origen embrioldgico, tales
como las células dseas, lo cual motivo su observacion en este tejido. Es asi como desde el
afio 2006, las EMP han sido observadas y reportadas en compartimientos fuera del diente
tales como tejido 6seo (10) y células de huesos largos (11). En el afio 2014, se propuso
cambiar la denominacién ‘“Proteinas del Esmalte” (enamel matrix proteins = EMP) por
“Proteinas Relacionadas al Esmalte” (enamel related proteins = ERP) (12). En el hueso
estas proteinas presentan niveles de expresion variable segin zona involucrada y la
ontogénesis de los individuos (13), surgiendo preguntas acerca de la célula productora,

receptor, funcidn de estas proteinas en este tejido.

Los maxilares pueden verse afectados por una serie de procesos patoldgicos tales como
enfermedad periodontal, traumatismos, lesiones quisticas o infecciones de origen
osteogeénico los cuales dejardn como consecuencia una pérdida Osea. La regeneracion del
tejido 6seo es asi uno de los grandes desafios de la odontologia moderna, existiendo
actualmente una serie de procedimientos que promueven el uso de autoinjertos, solo o en
combinacion con aloinjertos y/o xenoinjertos (14, 15). La aplicacion de estos protocolos
tiene algunos inconvenientes, tales como su alto costo, su dificultad técnica, morbilidad y la
necesidad de un segundo sitio quirtrgico. Actualmente, el conocimiento de ciertas
moléculas osteinductoras, asi como la creciente aplicacion de principios de ingenieria

tisular, han permitido el desarrollo de nuevas estrategias buscando potenciar la capacidad
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osteogénica de los tejidos del paciente. Tal es el caso de los derivados de la matriz del
esmalte (EMD), compuesto derivado del esmalte porcino, conocido comercialmente como
Emdogain® (Institut Straumann AG, Postfach, Basilea, Suiza), Xelma® (Mé6Inlycke Health
Care, Gotemburgo, Suecia) u Osteogain® (Institut Straumann AG, Postfach, Suiza), el cual
tendria el potencial de regenerar tejidos blandos, asi como las estructuras periodontales
perdidas (8, 16, 17). ElI componente principal de las EMD son las ERP, cuyo potencial
regenerativo no estaria limitado a los tejidos periodontales, pudiendo estimular la adhesion,
la proliferacion celular (18) y la angiogénesis (19).

La presencia mayoritaria de las Amelogeninas en la composicion de los EMD, ha llevado a
atribuir la capacidad de regeneracion de estos compuestos a esta proteina (20). Es asi como,
de acuerdo a los estudios de Nebgen, serian las ERP, derivados de la matriz dentinaria, las
responsables del potencial de osteoinduccion observado en su estudio (21). Sin embargo,
los EMD no solo estan compuestos por las ERP, sino que por una mezcla de moléculas,
incluyendo proteinas, factores de crecimiento y enzimas (22), lo cual no permite determinar
de manera absoluta el potencial de sefializacién, como molécula osteoinductora, de cada
una de estas proteinas. Es asi que, en los ultimos afios, un gran nimero de estudios,
sugieren una participacion directa de las ERP en la formacion y desarrollo del tejido éseo
(13, 23), donde estas moléculas tendrian la capacidad de estimular el metabolismo de los
osteoblastos (24). Desafortunadamente, la heterogeneidad de las metodologias empleadas

en estos estudios dificulta la lectura, e interpretacion de los resultados.

Existen numerosas revisiones narrativas que intentan recoger la informacion publicada en
los ultimos afios respecto al potencial de sefializacion de las ERP o de su capacidad como
moléculas de sefializacion. Sin embargo, estas revisiones por su naturaleza, no presentan
una metodologia respecto a los estudios incluidos (25), estando la mayor parte de ellas
centradas en el rol terapéutico de los EMD, o bien en la capacidad de sefializacion de solo
una de las ERP, la AMELX (26), faltando estudios que incluyan a la AMBN y la ENAM.
El objetivo del presente trabajo es resumir a través de una Revision Exploratoria la
literatura, publicada desde el afio 2006, destacando los principales hallazgos experimentales
relativos al potencial de las ERP como moléculas inductoras del desarrollo y la

regeneracion del tejido 6seo.

10



4. METODOS

4.1.Disefo general

Realizamos una revision exploratoria, basado en la declaracion PRISMA-ScR (27), con el
objetivo de estudiar el alcance de la literatura respecto al rol de las ERP en la formacién y

regeneracion de los tejidos Gseos.

La basqueda fue realizada en tres bases de datos: MEDLINE, a través del buscador
PubMed, Scopus y Web of Science. La seleccion de articulos y la extraccion de datos fue
realizada por 4 investigadores (RH, JJ, BS y PV), divididos en dos equipos de dos
integrantes cada uno que trabajaron de forma independiente. Los criterios de inclusion
fueron: 1. Articulos que estudiaron la participacion directa de la Amelogenina, la
Ameloblastina y/o la Enamelina en procesos de formacion o estimulacion regeneracion del
tejido dseo, asi como la participacion en vias de sefializacion Osea. 2. Estudios
Experimentales In vivo o In vitro. 3. Publicados desde el afio 2006, 4. Idioma inglés,
espanol o francés. El criterio de exclusion empleado fue: 1. Articulos cuyo unico objeto fue

el estudio de derivados de la matriz del esmalte.

Incluimos en la basqueda el uso de términos MeSH vy términos libres relacionados con el
area investigada (Tabla 1). Para realizar la busqueda aplicamos filtros: rango de afio (desde
2006) e idioma (inglés, espafol o francés). Los términos MeSH y los términos de texto
libre fueron combinamos secuencialmente utilizando los operadores booleanos OR / AND /
NOT. Las formulas fueron buscadas, primero, por separado: # 1 = Dental Enamel Proteins
OR Enamel Matrix Proteins; # 2 = Amelogenin OR Ameloblastin OR Enamelin y # 3 =
Osteoblast OR Osteoclast OR Osteocyte OR Mouse Model OR Rat model OR Knock-out
OR Bone* OR Signaling; # 4 Enamel matrix derivate OR Emdogain OR Osteogain
OR Xelma. Luego, en una quinta busqueda, el operador booleano AND realizd la
combinacion de las 3 primeras formulas y se excluyd, con el operador booleano NOT, la
cuarta formula, resultando: (#1 AND #2 AND #3 NOT #4 [TITLE]).

11



Osteoblast

TERMINOS . ) OR
MeSH Dental enamel proteins Amelogenin Osteoclast
OR

Osteocyte

OR OR OR

Mouse Model
AND AND OR
TERMINOS _ _ Ameloblastin Rat model
LIBRES Enamel matrix proteins OR OR
Enamelin Knock-out
OR
Bone*
OR
Signaling

NOT (En titulo)

Enamel matrix derivate OR Emdogain OR Osteogain OR Xelma

Tabla 1. Estrategia de busqueda. Seleccionamos términos MeSH, los que se encuentran en la parte superior,
y términos libres los que se encuentran en la parte inferior de la tabla. Existe una subdivision donde se
consider6 al operador boleano NOT para excluir a los derivados de la matriz del esmalte en la bisqueda en
titulo.

Los estudios obtenidos fueron exportados al gestor bibliografico EndNote (Clarivate
Analytics, Filadelfia, Estados Unidos), donde una vez removidos los estudios duplicados,
fue aplicado el protocolo PRISMA-ScR (28) para llevar a cabo las distintas fases de la
revision exploratoria (27). En una primera etapa, de tamizaje seleccionaron los articulos
segun su titulo y resumen, aplicando los criterios de elegibilidad previamente acordados
(Figura 1). Esta etapa fue llevada a cabo por dos revisores que trabajaron de manera
independiente y previamente calibrados. De este modo, se realizd la valoracion del
Coeficiente Kappa (29) obtenido luego de la lectura de series de 20 titulos y resumenes,
hasta llegar a una concordancia inter-observador superior a 0.8, categorizado asi, como
muy buena concordancia, la cual fue obtenida luego de la lectura de la segunda serie de 20
articulos. En caso existir duda, se consulto a un tercer revisor (experto) quien determiné si
el articulo continuaba a la lectura de texto completo. En caso de persistir la duda,
seleccionamos el articulo automéaticamente para el anélisis a texto completo. El registro de
los articulos identificados por la busqueda, fue realizado en una hoja de célculo donde se
anotaron los articulos incluidos, los excluidos y su razén de exclusion. Los articulos

seleccionados fueron cargados en la plataforma Rayyan (30), a fin de facilitar el proceso de

12



analisis y seleccion final, en base a criterios de elegibilidad, luego de su lectura in extenso.
Los desacuerdos en la elegibilidad fueron resueltos de manera similar a lo realizado en la
etapa anterior.

Flujograma de seleccion de estudios
sequn criterios de Elegibilidad

élncluye AMELX,
o AMBN o ENAM (ERPs) .
como proteinas ensu J
estudio?
iFue publicado
2 posterior al ND ——3
afio 20067
h 4
A iEsta escritoen A
r O |d||:-ma~IngIE5, | a r
Espafiol o
t Francés? W t
i _ _ i
iEs unestudio
C i C
g _ E:c_perlrruen_t:l ; o
u invivo o invitro? u
v
| |
iRelacionaalzunade
8] = 8]
|las ERP con
e MNO estimulacidn o s
E supresion del tejido E
dsen/células dseas?
x x
C iEstudia a lasERP C
como parte de
| NO EMD s |
u [Emdogain, u
i Osteogain/Xelma)? i
h 4
d d
iRelacionalasERP
: NO _|:|:|n maoléculas “
involucradasen
procesos osens?
Articulo
INCLUIDO

Figura 1. Flujograma de seleccion de estudios segun criterios de elegibilidad. El articulo arrojado por la
basqueda debié cumplir con una secuencia de preguntas respondidas de manera dicotomica (si 0 no)

13



relacionadas con los criterios de elegibilidad, hasta finalmente llegar a la inclusién si corresponde o en su

defecto, excluido del estudio.

4.2 Extracciéon de datos

La extraccion de datos de la revision exploratoria fue confeccionada a partir de un

resumen légico y descriptivo de los resultados encontrados en los articulos seleccionados

que se alinearon con el/los objetivo/s de la revision (31) (Tabla 2). De acuerdo con lo

propuesto por Peters, los antecedentes y datos recabados (bajo la forma de un formulario de

extraccion de datos) permitieron registrar caracteristicas esenciales de los estudios

incluidos, los cuales fueron relevantes para la respuesta de la pregunta de investigacion.

(1) Titulo
(2) Autor
(3) Afio
(4) bol/PMDI
(5) Origen/pais de origen
(6) Objetivos/propdsito
(7) ERP involucrada
(8) Concepto/s
(9) Tipo de estudio
(10) Modelo/s
(11) Experimentos/naturaleza (n°1/n°2/n°3/n °4)
e Metodologia general
e Especie/célula
e Edad
e Técnicas
e Comparador o control (si corresponde)
e Dosis/frecuencia/fuerza
e Duracién de la intervencion (si corresponde)
e Como se miden los resultados
e Resultados n°1/n°2/n°3
e Conclusion general del experimento
(12) Pruebas estadisticas
(13)Hallazgos claves relacionados con la pregunta de investigacién
(14)Conclusiones
(15) Otros

Tabla 2. Resumen de tabla de extraccion de datos para lectura texto completo de articulos
seleccionados. Formulario a completar para cada articulo seleccionado donde se recopil6 de manera
estructurada informacion resumida del estudio sobre los datos de identificacidn, experimentos y conclusiones.
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Los dos equipos de revisores probaron el formulario de manera previa a la recoleccion
general de antecedentes de los estudios, en la etapa de lectura de texto completo. Debido a
la naturaleza de una Revision Exploratoria, fue necesario refinar el formulario (31), a

medida que los articulos fueron analizados y los datos fueron extraidos y agrupados.

4.3.Andlisis de Confiabilidad

Con la finalidad de comparar y/o categorizar la relevancia de los estudios seleccionados, e
interpretar adecuadamente los resultados de esta revision, se realiz6 un analisis de
confiabilidad de los articulos luego de su lectura del texto completo. Para esto, se utilizo
una modificacion de la herramienta ToxRTool (Toxicological data Reliability Assessment
Tool) (32) (Anexo 1), cuya version original permite evaluar la fiabilidad de los datos de
estudios toxicolégicos. Esta herramienta de evaluacion se genera a partir de una serie de
preguntas a las cuales se les establece un puntaje (1: cumple; 0: no cumple) a cada articulo,
para finalmente sumar y asignar una categoria Klimisch (Tabla 3), que permitio la
valoracion de la confiabilidad metodoldgica del estudio. Hay que destacar que existen
criterios relacionados al sujeto y molécula de prueba, clasificados como “criterio rojo”, los
que estrictamente deben cumplirse para considerar un articulo confiable. Asimismo, los
estudios in vivo que tengan mas de 13 puntos e in vitro mas de 11 puntos una vez realizada
la suma total de los criterios. Dadas las caracteristicas de esta herramienta, ella fue aplicada

solo a los estudios in vivo e in vitro.

18-21 15-18 Confiable sin restricciones

13-17 11-14 Confiable con restricciones
<13 0 no se | <11 onosecumplen | No confiable

cumplen todos los | todos los criterios
criterios rojos rojos

No asignable: documentacion insuficiente.
Aplicable en modelos transgénicos y estudio de
sobreexpresion.

Tabla 3. Andlisis de confiabilidad ToxRTool Modificado 2020. A cada articulo seleccionado se asign6 un
puntaje y se clasifico dentro de la categorizacion Klimisch. Incluimos los articulos confiables sin y con
restricciones. Los articulos con modelo de estudio transgénicos, o con estudios de sobreexpresion de las
proteinas, han sido clasificados en categoria Klimisch N°4 como no asignables. (Anexo 1).
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5. RESULTADOS

5.1.Seleccién de Articulos e Informacion Bibliométrica

El diagrama de flujo del proceso de seleccion de los articulos en las diferentes etapas de la
revision exploratoria, segun formato PRISMA, se muestra en la figura 2. Destacar que al
total de articulos incluidos, se agregaron 2 de forma manual por ser relevantes para nuestro

estudio.

PRISMA FLOW

Identificacion

:E

SCOPUS

PUBMED,/MEDLINE

WEB OF SCIENCE

| N* de busquedas: 176 |

| N* de basquedas: 338 |

I N* de busquedas: 261

(n=775)

Registros identificados a través de basquedasen multiples bases de datos

)

(n=448)

Registrosdespuésde los duplicadoseliminados

1

Articulos seleccionados para
lectura de titulo y resumen
(n=448)

h 4

Articulos seleccionados para

Registros excluidos posteriora
lectura de titulo vy resumen
(n=362)

Articulos excluidosen lecturatexto
completoy razones

—
m lectura a texto completo > (n=30)
[n=88) -Duplicado (n=1)
-ldioma (n=1)
-Tipo de estudio (n=11)
-Estudios en EMD (n=4)
-Mo involucra hueso (n=13)
L 4

N* Total de articulos incluidos
[n=58)

Agregado de forma manual
(n=2])




Figura 2. PRISMA FLOW. Resumen del nimero de articulos obtenidos en cada fase. De los 775
articulos que se obtuvieron en la estrategia de blsqueda principal, 362 fueron excluidos por titulo y resumen,
removiéndose 30 post lectura de texto completo.

5.2. Descripcion Metodoldgica de los articulos incluidos.

Los antecedentes bibliogréaficos de los articulos incluidos se muestran en la tabla 4, siendo
la mayor parte de los articulos publicados en los afios 2012 y 2017. Se encontraron diversas
metodologias para el estudio de estas proteinas, hallandose experimentos en modelos

transgénicos, in vitro, in vivo y modelos mixtos.
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Takahashi, 2019 (33) | Effects of full-length human amelogenin on the differentiation of dental epithelial cells and osteoblastic cells In vitro AMELX
Takeuchi, 2019 (34) A Human Amelogenin-Derived Oligopeptide Enhances Osteogenic Differentiation of Human Periodontal Ligament Stem In vitro AMELX
Cells
Ando, 2018 (35) Effects of Human Full-length Amelogenin and C-terminal Amelogenin Peptide on the Proliferation of Human Mesenchymal In vitro AMELX
Stem Cells Derived from Adipose Tissue.
Chaweewannakorn, | Ameloblastin attenuates RANKL-mediated osteoclastogenesis by suppressing activation of nuclear factor of activated T-cell In vitro AMBN
2019 (36) cytoplasmic 1 (NFATc1)
Kunimatsu, 2018 (37) | The C-terminus of the amelogenin peptide influences the proliferation of human bone marrow mesenchymal stem cells In vitro AMELX
Terada, 2018 (38) Effect of Amelogenin Coating of a Nano-Modified Titanium Surface on Bioactivity In vitro AMELX
In vivo AMELX
Ando, 2017 (39) Ameloblastin induces tumor suppressive phenotype and enhances chemosensitivity to doxorubicin via Src-Stat3 inactivation In vitro AMBN
in osteosarcoma In vivo AMBN
Transgénico AMBN
Awada, 2017 (24) Effects of C-terminal amelogenin peptides on the metabolism of osteoblasts In vitro AMELX
Chaweewannakorn, | Ameloblastin and enamelin prevent osteoclast formation by suppressing RANKL expression via MAPK signaling pathway In vitro AMBN
2017 (40) In vitro ENAM
Kitagawa, 2017 (41) | N-terminal region of human ameloblastin synthetic peptide promotes bone formation In vitro AMBN
Matsuda, 2017 (42) Effects of a Chemically Synthesized Leucine-Rich Amelogenin Peptide (csLRAP) on Chondrogenic and Osteogenic Cells In vitro AMELX
Stakkestad, 2017 Ameloblastin Peptides Modulates the Osteogenic Capacityc of Human Mesenchymal Stem Cells In vitro AMBN
(43)
Kunimatsu, 2017 (44) | The C-terminus of amelogenin enhances osteogenic differentiation of human cementoblast lineage cells In vitro AMELX
Lu, 2016 a (45) The ameloblastin extracellular matrix molecule enhances bone fracture resistance and promotes rapid bone fracture In vitro AMBN
healing In vivo AMBN
Transgénico AMBN
Lu, 2016 b (46) Ameloblastin, an Extracellular Matrix Protein, Affects Long Bone Growth and Mineralization In vitro AMBN
Transgénico AMBN
Le, 2016 (47) Amelogenin Exon4 Forms a Novel miRNA That Directs Ameloblast and Osteoblast Differentiation In vitro AMELX
Amin, 2016 (48) Differential effects of tyrosine-rich amelogenin peptide on chondrogenic and osteogenic differentiation of adult In vitro AMELX
chondrocytes
Imhof, 2015 (49) Modified Amelogenin Is a New and Versatile Nanomaterial for Biomedical Applications In vitro AMELX
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Noro, 2015 (50) Effect of epithelial cells derived from periodontal ligament on osteoblast-like cells in a Transwell membrane coculture In vitro AMELX
system
Wang, 2015 (51) Controlled Osteogenic Differentiation of Mouse Mesenchymal Stem Cells by Tetracycline-Controlled Transcriptional In vitro AMELX
Activation of Amelogenin
Chan, 2014 (52) Characterization of periodontal structures of enamelin-null mice Invivo ENAM
Transgénico ENAM
Olivares-Navarrete, Role of the N-terminal peptide of amelogenin on osteoblastic differentiation of human mesenchymal stem cells In vitro AMELX
2014 (53)
Atsawasuwan, Expression and Function of Enamel-related Gene Products in Calvarial Development. In vitro AMELX
2013b (12) In vitro AMBN
Transgénico AMBN
Transgénico AMELX
Atsawasuwan, 2013 | Ameloblastin Inhibits Cranial Suture Closure by Modulating Msx2 Expression and Proliferation In vitro AMBN
a(23) In vivo AMBN
Transgénico AMBN
Lu, 2013 (54) Ameloblastin modulates osteoclastogenesis through the integrin/ERK pathway In vitro AMBN
Transgénico AMBN
Chan H, 2013 (55) Bodyweight assessment of enamelin null mice Transgénico ENAM
Tanimoto, 2012 b Differential Effects of Amelogenin on Mineralization of Cementoblasts and Periodontal Ligament Cells In vitro AMELX
(56)
Tanimoto, 2012 a Amelogenin enhances the osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells derived from bone marrow In vitro AMELX
(57)
Amin, 2012 (58) Differential effect of amelogenin peptides on osteogenic differentiation in vitro: identification of possible new drugs for In vitro AMELX
bone repair and regeneration
Coxon, 2012 (59) Phenotype-genotype correlations in mouse models of amelogenesis cells caused by Amelx and Enam mutations Transgénico ENAM
Transgénico AMELX
Fuchs, 2012 (60) Does enamelin have pleiotropic effects on organs other than the teeth? Lessons from a phenotyping screen of two | Transgénico ENAM
enamelin-mutant mouse lines
lzumikawa, 2012 Effects of Amelogenin on Proliferation, Differentiation, and Mineralization of Rat Bone Marrow Mesenchymal Stem Cells In In vitro AMELX
(20) Vitro
Hu, 2011 (61) Human amelogenin up-regulates osteogenic gene expression in human bone marrow stroma cells In vitro AMELX
Kitagawa, 2011 (62) Synthetic ameloblastin peptide stimulates differentiation of human periodontal ligament cells In vitro AMBN
lizuka, 2011 (63) Ameloblastin regulates osteogenic differentiation by inhibiting Src kinase via cross talk between integrin betal and CD63 In vitro AMBN
Transgénico AMELX

Chen, 2011 (64)

An amelogenin mutation leads to disruption of the odontogenic apparatus and aberrant expression of Notch |
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Kemoun, 2011 (65) The role of cell surface markers and enamel matrix derivatives on human periodontal ligament mesenchymal progenitor In vitro AMELX
responses in vitro
Kuroda, 2011 (66) AMELOBLASTIN IS NOT IMPLICATED IN BONE REMODELLING AND REPAIR In vitro AMBN
In vivo AMBN
Transgénico AMBN
Wen, 2011 (67) The Influence of Leucine-rich Amelogenin Peptide on MSC Fateby Inducing Wnt10b Expression In vitro AMELX
Chen, 2011 (64) An amelogenin mutation leads to disruption of the odontogenic apparatus and aberrant expression of Notch | Transgénico | AMELX
Huang, 2010 (68) Effects of human full-length amelogenin on the proliferation of human mesenchymal stem cells derived from bone marrow In vitro AMELX
Nakayama, 2010 (69) | Effects of porcine 25 kDa amelogenin and its proteolytic derivatives on bone sialoprotein expression In vitro AMELX
Tamburstuen, 2010 Ameloblastin promotes bone growth by enhancing proliferation of progenitor cells and by stimulating immunoregulators In vitro AMBN
(70) In vivo AMBN
Beyeler, 2010 (71) Identification of a fibronectin interaction site in the extracellular matrix protein Ameloblastin In vitro AMBN
In vitro ENAM
In vitro AMELX
Gruenbaum-Cohen, | Amelogenin in cranio-facial development: the tooth as a model to study the role of amelogenin during embryogenesis In vivo AMELX
2009 (72)
Haze, 2009 (73) Regeneration of bone and periodontal ligament induced by recombinant amelogenin after periodontitis Invivo AMELX
Matsuzawa, 2009 Putative signaling action of amelogenin utilizes the Wnt/ b-catenin pathway In vitro AMELX
(74)
Warotayanont, 2009 | Leucine-rich amelogenin peptide induces osteogenesis by activation of the Wnt pathway In vitro AMELX
(75)
Wazen, 2009 (76) A mouse model expressing a truncated form of ameloblastin exhibits dental and junctional epithelium defects Transgénico AMBN
Smith, 2009 (77) Consequences for enamel development and mineralization resulting from loss of function of ameloblastin or enamelin Transgénico ENAM
Transgénico AMBN
Saito, 2008 (78) Amelogenin binds to both 20¢élulas sulfate and bone morphogenetic protein 2 and pharmacologically suppresses the effect In vitro AMELX
of noggin
Hu, 2008 b (79) Distal cis-regulatory elements are required for tissue-specific expression of enamelin (Enam) Transgénico ENAM
Hu, 2008 a (2) Enamel Defects and Ameloblast-specific Expression in EnamKnock-out/lacZKnock-in Mice Transgénico ENAM
Warotayanont, 2008 | Leucine-rich amelogenin peptide induces osteogenesis in mouse embryonic stem cells In vitro AMELX
(80)
In vitro AMELX

Nishiguchi, 2007 (81)

Amelogenin is a negative regulator of osteoclastogenesis via downregulation of RANKL, M-CSF and fibronectin expression in
osteoblasts
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Hatakeyama, 2006 Amelogenin-mediated regulation of osteoclastogenesis, and periodontal cell proliferation and migration In vitro AMELX
(82) Transgénico AMELX
Lacerda-Pinheiro, Amelogenin gene splice products A+4 and A-4 implanted in soft tissue determine the reorientation of CD45-positive cells to Invivo AMELX
2006 (83) an osteo-chondrogenic lineage

Li, 2006 (84) Comparison of body weight and gene expression in amelogenin null and wild-type mice Transgénico AMELX
Zeichner-David, 2006 | Amelogenin and ameloblastin show growth-factor like activity in periodontal ligament cells In vitro AMELX
(85) In vitro AMBN

Tabla 4. Informacion bibliométrica articulos seleccionados. Especificacién organizada en relacién a afio de publicacién, desde el mas al menos actual,
con detalle de tipo de modelo de estudio y ERP analizada. Se observd que un 58,7% (n=34) de los articulos estudid6 AMELX, un 22,4 % (n=13) a la
AMBN, un 8,6% (n=5) a la ENAM y un 10,3% (n=6) estudié méas de una ERP. Encontramos diversas metodologias para el estudio de estas proteinas,
como modelos de estudio
transgénicos (n=9/15,5%), estudios in vivo (n=3/5,1%) e in vitro (n=35/60,3 %) y una combinacion de las metodologias (n=11/19%).
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5.3. Rol de las Proteinas Relacionadas al Esmalte en el desarrollo 6seo.

Los modelos transgénicos, particularmente los modelos Knock-Out (KO), analizaron el

impacto de la ausencia de estas proteinas, tanto a nivel celular como estructural (Tablas 5, 6

y 7), permitiendo dimensionar su importancia en el desarrollo y metabolismo 6seo.

5.3.1. Modelos Transgénicos AMELX

Solo un limitado nimero de modelos transgénicos descritos en la literatura AMELX

observaron un eventual alteracion del tejido ¢seo (Tabla 5), la mayoria describiendo solo

efectos dentarios y por ende no incluidos en la presente revision. En general, los mutantes

AMELX KO mostraron una disminucion significativa de tamafio y peso.

Modelo Autor Efecto
AMELX KO Atsawasuwan, | Reduccion de la longitud y el ancho del craneo de los ratones
2013 b (12) AMELX KO.
Cierre de suturas craneales tardias.
Subexpresion de AMELX Coxon, 2012 | Mandibulas de menor tamano que el control salvaje.
X/Y64H, AMELX Y/ Y64H y (59)
AMELX Y64H / Y64H
Ratén transgénico anulado | Chen, 2011 | Masas de células epiteliales proliferantes a nivel 6seo con
para AMEL (AMEL KO) (64) apariencia similar a la calcificacion de un tumor odontogénico
epitelial.
Ratén transgénico anulado | Nishiguchi, Los ratones knock-out mostraron una mayor formacion de
para AMEL (AMEL KO) 2007 (81) osteoclastos.
Ratén transgénico anulado | Hatakeyama Aumento de la actividad de los osteoclastos (aumento de la
para AMEL (AMEL KO) 2006 (82) expresion de RANKL sin alteracion de la expresidn de OPG).
Ratén transgénico anulado | Li, 2006 (84) Ausencia de Expresion de LRAP. Disminucién de tamafio y peso de

para AMEL (AMEL KO)

ratas mutantes.

Tabla 5. Estudios de modelos transgénicos AMELX.

5.3.2. Modelos Transgénicos AMBN.

El estudio de la AMBN también usé el modelo mutante KO y asi como modelo de

sobreexpresion del gen, siendo este Gltimo el mas utilizado (Tabla 6). La observacion del
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hueso de los animales reveld una reduccion de la altura del hueso alveolar de los maxilares

(76), una menor longitud y grosor del fémur, asi como un menor peso, retraso en el

crecimiento y cierre de suturas craneales (45). Del mismo modo el animal AMBN KO

mostré una reduccion significativa en el volumen del hueso trabecular y la masa Gsea

ademas de una reduccion del grosor del hueso alveolar (54). Por su parte, la sobreexpresion

de la actividad de AMBN (x5) significo la expresién de un fenotipo 6seo craneal de menor

longitud y ancho, con mayor actividad de osteoblastos y osteoclastos (23), produciendo

ademas un retraso y un cierre incompleto en la fusion de la sutura frontal posterior, con

craneos mas livianos y huesos mas delgados (12). Estos ratones también presentaron una

proliferacién celular reducida, asi como una expresion significativamente reducida de

Msx2, de los factores de transcripcion osteogénicos Runx2 y Sp7, y de las proteinas de la
matriz 6sea BSP, Coll, OCN y OPN.

Modelo Autor Efecto
Modelo de sobreexpresion de AMBN Ando, 2017 | AMBN induce el fenotipo supresor de tumores y mejora la
(39) quimiosensibilidad de la doxorrubicina a través de SRC-
STAT3.
Modelo de supresién de AMBN Ando, 2017 | La supresién AMBN promovié significativamente la
(39) proliferacion celular, la migracion y la formacion de
colonias, ademds de la supresién de marcadores
osteogénicos (RUNX2, ALP y OCN).
Modelo mutante con deficiencia de | Lu, 2016 a | Reduccién de la longitud del fémury la columna.
AMBN (AMBNAS-6) (45)
Ratones TGXAMBN A 5-6 Lu, 2016 b | Disminucion de la masa dsea del fémur.
(46)

Raton de sobreexpresion de AMBN
(AMBNK14Tg), bajo el control de un
promotor LacZ

Lu, 2013 (54)

Reduccion del grosor del hueso alveolar, volumen del hueso
trabecular y disminucion general de la masa 6ésea.
Engrosamiento de la membrana periodontal y aumento de
la actividad osteoclastica.

Modelo de sobreexpresion de AMBN | Atsawasuwan | Fusion retardada de la sutura frontal posterior y cierre
(x5) , 2013 a (23) incompleto de esta. Disminucion del peso del craneo (-
13%), adelgazamiento del hueso interfrontal (-35%) y
ensanchamiento de la distancia entre los huesos frontales
(+ 14%). Disminucion de la proliferacion y diferenciacion de

células mesenquimales de la sutura frontal posterior.
Modelos ratones AMBN 5-6 Atsawasuwan | Reduccién de la longitud y el ancho del craneo de los
,2013b (12) ratones AMBNS5-6. Cierre de suturas craneales tardias.

Reduccioén de los niveles de expresion de genes marcadores
6seos.

Subexpresion AMBN A5-6

Kuroda, 2011
(66)

No existe remodelacion 6sea craneofacial bajo estrés
mecanico ni reparacion de defectos 6seos de tamafio no
critico.

Ausencia de AMBN de

completa

longitud

Wazen, 2009
(76)

Reducciéon de la altura del hueso alveolar, pérdida de la
integridad del epitelio de unién. Ausencia de reaccién
inflamatoria en tejidos periodontales y alteracién a nivel de
osteoclastos.

23



Ratdn mutante (AMBNAS5-6)

Smith, 2009

(77)

No se detectd diferencia en el contenido mineral de hueso
de ratén mutado.

Tabla 6. Estudios de modelos transgénicos AMBN.

5.3.3. Modelos Transgenicos ENAM

Para ENAM, el principal modelo utilizado es el KO (Tabla 7), donde los resultados

mostraron una disminucion de

la densidad

0sea con un aumento de la actividad

osteocléastica (55, 60), disminucion de la altura de hueso alveolar y contenido mineral (52).

Modelo Autor Efecto
Subexpresion ENAM KO Chan, 2014 | Disminucién de la altura del hueso alveolar, el ancho de la
(86) cresta, el volumen del hueso y el contenido mineral. Esta
reduccion es visible a las 8 semanas y a los 6 meses, pero no a
las 3 semanas. Los cambios observados en el hueso
interdental en ausencia de ENAM son probablemente
consecuencia de alteraciones en la posicion de los dientes
Raton transgénico ENAM KO Chan, 2013 | Presencia de defectos periodontales asociados al raton KO.
(55) Aumento actividad osteoclastica.
Sobreexpresion de ATE 1y ATE 2 Fuchs, 2012 | Reduccion de densidad dsea, disminuciéon de peso corporal y
(60) longitud de cuerpo. Aumento de hueso trabecular.
Subexpresion ENAM Rgsc395 Coxon, 2012 | No altera morfometria dsea.
heterocigoto y ENAM Rgsc395 (59)
homocigoto
Raton transgénico ENAM / LlacZ | Hu, 2008a (2) | Sin alteracién de hueso, dentina o cualquier otro tejido
Knock-in extradental.
Ratones ATE 1 y ATE 2, con | Hu, 2008 b | Ausencia de alteraciones de hueso, dentina o cualquier otro
mutaciones puntuales de ENAM (79) tejido en ratones ENAM KO.

Tabla 7. Estudios de modelos transgénicos ENAM.

5.4.Rol de

osteoinductoras

las

Proteinas

Relacionadas al

Esmalte como moléculas

El analisis del potencial osteoinductivo de las ERP fue abordado de manera experimental a

través de dos modelos principales:
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5.4.1. Modelos In vitro

La proteina mas estudiada in vitro fue la AMELX — o sus isoformas — (Tabla 8), siendo
analizados varios péptidos, principalmente la proteina de forma completa ya sea en sus
formas recombinantes (rhAMEL, rh174, rM179) (35) o nativas (m180, p172). También
fueron estudiadas formas de menor peso molecular, destacando los péptidos LRAP o (A-4),
TRAP (A+4), asi como AMG-CP, NTAP, rh163, rh128. Los estudios revisados
confirmaron la capacidad de las formas largas (alto peso molecular) y cortas (bajo peso
molecular) para inducir a la proliferacién (33), la migracion (82), la diferenciacion (75) y
mineralizacion de las células expuestas (65), al estimular la expresion de moléculas de la
MEC vy factores de crecimiento, que funcionaron como marcadores tempranos, intermedios

y tardios de la diferenciacion osteogénica.

Sin embargo, la participacion de la AMELX en un proceso determinado dependio de la
presencia de dominios especificos de la proteina, presentes tanto en el dominio C-terminal
(37), asi como en el dominio N-terminal (53) o en segmentos especificos como el péptido
derivado del Exon 5 (34), efecto que parecié estar relacionado con la concentracion o dosis
empleada la cual resulté en un efecto en especifico (37). Es asi como, la concentracion de
la AMELX (isoformas en general) empleada en los estudios, vario entre 0,001 ug/ml a 100

ug/ml, observando los detalles en relacion a dosis en la Tabla 11.

Respecto a AMBN in vitro, mayoritariamente estudiaron el efecto de su actividad
osteogeénica utilizando formas recombinantes de esta proteina. Se observd que AMBN
aumento la proliferacion, adhesion y diferenciacion celular, evidenciado por un aumento en
la expresion de marcadores de la matriz extracelular (BMP, COL1, OCN) (85). Por otro
lado, la sobreexpresion ectopica de AMBN en células Saos-2 dio como resultado una
mayor mineralizacion de la matriz y una mayor expresion de los genes Runx2 y BSP (63).
Se demostr6 también que AMBN retroalimentd positivamente su propia expresion
enddgena en células madre mesenquimales humanas primarias. La regulacién por
retroalimentacion es un mecanismo bien reconocido para controlar la sefializacion y la
localizacion celular; por tanto, estas observaciones sugirieron un papel de la proteina

AMBN, o sus derivados, en las vias de sefializacion (54).
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AMBN se comport6 de manera distinta dependiendo del dominio en especifico
involucrado, siendo el mas estudiado la region N-terminal (Tabla 9), asocidndose a un
aumento en la diferenciacion celular y mineralizacion (41), no produciéndose efecto en la
proliferacion o disminuyéndola (62). No se reportd efecto sobre la diferenciacion o
proliferacién con el dominio C-terminal de AMBN. Por el contrario a péptidos como los
derivados del exdn 5 y Q9NP70 que modularon la proliferacion y la mineralizacion
extracelular, todo esto dependiendo de la concentracién empleada. Un efecto asociado en
mayor proporcion a la AMBN fue la adhesion celular, la cual fue proporcional a la dosis
administrada, observandose en lineas celulares de osteosarcoma humano (71), células PDL
(85), BMMC (54) y MC3T3-E1 (41).

El efecto de la AMBN sobre la osteoclastogénesis, fue estudiado a través del uso de un
modelo en el que se cultivaron células de monocitos/macrofagos derivados de médula 6sea
(BMMC) en presencia de rAMBN; donde la AMBN aumento significativamente el nUmero
de osteoclastos, modulando su diferenciacion a través de la regulacion de los genes

osteoclastogénicos NFATc1 y cFos.

Finalmente, la ENAM ha sido la ERP menos estudiada (Tabla 10), siendo analizado solo el

efecto de su forma recombinante (40).
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Takahashi’ 2019 (33) rh-AMEL MC3T3-E1/ ratdn 0.001,0.1, 1y 4 pg/ml No afecto a la proliferacion. Aumenté la diferenciacion de ALP, en baja concentracidon. Aumentd
ligeramente la mineralizacion (rojo de alizarina) a dosis baja y disminuyo a alta concentracién.
Takeuchi, 2019 (34) HAP PDLSC/ Humanas 0.001, 0.01,0.1,1 010 | Aumentd la proliferacion, siendo el mayor efecto a 1 pg/ml. Aumento de diferenciacion osteogénica de
ug/ml la expresion de ALP, OCN, RUNX2, ON) y mineralizacion (rojo de alizarina, deposicion de calcio) a 1
pg/ml
Terada, 2018 (38) Amelx alta | RBM/ratdn 4 pg/ml Aumento en diferenciacion osteogénica (Aumento de la expresion de ALP, BMP, OPN) y de la
concentracion mineralizacién.
Ando, 2018 (35) -rh174 ADSCs/ Humanas 1 pg/ml Aumento de la proliferacion, particularmente con la forma larga (rh174), y de la migracién celular.
- AMG-CP
Kunimatsu, 2018 | AMG-CP MSC/ Humanas 0.1y1 pg/mlg/ml Aumento en la proliferacién dependiente de la dosis (aumenta a mayor dosis).
(37)
Awada, 2017 (24) Amg-CP MC3T3-E1/ratén 0.1y 1 pg/ml Aumenta la proliferacion, en la fase temprana del crecimiento celular, a 0.1 y 1 pg/ml. No hubo efecto
en la mineralizacion (rojo de alizarina) ni la diferenciacion (ausencia de cambios en la expresion de ALP
y BSP).
Matsuda, 2017 (42) CSLRAP MC3T3-E1/ ratén 0.5,1y 10 pg/ml Suprime proliferacién, aumento de la diferenciacién osteogénica (expresién de RUNX2, ALP, Colla2,
BSP y OPN), sin efecto de la expresién de OCN. Aumenta mineralizacion a 10 pg/ml.
Le, 2016 (47) -miR-exon4 Osteoblastos de calota/ | Sobreexpresion miR-exén4 funciona como regulador positivo de Runx2 durante la diferenciacion de osteoblastos.
-AMELX ratén
Amin, 2016 (48) TRAP HAC 0,1,10,50y 100 ug / | Suprime la diferenciacién osteogénica de BSP y reduce la formacién de nédulos de mineralizacién,
ml acompafado de una disminucion de ALP en todas las concentraciones.
Imhof, 2015 (49) rM179 Osteoblastos de calota/ | 0,5 pg/ml Permite la adhesion celular al unirse con bucle RGD en el extremo C terminal
ratén
Noro, 2015 (50) Anticuerpo MC3T3-E1 1: 500 Aumento en la mineralizacién (mayor actividad de ALP)
anti-AMELX
Wang, 2015 (51) TetR/Amelx MSC/ ratén Sobreexpresion Aumento en la diferenciacién osteogénica OSX, COL1, BSP y OCN, y en la mineralizacién en etapa
temprana (ALP y rojo de alizarina)
Olivares-Navarrete, -rh-AMEL MSC/Humana 1y 10 pg/ml Aumentan la diferenciacién, estimulando la produccion de ALP, OCN, TGF-B1, RUNX2, COL1 y OPG
2014 (53) -NTAP dependiente de la dosis. No hubo efecto de rhAMEL en OCN en todas las dosis.
Tanimoto, 2012 b rh174 PDL/Humano 0.1y 1 pg/ml En HPDL no tuvo efectos sobre diferenciacién de ALP, OCN y BSP y mineralizacidon (rojo de alizarina) en
(56) ambas dosis.
Tanimoto, 2012 a rh174 MSC/Humana 0.01y 0.1 pg/ml Aumenta diferenciacion osteogénica (ALP, COL1, OPN y BSP, sin efecto en la expresién de OCN) a 0.1
(57) ug/ml. Aumento en la mineralizacion (rojo de alizarina) dependiente de la dosis.
Amin, 2012 (58) -LMW (TRAP) PDL/Humano 0.1 pg/ml Aumento de diferenciacion (aumento en la expresion temprana de Runx2, intermedia de OP y tardia de
-HMW (LRAP) OCN y BSP) y mineralizacion (ALP) por HMW, disminucion con LMW.
lzumikawa, 2012 | 25kDa BMSC/ ratdn 0.01,0.1y 1 pg/ml Ausencia de efecto sobre la proliferacion celular a 0.1 pg/ml. Aumento de la diferenciacion osteogénica
(20) (longitud (aumento expresion de OPN, ONC, COL1, OCN y DP1 y mineralizacién a 0.1 pg/ml.
completa)
Hu, 2011 (51) LV-hAm hBMSC/Humana Sobreexpresién Regulacién de la diferenciacion osteogénica mediante el aumento de la expresion de BMP-2, BMP-6,
OPNy VEGFC
Kemoun, 2011 (55) rpHM180 HPDL/Humana 5 pg/ml Aumento de la proliferacidn, migracion, diferenciacién (expresién de ALP) y mineralizacién.
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Wen, 2011 (67) LRAP ST2 0.01 pg/ml Efecto minimo en proliferacién. Aumento en la diferenciacion osteogénica (expresién de RUNX2 y OCN)
y de la. Mineralizacién.
Nakayama, 2010 | 25kDa ROS 17/ 2.8/ ratén 0.1 ug/ml Aumentan diferenciacion osteogénica de BSP por AMELX de 25 kDa y sus derivados proteoliticos
(69) (longitud
completa)
20kDa,
13kDa, 6kDa
Huang, 2010 (68) rh174 MSC/ Humana 0.001, 0.01, 0.1 y 1 | Aumento de la proliferacién con todas las dosis empleadas, en mayor proporcién con 0.1 pg/ml.
pg/ml
Beyeler, 2010 (71) rAMEL -MG63 10ul AMELX facilité la adhesion de todos los tipos de células excepto SAOS-2.
-SAOS-2
-ROS
- IMR-90
-3T3
Matsuzawa, 2009 | rM179 ROS17/2.8/ ratén 0.1,1.0y 5.0 ug/ml Osteogénesis en etapa tardia, aumento de la diferenciacion de OCN, moderadamente de RANKL, COL1,
(74) efecto minimo en ALP y no tuvo efecto en OPG en todas las dosis.
Warotayanont, 2009 LRAP EB (cuerpo embrionario) | 0.01 pg/ml Aumento en la diferenciacidon celular (aumento expresiéon de OSXy BSP) y en la mineralizacion.
(75) /ratéon
Saito, 2008 (78) rAMEL MC3T3-E1/ ratén 10 pg/ml AMELX recupero la actividad de ALP asociada a BMP.
Nishiguchi, 2007 (31) rAMEL Osteoblastos de  calota | 102 pg/ml En Osteoblastos de calota disminuye osteoclastogénesis y la diferenciaciéon de OCN, ALP y ON
/ratén
Warotayanont, 2007 LRAP ES (células madres | 0.01 pg/ml Aumento en la diferenciacion celular (aumento de la expresion de BSP y OSX, mas pronunciado de
(80) embrionarias) /ratén KO forma tardia) y aumento en la mineralizacion.
Hatakeyama, 2006 | LRAP BMSC/ ratdn 0.001, 0.01 o 0.1 | Con LRAP hay disminucién de osteoclastogénesis y aumento de proliferacion y migracion celular
(82) P172 ug/mi dependiente de la dosis. Con la forma entera de la AMELX porcina (pl172) no existe alteracion en
osteoclastogénesis, pero si un aumento de la proliferacién y migracion celular dependiente de la dosis.
Zeichner-David, M179 o | PDL/ratén 0.005, 0.01, 0.015, | Aumento en la proliferacién, adhesién en todas las dosis. Aumento diferenciacién de BMP, COL1, OCN
2006 (85) mrAMGN 0.020y 0.1 pg/ml y BSP a 0.1 pg/ml

Tabla 8. Modelos In vitro de AMELX.

(*) pg/ml
rAMEL: AMELX recombinante de ratén de longitud completa

rh-AMEL: AMELX recombinante humana de longitud completa

NTAP: péptido N-terminal de AMELX porcina

TRAP: Péptido de AMELX rico en tirosina

LRAP 0 A-4: Péptido de AMELX rico en leucina.

HAP: péptido sintético derivado del exén 5 de AMELX humana
AMG-CP: Extremo C-terminal del péptido de AMELX humana
rh174: AMELX humana de longitud completa

rM179/ mrAMGN: AMELX recombinante de raton.

csLRAP: LRAP sintetizado quimicamente

LV-hAm: Lentivirus inductor de la expresién de AMELX.

HMW (LRAP): Fraccion de alto peso molecular del EMDOGAIN.
LMW (TRAP): Fraccién de bajo peso molecular del EMDOGAIN.
Rh163: fragmentos de AMELX que carece del extremo C-terminal
rh128: fragmentos de AMELX que carece del extremo N-terminal
Péptido C11: region C-terminal derh174

miRNA Exon4: micro RNA de exon 4.

Rp(H)M180: AMELX recombinante de raton etiquetada con poli (His) de
180 aminodacidos

p172: homologo porcino de M180
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Chaweewannakorn, rhAMBN RAW264.7 o BMM | 0.01,0.05y0.1 ug/ml AMBN inhibe la Osteoclastogénesis dependiente de la dosis. Hubo una disminucidn en la reabsorcién
comercial estimuladas con 6sea.
2019 (36) ot
Stakkestad, 2017 | -AMBN-WT hMSC/ humana 0,1y0,2 pM Proliferacién: se promovié con AMBN-WT y 0,1 DelEX5 UM, no se observé efecto con N-terminal y C-
(43) -DelEx5 terminal. Se promovid con el exén 50,2 UMy se inhibid con Ex5 | QANP70 y Q9NP70.
-N-terminal Diferenciacion: expresion de RUNX2 por N-terminal, Ex5, Ex5-18 y Ex5 | QINP70. Ex5 expresion de OCN.
-C-terminal AMBN-WT expresion de RANKL. No hubo efecto en OPG para todas las formas.
-Ex5, Mineralizacion: aumento de ndédulos mineralizados (rojo de alizarina) con Ex5, Ex5-18, Ex5-36, Ex5 |
-Ex5-18 Q9NP70y QINP70 a 0,2 uM en medio osteogénico.
-Ex5-36
-Ex5| QINP70
-Q9NP70.
Laboratorio
Kitagawa, 2017 (41) 16N-terminal de | MC3T3-E1 0.001, 0.01 y 0.1 | No hubo diferencias con los controles en la proliferacién. Hubo un aumento en la diferenciacion
AMBN ug/mi (expresion de ALP, BSP, OCN y COL1) dependiente de la dosis y mineralizacion a 0.01 y 0.1 pg/ml
comercial
Chaweewannakorn, rhAmbn ST2 0.1 pg/ml Hubo una disminucidn de la Osteoclastogénesis al suprimir la expresion de RANKL Y OPG.
2017 (40) comercial ST2 + BMC/ ratén Disminuci6n en la diferenciacién de BMC a osteoclastos
Ando, 2017 (39) pldsmido 143B-Luc Sobreexpresion Disminucién de migracidn celular en células y aumento en la diferenciacion (expresion de ALP y OCN)
AMBNpcDNA3.1 NOS-1 en células 143B-Luc. Induce apoptosis en NOS-1.
Lu, 2013 (54) rmAMBN BMMC 5y 10 pg/ml Mejoré la adhesion celular dependiente de la dosis. Aumento de la Osteoclastogénesis y reabsorcion
6sea
Kuroda, 2011 (55) LV-AMBN Sa0S-2humano Sobreexpresién La sobrexpresién de Ambn no tuvo un efecto notable sobre la mineralizacién (rojo de alizarina) en
MC3T3-E1/ratén ambas 29células. La AMBN no es necesaria para la remodelacion ésea en el hueso craneofacial bajo
estrés mecdnico.
Kitagawa, 2011 (62) N-terminal de AMBN | PDLC/ humano 0.001, 0.01 y 0.1 | Hubo una disminucién en la proliferacién en todas las concentraciones y un aumento en la
Laboratorio ug/ml diferenciacion y mineralizacion.
lizuka, 2011 (53) rh/tg AMBN NOS-1 Sobreexpresién Aumento diferenciacion (aumento expresién de ALP y OCN) y mineralizacion (rojo alizarina)
MC3T3-E1/ ratén
Tamburstuen, 2010 hrAmbn MSC/humano  NHO/ Aumento proliferacion MSC por rrAbbn y osteoblastos por hrAmbn a 10 pg/ml, asi como la
(70) rrAbbn humano 10y 50 ug/ml diferenciacion de células precursoras de osteoclastos a 10 pg/ml, siendo no significativo a 50 ug ml.
comercial
Beye|er' 2010 (71) rAMBN -MG63 0l AMBN es la Unica proteina que es capaz de promover la adhesidn estable, en todas las 29células
comercial -SAOS-2 estudiadas, en superficies de plastico y titanio
-ROS
- IMR-90
-3T3
Zeichner-David, mrAMBN PDL/ratén 0.004, 0.01, 0.02 y | Aumento en la proliferacién, adhesion en todas las dosis y diferenciacién (aumento expresién de BMP,
comercial 0.03y 0.1 pg/ml COL1, OCN) a 0.1 pg/ml

2006 (85)

Tabla 9. Modelos In vitro de AMBN.
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(*) pg/ml

rhAMBN: AMBN recombinante humana de longitud completa
RAW?264.7: Célula de ratén modificada

AMBN-WT: AMBN de longitud completa no procesada
Del5x5: AMBN con eliminacion del exon 5

Ex5: Péptido relacionado con el ex6n 5

Ex5-18, Ex5-36y Ex5 Q9NP70: Péptidos derivado del exon 5

QINP70: Péptido derivado del exdn 16

hMSC: Células madre mesenquimales humanas

NHO: Osteoblastos primario humano
AMBNpcDNAZ3.1: Plasmido de AMBN

143B-Luc: Linea celular de osteosarcoma humano

Rh/tg AMBN: AMBN recombinante humana

rrAbbn: Solucién recombinante de ameloblastina de rata

| Awor/afo | lsoforma |

chaweewannakom’ rhEnam ST2 0.1 pg/ml Hubo una disminucidn de la Osteoclastogénesis al suprimir la expresion de RANKL Y OPG.

2017 (40) comercial ST2 + BMC/ ratén Disminucidn en la diferenciacién de BMC a osteoclastos

Beyeler, 2010 (71) rhENAM MG63, SAOS-2, ROS, IMR-90 10 pl ENAM no promovié la adhesion celular, en todas las células estudiadas.
comercial y 3T3

Tabla 10. Modelos In vitro de ENAM.

(*) pg/ml

rhENAM: ENAM recombinante humana de longitud completa
ST2: Células estromales bipotenciales de médula 6sea

MGE63: Célula de osteosarcoma humano

SAQS-2: Célula de osteosarcoma humano

IMR-90: Fibroblastos de pulmén fetal humano
3T3: Fibroblastos embrionarios de ratén
BMC: Células de médula 6sea

ROS: Células de osteosarcoma de rata
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5.4.2. Modelos In vivo

El estudio del potencial de osteinduccion de las ERP, a través de estudios in vivo fue méas

bien excepcional y limitado al modelo de reparacion de fracturas de huesos largos o

defectos de talla critica, en animales pequefio (ratbn y rata) y mediano (perro).

Nuevamente, la ERP més estudiada fue AMELX (Tabla 11), la cual promovi6 la

regeneracion ésea (73) aumentando la diferenciacion de osteoblastos (83). En modelos

AMBN (Tabla 11) se indujo la formacion (70) y regeneracién ¢sea casi completa (41). En

cuanto a ENAM, no se encontraron estudios que profundicen sobre la capacidad

osteogeénica de la adicién exogena de esta proteina en el tejido 6seo. Destacar que las dosis

utilizadas en los experimentos In vivo fueron mas altas en general, que las dosis usadas en

experimentos In Vitro.

Terada, 2018 | AMELX alta | Fémur de ratén | 4 ug/ml Diferenciacién dsea inducida por AMELX, mayor
(38) concentracion SD formacion y volumen d6seo (VB) / volumen
tisular (TV)
Haze, 2009 (73) rHAM Hueso alveolar | 100 pg/ml Regeneracién del hueso alveolar significativa en
laboratorio de mandibula etapa tardia de periodontitis crdnica
de perro experimental, mediante el reclutamiento de
células progenitoras mesenquimales CD105 y
STRO-1.
Gruenbaum- rHAM+ Mandibula de | 1 ug/ul Aumenta migracion celular
Cohen, 2009 (72) embrién  de
raton
Lacerda- AMELX ([A + 4] | Mucosa de | 2pug Aumento en la migracién de células CDA45.
Pinheiro, 2006 | ¥ [A—4]) mejilla de Aumento diferenciacién (aumento expresion de
Fabricada ratonesC3H/ BSP, particularmente para [A — 4] y OPN) no
(83) HeN hubo un aumento en la mineralizacion (tincién
de von Kossa).
Kitagawa, 2017 | 16N-AMBN Defecto 6seo en | 0.001 ug/ml Regeneracién 6sea casi completa.
(41) Comercial calota de rata
Tamburstuen, rrAMBN Defecto  6éseo | 0.001 pg Induce la formacién de nuevo hueso,
2010 (70) comercial mandibula  de estimulando la curacién y la proliferacion de

ratones

células madre mesenquimales y osteoblastos,
asi como la diferenciacion de células
precursoras de osteoclastos.

Tabla 11. Modelos In vivo de AMELX y AMBN

(*) ug/ml

rHAM: AMELX recombinante humana de longitud completa
A+4: LRAP con exon 4.

LRAP 0 A-4: Péptido de AMELX rico en leucina.
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5.4.3. Las ERP participaron como moléculas de sefializacion o6seas.

A pesar de que un buen nimero de estudios revelaron la participacion de la AMELX en
funciones reguladoras y estructurales, asi como de estimulacion de la osteogénesis, estos no
identificaron a un receptor de membrana especifico para esta proteina (67, 74, 75),
sugiriendo la participacion de receptores Proteinquinasa-C (PKC) por medio del alza de
TGF-B1 (53). Por otra parte se reportd que AMELX fue capaz de suprimir la accion de
Noggin a través de la formacién de complejos con BMP vy el sulfato de heparan (78) a nivel
de la membrana celular, modulando la via MAPK-ERK % y la via Wnt/b-catenina (67, 74,
75), dos vias implicadas en la proliferacion, en la diferenciacion celular y en la osteogénesis
(35, 67). (Figura 3).

Para AMBN, se han propuesto muchos mecanismos de sefializacion, pero tampoco
identifican un receptor especifico para esta proteina. La literatura examinada muestra que
esta molécula modula diferentes vias de sefializacién celular como STAT 1y 2 (70),
MAPK-ERK (36, 40) y fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) (54), a través de su union a
receptores de superficie tales como como RANK (36), CD44+ (70), CD63 (39, 63) y/o
integrina (54). La AMBN aumentd la osteoclastogenesis y la reabsorcion de tejido
mineralizado al regular la adhesién de células osteoclasticas a través de cascadas de
sefializacion de la matriz extracelular dependientes de integrinas que involucran ERK %,
RhoA, MAPK vy la fosforilacion de AKT. (Figura 3).
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Figura 3. Vias de sefializacién 6sea AMELX y AMBN. Se muestra de superior a inferior: nombre del autor
y afio que reporta, isoforma de AMELX y AMBN, receptor de membrana, nombre via de sefializacion y el

efecto celular asociado a cada via sefialada.
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6.1. Analisis de Confiabilidad de los estudios revisados.

De acuerdo al andlisis confiabilidad de los estudios seleccionados, el mayor porcentaje de
entre ellos fueron clasificados como confiables (Tabla 12). Solo un 6,4% siendo evaluados
como no confiables. Los principales problemas observados en cada estudio se representan
en la Tabla 13.

Puntuaciéon Categorizacion % estudios % estudios % de estudios % Total

Klimisch In vitro In vivo Transgénicos
1 Confiable sin 66,6% 60% 0 66%

restricciones
2 Confiable con 16,6% 20% 0 17%
restricciones
3 No confiable 4,7% 20% 0 6,4%
4 No asignable (*) 11,9% 0 100% 10,6%

Tabla 12. Anélisis de calidad de los estudios.

Articulos categorizados segun la clasificacion de Klimisch et al. 1997. Se observé una mayor cantidad de
estudios confiables sin restricciones, seguido de confiables con restricciones, articulos que por detalle del
procedimiento experimental cuentan con categoria numérica completa y cumplen con todos los criterios
incluyendo los criterios rojos (Ver Anexo 1). Finalmente, el 10% de los estudios fueron categorizados como
“no asignable”, donde principalmente se encuentran los estudios de modelos transgénicos y estudios de
sobreexpresion de proteina (in vitro), en donde no se especifica la cantidad de veces en que variaron los
niveles de expresion habituales de las proteinas, no siendo aplicable la herramienta de evaluacién de la
confiabilidad.

Autor Criterio que no cumple Razo6n
Terada, 2018 | Grupo |: Identificacion de | No se identifico la ERP de prueba (in vitro e in vivo)
(38) sustancia de prueba

Le, 2016 (47) Grupo I11: Descripcion del disefio | No se explicd la frecuencia ni duracion de la

del estudio exposicion, no se da numero de replicas
Noro, 2015 | Grupo I: Identificacion de | No se identifico la ERP de prueba, la ERP no estaba
(50) sustancia de prueba aislada, no se proporciona informacion sobre la

fuente/origen de la ERP.

Grupo 1l: Caracterizacion del | No se proporciond origen ni edad del sistema de

sistema de prueba prueba.

Grupo I11: Descripcién del disefio | No especifico dosis, no incluyé control negativo

de estudio
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Chen,
(64)

2011

Grupo I11: Descripcion del disefio
del estudio

No incluy6 control negativo

Tabla 13. Detalle de estudios no confiables segin TorxTool modificado 2020. Se detallan los autores,
grupo de criterio no cumplido y la razon final por la cual no clasifica en una categoria mas alta en relacion a
confiabilidad. Se destaca en letra roja el criterio rojo especifico no cumplido.
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6. DISCUSION

Durante afios, el estudio de “Proteinas de la matriz del Esmalte”, se enfocd en su rol como
molécula de estructural del esmalte (87). Con la presente revision bibliografica logramos
explorar, ordenar y sintetizar el rol de las ERP (AMELX, AMBN y ENAM) como
moléculas de sefalizacion dsea, asi como su participacion en procesos de desarrollo y
regeneracion 6sea. Los resultados confirman su participacion en el crecimiento, desarrollo
y regeneracion de los tejidos dseos, reafirmando que la expresion y la accion de AMELX,
AMBN y ENAM no se limita al tejido dental ni si a los tejidos mineralizados (10, 11, 88).

Es asi como en el mesenquima dental, el nivel de expresion es muy cercano al del 6rgano
del esmalte, siendo las tres proteinas revisadas, detectadas en los huesos maxilares y
esqueleto apendicular, a distintas etapas del desarrollo (89, 90). En ese sentido, los estudios
analizados basados en modelos transgénicos mostraron que las variaciones de la expresion
enddgena condujeron a la expresion de anomalias en el desarrollo del tejido éseo,
promoviendo cambios en su fenotipo y retraso en el crecimiento de los animales mutados
(23, 59, 76, 84, 86). Contrariamente; aungue son menos; algunos estudios reclaman una
ausencia de efecto de estas mutaciones a nivel 6seo (2, 79), sin alteracion en los niveles de
calcio, fosforo ni la mineralizacion de este tejido (66, 77).

Los estudios in vitro e in vivo seleccionados, dejan menos dudas sobre el potencial
osteoinductivo de las ERP, confirmando que la adicién exdgena de AMELX y AMBN
estimulan la proliferacion, diferenciacion y mineralizacion de células con potencial
osteogeénico. Ciertos estudios sefialan que AMELX (A+4 y A-4) puede comportarse como
molécula osteoinductora, estimulando la expresion de Sox9 y Runx2 en fibroblastos in vitro
e induciendo la proliferacién celular, la diferenciacion osteogénica, la vascularizacion y la
mineralizacion in vivo (91, 92). Ademas, destacar que la implantacion de péptidos de ERP
en los tejidos blandos, dirige a las células CD45+ hacia la via osteocondrogénica,
expresando RP59, SOX9 y BSP (83) y confirmando la capacidad de las ERP para inducir la

diferenciacion de las células dseas mediante la activacion de la via Runx2 (80).
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Una de las razones que explica la heterogeneidad de los estudios, es la gran variedad de
isoformas existentes para cada ERP, especialmente para la AMELX, asi como el progreso
gradual del conocimiento de sus propiedades. De este modo, las opciones a investigar en la
basqueda de la mejor candidata a una posible aplicacion clinica, son variadas. La
comparacion entre las formas enteras y las de bajo peso molecular, sugieren que los
fragmentos de una proteina de isoformas de bajo peso molecular, podrian ser méas eficaces
que la forma completa (43), lo que podria estar relacionado a una biodisponibilidad

superior y/o una conformacién estructural mas favorable.

Sin embargo, parece ser que aun cuando estudiemos una misma isoforma de alguna de las
ERP analizadas, la concentracion determina la magnitud del efecto biolégico. Es asi que
ciertos estudios especifican que la proliferacion celular no es promovida a bajas
concentraciones (33), pero si a concentraciones mayores (20). Es por esta razon que varios
de los estudios analizados realizaron una primera etapa de calibracion, buscando la dosis
Optima para una respuesta celular dada (36), siendo estas dosis reproducidas en estudios

posteriores (56, 57).

La variacion en la respuesta celular podria deberse a la capacidad de las moléculas a
reaccionar con un tipo celular determinado y a la presencia de receptores adecuados en
estas células. Es asi que, si bien es cierto, hay una cierta unanimidad en los estudios
seleccionados respecto al efecto de estas proteinas en las células con potencial osteogénico,
el tipo de célula efectora involucrada tiene un rol importante en algunas variaciones
observadas. Esto queda demostrado en ciertos estudios que analizan el efecto osteoinductor
del LRAP en los que observamos que, a la misma concentracion, este péptido promueve la
proliferacién de forma positiva (82), mientras que segun otros estudios este efecto fue
minimo o nulo (67, 42). En este sentido, un buen ndmero de estudios utilizan lineas
celulares inmortalizadas derivadas de sarcomas humanos para el estudio de estas proteinas
(66, 71) que sin embargo, a pesar de su utilidad y su facil manipulacion, éstas presentan
ciertas desventajas, pudiendo responder exageradamente y no fisiologicamente, frente a
diferentes estimulos, como la exposicién experimental a las ERP (39, 93). Un salto

importante es utilizar cultivos primarios de células de origen humano (6seas, periodontales
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0 adiposas), las cuales poseen una actividad osteogénica comprobables con células madre

identificadas por marcadores celulares especificos.

Otro de los factores a considerar a la hora de planificar un estudio futuro, particularmente in
vivo parece ser la edad de los animales empleados, el cual parece ser un factor importante
en la magnitud del efecto. Donde la literatura muestra que las ERP inducen (AMELX) y
estimulan (AMBN) el compromiso osteogénico de las células mesenquimales en etapas

muy tempranas de cepas y/o progenitores (23, 92).

Desafortunadamente, a pesar de la evidencia aportada por la presente revision respecto de
la existencia de un factor osteogénico asociado con ERP (70, 73, 92), la aparicion en el
corto plazo de un producto derivado de las ERP que mejore la formacion dsea, parece aun
lejano. Es asi, que pudimos encontrar un nimero limitado de articulos in vivo publicados,
donde ninguno de ellos ha sido realizado en humanos. Felizmente, estudios de fracciones
aisladas de EMD han comenzado a enfocarse en el analisis de la actividad de fracciones
especificas (94). En ese sentido, estos peptidos activos podrian tener una actividad
osteogénica mayor y mas predecible que aquella mostrada por los EMD, dado que estos
derivados contienen no solo ERP, sino también proteasas que pueden contribuir a modificar
la bioactividad (95). Es asi, como tanto la forma, como el modo de aplicacion de estos
productos puede requerir algunos ajustes, siendo esperable alguna de las secuencias de
aminoacidos de AMELX y/o AMBN identificadas como sintetizadas y comercializadas
bajo la forma de un pequefio péptido sintético capaz de reorientar el perfil embriologico de

huesos, activando su potencial de formacién primordial.

Estudios anteriores no realizan una busqueda sistematica de la informacién ni buscan
analizar la confiabilidad de los estudios incluidos, enfocandose principalmente al estudio de
los derivados de la matriz del esmalte y no al efecto de las ERP como moléculas
independientes. Con la presente revision mostramos que a pesar de la gran heterogeneidad
de las metodologias de los estudios observados, la mayoria de ellos fueron clasificados

como confiables, y por lo tanto, Gtiles para el propésito del estudio. Esta falta de
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homogenizacion en las metodologias, resulta en una gran gama de resultados dependientes
de isoforma estudiada para cada ERP, como en su concentracion, asi como el tipo celular,

especie analizada y la edad de los ejemplares.

CONCLUSIONES

Las Proteinas Relacionadas al Esmalte, especialmente Amelogenina y Ameloblastina
poseen potencial como moléculas inductoras del desarrollo éseo, siendo buenas candidatas
a transformarse en un producto destinado a estimular la regeneracion ésea.

Se necesita mas investigacion in vitro, utilizando cultivos primarios de células humanas,
ademas de experimentos in vivo que consideren factores como la edad del organismo de
prueba y los niveles fisioldégicos de estas proteinas, los que permitan calcular el nivel

optimo de algun péptido activo especifico capaz de inducir la osteogenesis.
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8. ANEXQOS
8.1. ANEXO 1. TorxTool Modificado 2020.

Explicaciones de ToxRTool Modificado 2020.

Objetivo: ToxRTool esta disefiado para evaluar la calidad inherente, también llamada confiabilidad, de articulos cientificos experimentales (in
vivo/in vitro).

Esta herramienta esencialmente comprende una lista de criterios de evaluacion. Los criterios se subdividen en cinco grupos:

I: Identificacién de la sustancia de prueba, Il: Caracterizacion del sistema de prueba, Ill: Descripcion del disefio del estudio,
IV: Documentacion de resultados del estudio, V: Posibilidad de disefio y datos del estudio.

Por criterio se puede asignar un punto (‘'1") o ningtn punto ('0"). Si se cumple un criterio, asigne '1', si no, asigne '0". Elija de la lista desplegable
correspondiente. jTodos los criterios deben ser respondidos!

Se pueden asignar en total 21 puntos para estudios in vivo, 18 puntos para estudios in vitro. A continuacién se proporciona una categorizacion de
confiabilidad basada en el nimero total de puntos.

Los criterios escritos en rojo tienen especial importancia: los puntos para cada uno de los criterios rojos son necesarios para alcanzar la categoria de
confiabilidad 1 0 2. jEvalle con especial cuidado!

La entrada de datos se solicita en (y también se limita a) los campos sombreados en verde.

Clasificacion de la Confiabilidad (Propuesta) Consecuencia.

(definicién de categorias segun Klimisch et al. 1997)

in vivo in vitro
1 |18-21 15-18 Confiable sin restricciones Util, verifique la relevancia para el propdsito previsto
2 |13-17 11-14 Confiable con restricciones Potencialmente ditil, verifique la relevancia para el propoésito previsto
3 |<13o0nose <11 ono se No confiable Generalmente no debe usarse como estudio clave, pero dependiendo
cumplieron cumplieron de las deficiencias del estudio adn puede ser util en enfoques de peso
todos los todos los de la evidencia o como informacién de apoyo
criterios rojos | criterios rojos
4 No asignable: documentacién Generalmente no debe usarse como estudio clave, pero dependiendo
insuficiente (revisiones, manuales, otras | de las deficiencias del estudio, alin puede ser util en enfoques de peso
fuentes secundarias) de la evidencia o como informacion de apoyo.
(jEsta categoria no es el resultado de esta herramienta de evaluacién!)

Ademas de los criterios para evaluar la fiabilidad de los datos, en la parte inferior de las hojas de trabajo hay algunas preguntas que deben
responderse opcionalmente ("Documentacién opcional de observaciones con importancia para la relevancia"). Estas preguntas permiten
documentar observaciones de una manera no formalizada, 10 que puede ser importante para el uso posterior de la informacion para fines
regulatorios u otros.
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Evaluaciéon de confiabilidad de estudios de ERP in vivo

Estudio bajo evaluacién

Autor:

Titulo:

Centro de pruebas, afo, patrocinador, estudio no. o referencia bibliografica:

Las explicaciones estan disponibles para la mayoria de los criterios y se muestran cuando el cursor se mueve sobre el campo de
criterios. jPor favor lea cuidadosamente! Criterios rojos: la puntuacion maxima es necesaria para que estos criterios alcancen la
categoria de confiabilidad 1 o 2 (vea la hoja de trabajo Explicaciones): jEvalle con especial cuidado!

Criterios

No. Criterio Grupo [: Identificacion de la sustancia de prueba Score

1 ¢, Se identificé la ERP de prueba?

2 ¢, Se da informacion sobre la pureza o integridad de la ERP (proteina/gen)?

3 ¢,Se proporciona informacién sobre la fuente / origen de la ERP analizada?

4 ¢, Se proporciona toda la informacion sobre la naturaleza y / o las propiedades fisicoquimicas del ERP u otro elemento que
usted considera indispensable para juzgar los datos (consulte la explicacion para ver ejemplos)?

0
Criterio Grupo II: Caracterizacién del organismo de prueba.

5 ¢, Se brinda informacion de la especie?

6 ¢, Se brinda informacion del sexo del organismo de prueba?

7 ¢, Se proporciona informacién sobre la cepa de los animales de prueba, si se considera necesario para juzgar el estudio, u
otras especificaciones (ver explicacion para ejemplos)?

8 ¢ Se informa da la edad o el peso corporal de los organismos de prueba al comienzo del estudio?

9 Solo para estudios a dosis repetidas (precise si es otro tipo de estudio): ¢, Se brinda informacién sobre las condiciones de
alojamiento o alimentacion?

0
Criterio Grupo lll: Descripcion del disefio del estudio

10 ¢, Se informa sobre el modo de administracion (ruta o via) de administracion?

11 ¢, Se informa sobre dosis administradas o de las concentraciones utilizadas en los medios de aplicacién?

12 ¢ Se explican la frecuencia y duracion de la exposicion, asi como los momentos de las observaciones?

13 ,Se incluyeron controles negativos (donde se requirieron) 'y positivos (cuando se  requirieron)?
Indigue también, cuando esta ausente pero no es obligatorio (vea las explicaciones para los tipos de estudio y sus
respectivos requisitos sobre controles)

14 ¢ Se da el nimero de animales (en caso de estudios experimentales en humanos: nimero de personas) por grupo?
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15 ¢, Se brindan suficientes detalles acerca del esquema de administracion para juzgar el estudio (ver explicacion para
ejemplos)?
16 SOLO PARA ESTUDIOS DE INHALACION (de un punto para otro tipo de estudios): ¢ Las concentraciones finales fueron
analiticamente verificadas o la estabilidad de la sustancia de prueba fue asegurada o hecha plausible?
0
Criterio Grupo IV: Documentacién de los resultados del estudio
17 ¢, Se describen claramente los resultados, o eventos, esperados del estudio y sus métodos de determinaciéon?
18 ¢La descripcion de los resultados del estudio para todos los resultados, o eventos, esperados investigados es transparente
y completa?
19 ¢,Los métodos estadisticos aplicados para el analisis de datos se dan y aplican de manera transparente (indique también,
si no es necesario / aplicable, vea las explicaciones)?
0
Criterio Grupo V: Plausibilidad de disefio y datos del estudio
20 ¢El disefio del estudio elegido es apropiado para obtener los datos especificos de la sustancia destinados (ver
explicaciones para mas detalles)?
21 ¢ Son confiables los resultados del estudio cuantitativo (ver explicaciones para los argumentos)?
0
0
A El resultado numérico conduce ala categoriainicial: 3
B La comprobacion de las puntuaciones rojas lleva a la Categoria revisada: 3

C Propuesta del evaluador: Categoria:

D Justificacién en caso de que el evaluador se desvie de B:

Documentacién opcional de observaciones con importancia para la relevancia (no forma parte de la evaluacion de
confiabilidad)

Durante el curso de la evaluacion de calidad se pueden hacer observaciones que son importantes para discutir la
relevancia de los datos para propoésitos especificos. La posibilidad opcional se proporciona aqui para documentar estas
observaciones para uso futuro.

¢, Cual es el propésito de esta evaluacion de calidad (documentacion de datos para uso bajo REACH, actividad de
clasificacion bajo GHS, actividades de validacién ECVAM, otros)?

¢Estudio realizado segun las recientes directrices de la OCDE o la UE (u otras, por ejemplo, directrices nacionales)?
En caso afirmativo, ¢ cudles? ¢ Estudio realizado en condiciones de GPL?




(Si no es un estudio de pauta): ¢Existe una pauta para los puntos resultados o eventos esperados del estudio bajo
investigacion?

¢ Esta al tanto de las desviaciones relevantes de las guias del estudio evaluado? ¢ Si, cual?

¢Hizo observaciones con importancia para el uso reglamentario de los datos?
(ejemplo 1: el evaluador puede insinuar que se realizé un estudio de inhalacidon de todo el cuerpo con una sustancia,
para la cual se espera o conoce una absorcion percutanea profunda, lo que lleva a una absorcidon percutanea

sustancial ademas de la absorcion por inhalacion;
ejemplo 2: se realizé un ensayo de reversion de Ames con cepas capaces de identificar mutaciones de cambio de
marco solo o] sin activacion metabolica externa;

ejemplo 3: ¢el evaluador posee evidencia positiva de que los resultados obtenidos con el estudio in vitro bajo
evaluacion, junto con datos toxicocinéticos conocidos, son utiles para evaluar la nefrotoxicidad de la sustancia en
humanos?

¢, Desea hacer otros comentarios generales sobre la usabilidad de los datos?
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Evaluacion de confiabilidad de estudios ERP in vitro

Estudio bajo evaluacién

Autor: |

Titulo: |

Centro de pruebas, afio, patrocinador, estudio no. o referencia bibliografica:

Las explicaciones estan disponibles para la mayoria de los criterios y se muestran cuando el cursor se mueve sobre el campo de
criterios. jPor favor lea cuidadosamente!

Criterios rojos: la puntuacion maxima es necesaria para que estos criterios alcancen la categoria de confiabilidad 1 o 2 (vea la hoja
de trabajo Explicaciones): jEvalle con especial cuidado!

Criterios
No. | Criterio Grupo I: Identificacion de la sustancia de prueba Score
1| ;Se identifico la ERP de prueba?
2| ;La ERP esta aislada?
3| ¢ Se proporciona informacién sobre la fuente / origen de la ERP?
4 | ¢ Se proporciona toda la informacion sobre la naturaleza y / o las propiedades fisicoquimicas de LA ERP, que usted
considera indispensable para juzgar los datos (consulte la explicacion para ver ejemplos)?
0
Criterio Grupo II: Caracterizacién del sistema de prueba.
5 | ¢ Se describe el sistema de prueba?
6 | ¢ Se proporciona informacion sobre la fuente / origen del sistema de prueba?
7 | ¢, Se proporciona informacidén necesaria sobre las propiedades del sistema de prueba y sobre las condiciones de cultivo y
mantenimiento?
0
Criterio Grupo lll: Descripcion del disefio del estudio
8 | ¢ Se da el método de administracion (ver explicaciones para mas detalles)?
9 | ¢ Se administran dosis o concentraciones en los medios de aplicacion?
10 | ; Se explican la frecuencia y duracién de la exposicion, asi como los puntos temporales de las observaciones?
11| ; Se incluyeron controles negativos (indique también, si no es necesario, vea las explicaciones)?
12| ; Se incluyeron controles positivos (indique también, si no es necesario, vea las explicaciones)?
13| ; Se da el nimero de réplicas (o repeticiones completas del experimento)?
0
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Criterio Grupo IV: Documentacién de los resultados del estudio

14

¢, Se describen claramente los resultados, o eventos, esperados del estudio y sus métodos de determinacion?

15

¢ La descripcion de los resultados del estudio para todos los resultados, o eventos, esperados investigados es transparente
y completa?

16

¢,Los métodos estadisticos para el analisis de datos se dan y aplican de manera transparente (indique también, si no es
necesario / aplicable, vea las explicaciones)?

Criterio Grupo V: Plausibilidad de disefio y datos del estudio

17

¢ El disefio del estudio elegido es apropiado para obtener los datos especificos de la sustancia destinados (ver
explicaciones para mas detalles)?

18

¢ Son confiables los resultados del estudio cuantitativo (ver explicaciones para los argumentos)?

A El resultado numérico conduce a la categoria inicial:

B La comprobacion de las puntuaciones rojas lleva a la Categoria revisada:

C Propuesta del evaluador: Categoria:

D Justificacién en caso de que el evaluador se desvie de B:

Docu

mentacion opcional de observaciones con importancia para la relevancia (no forma parte de la

evaluacion de confiabilidad)

Durante el curso de la evaluacion de calidad se pueden hacer observaciones que son importantes para discutir la
relevancia de los datos para propdsitos especificos. La posibilidad opcional se proporciona aqui para documentar estas
observaciones para uso futuro.

¢, Cual es el proposito de esta evaluacién de calidad (documentacién de datos para uso bajo REACH, actividad de
clasificacion bajo GHS, actividades de validacion ECVAM, otros)?

¢ Estudio realizado segun las recientes directrices de la OCDE o la UE (u otras, por ejemplo, directrices nacionales)?
En caso afirmativo, ¢ cudles? ¢ Estudio realizado en condiciones de GPL?
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(Si no es un estudio de pauta): ¢ Existe una pauta para los puntos resultados o eventos esperados del estudio bajo
investigacion?

¢ Esta al tanto de las desviaciones relevantes de las guias del estudio evaluado? ¢ Si si, cual?

¢ Hizo observaciones con importancia para el uso reglamentario de los datos (ejemplo 1: el evaluador puede insinuar que
se realiz6 un estudio de inhalacion de todo el cuerpo con una sustancia, para la cual se espera o conoce una absorcién
percutanea profunda, lo que lleva a una absorcidon percutanea sustancial ademas de absorcion por inhalacion;
ejemplo 2: se realiz6 un ensayo de reversion de Ames con cepas capaces de identificar mutaciones de cambio de marco
solo o} sin activacion metabdlica externa;
ejemplo 3: ¢ el evaluador posee evidencia positiva de que los resultados obtenidos con el estudio in vitro bajo evaluacion,
junto con datos toxicocinéticos conocidos, son Utiles para evaluar la nefrotoxicidad de la sustancia en humanos?

¢, Desea hacer otros comentarios generales sobre la usabilidad de los datos?
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