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Palabras claves:

Bajo condiciones normales, los dientes estan cubier-
tos por una membrana transparente, llamada “peli-
cula adquirida” la cual es formada por adsorcion
selectiva de los componentes salivales a la hidro-
xyapatita (HA) del esmalte. Esta pelicula adquirida
tiene varias funciones protectoras, que modulan la
insercion de la bacteria en los estados iniciales de
formacion de placa.

Investigaciones anteriores han mostrado que esta
etapa inicial de formacion de placa dental es muy
selectiva, y algunos microorganismos se adhieren
mejor que otros. En la insercion de la bacteria a la
superficie dental participan interacciones entre los
componentes superficiales de los microorganismos
y los constituyentes salivares. En el caso de algunas
bacterias orales, esta interaccion involucra compo-
nentes lectinicos de los microorganismos los cuales
se unen a los receptores sacaridos en las glicopro-
teinas salivares formando la pelicula.

Este trabajo estudia la adherencia de algunas bac-
terias asociadas con enfermedad periodontal a peli-
culas salivares experimentales, y tambien determina

si esta insercion puede ser alterada por ciertas
modificaciones enzimaticas como podria ocurrir con

algunas enzimas derivadas del huésped en el medio
ambiente gingival.

MATERIALES Y METODOS:
CULTIVOS Y CONDICIONES DEL CULTIVO:

Las cepas bacterianas usadas se obtuvieron de la
coleccion de cultivos de el Forsyth Dental Center.
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Estreptococo sanguis C - 5 fue mantenido con Todd-
Hewitt broth (BBL Microbiology Sistems, Cockeys-

ville, Md), Actinomices viscosus LY7 se cultivé en
medio de tripticasa soy (BBL) y en cajas de trypticasa

soy (BBL). Bacteroides gingivalis 381 y B interme-
diyus 581 crecieron en medio de Todd-Hewitt suple-
mentado con 5 y g de Heminay 0,2 y g de
menadiona por m.l. Actinobacilo actinomycetemco-
mitans (A.a.) y 4 se desarroll6 en medio de Todd-
Hewitt.

Todos los cultivos se incubaron a 35 grados centi-
grados en jarras anaerébicas (Becton, Dickinson &
Co., Rutherford, N.J.) con 80% de N, 10% de CO y
10% H, . Las bacterias fueron reactivadas con
thymldma en su respectivo medio afiadiendoles de 2
a 10 y Ci de 3H thymidina por m.l. (New England
Nuclear Corp., Boston MA.). Luego de cultivar las
celulas en la noche los cultivos se centrifugarony se
lavaron tres veces en una suspension con 0.05 M Kcl
con 1 mM de fosfato (pH=6.0), 1 MM CaCLy0,1 mM
MgCL (Kcl buffer).

PREPARACION DE LA SALIVA:

Se recogio saliva completa estimulada, con parafina,
de un donante de 26 afos usando un tubo embebido
en hielo, luego la saliva se coloco a 60 grados
centigrados por 30 minutos para inactivar las enzi-
mas degradativasy fue clarificada por centrifugacion
a 10.000 x g por 10 minutos. (Clark, Gibbons 1977
Hay 1971). La saliva se congelo previamente a su
uso.

ABSORCION BACTERIANA A LA HIDROXIAPATI-
TA (HA).

Se usaron granulos esferoidales de HA (BDH Bio-
chemicals Ltda. Poole, England) con un diametro de
85a 125 Y my una area aproximada de 0,27 cm. Se
colocaron 5,0 mg de los granulos de HA en placas
deshechables de poliestireno (Dynatech Laborato-
ries, Inc.). Los granulos se colocaron en Hcl Buffer




durante la noche, luego se les coloco 125 y L de
saliva completa clarificada por una hora a tempera-
tura ambiente en un aparato que rotaba continua-
mente por 10 veces cada minuto, luego los granulos
se lavaron dos veces con Kcl Buffer y se incubaron
por una hora con Kcl Buffer mas 5mg/ml. de albu-
mina humana (Sigma Chemical Co.. ST. Louis, Mo.)
para bloquear algunas zonas de la HA que no esta-
ban cubiertas.

Los granulos fueron sometidos a diferentes
tratamientos enziméticos; Neuraminidasa (Clostri-
dril tipo X) fue disuelto en 0,05 M Buffer acetato a pH
= 3,0; Trypsina dos veces cristalizada fue usada en
0,05 M HEPES acido N-2 hydroxy-ethylpiperazina -
N-2 ethanelsulfonico) a pH = 8,0. La papaina se usé
en 0.05 M HEPES Acido N-2-hydroxy-ethylpiperazi-
na-N-2 ethanelsulfénico) a PH = 6,0. Trypsina y
papaina se estudiaron a diferentes concentraciones
(100 yg/ml.-10 lég/ml. 1y g/ml. Todas las enzimas
se obtuvieron de Sigma Chemical Co., St. Louis,Mo.

Luego del tratamiento con la enzima respectiva por
30 minutos, los granulos se lavaron dos veces con
Kcl Buffer y se incubaron con 125 y L dela
suspension bacteriana con 3H thymidina. Esto es-
tuvo en rotacion continua (10 veces por minuto) a
temperatura ambiente por 60 minutos: luego setomé
el liquido sobrenadante que contenia microorganis-
Mos no absorbidos a la hydroxyapatita, los granulos
se lavaron tres veces con Kcl Buffer y Se pasaron a
frascos de centello, y se contaron. Todas las prue-
bas se hicieron en duplicado y la mayoria de expe-
rimentos se hicieron al menos dos veces, el nimero
de bacterias que se adheri6 a los granulos de saliva-
hidroxypatita se determina por medio de el contador
de centello (Clark 1978: Gibbons 1982).

RESULTADOS

ABSORCION BACTERIANA A LA SALIVA TRATA-
DA CON HA:

Todas las diferentes cepas bacterianas se absorvie-
ron diferentemente a la HA tratada con saliva (fig. 1).
Actinomyces viscosus LY7 fue el que mayor adhe-
rencia presenté a este tipo de tratamiento, el Estre p-
lococo mitis C-5 se comporté de manera similar a el

Actinomyces. A.a.y 4 fue la bacteria que menos se
absorbio en todos los experimentos. Cepas de B.

gingivalis 381 y B_intermedius 581 presentaron
menor adherenciaquelos Actinomyces Ly7 y S. mitis

C-5, pero mayor insercién que A.a Y4 (Tabla 1).

m

TABLA 1 - Valores de adsorcién bacterial a la saliva
fratada con Hidroxiapatita HA.

Cepa bacteriana Numero de bacterias adheridas (x10°+
D.S) por 5 mgs de HA con sa liva a 60
grados centigrados por 30 minutos.

S. sanquis C-5 4.8 + 0.4
A. viscosus LY7 5.2+ 0.6
B. intermedius 581 1.3+ 0.3
B. gingivalis 381 1.82+ 0.2
A. actinomycetemcomitans y 4 0.8+ 0.09
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Figura 1 Absorcién bacteriana a saliva tratada con
hidroxiapatita.

EFECTO DEL TRATAMIENTO DE LA SALIVA -HA
CON PREPARACIONES ENZIMATICAS SOBRE
LA ABSORCION BACTERIANA.

La capacidad de la saliva de modificar y reducir la
Insercion de algunas bacterias asociadas con enfer-
medades periodontales sugiere que pueden haber
enzimas en los fluidos orales que pueden destruir o
alterar los receptores de la pelicula para cambiar el

patron de insercién de algunos microorganismos.

En consecuencia, el efecto de tratar la saliva HA con
algunas preparaciones comerciales enzimaticas y
asociadas con enfermedad periodontal fue estudia-
da.

EFECTO DEL TRATAMIENTO CON NEURAMINI-
DASA:.

Este tipo de tratamiento con peliculas salivares ex-
perimentales redujo insercién de el Estreptococo

mitis C-5 y el Actinomyces viscosus LY7. y tuvo un

efecto ligeramente mayor sobre la adherencia de B.

Intermedius 581, B. gingivalis 381y A.a. Y4 (figura 2
y tabla 2)
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Tabla 2 - Efecto del tratamiento con Neuraminidasa de la saliva - HA en la adherencia bacteriana.

Cepa bacteriana Numero de bacterias adheridas
(x 10°% D.S).
Neuraminidasa Control
S -HA S -HA
S. sanquis C-5 1.31+ 0.17 4.53 + 0.42
A. viscosus LY7 2.26 + 0.12 438 0.3
B. intermedius 581 2.42 + 0.08 1.20 %+ 0.19
B. gingivalis 381 2.29 + 0.03 3.31 +£0.20
Aa.Y 4 1.2 + 0.07 0.65 + 0.01
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=FECTO EN EL TRATAMIENTO CON TRYPSINA
SOBRE LA ABSORCION BACTERIAL:

-a adherencia de las bacterias a las peliculas trata-
das contrypsina se estudié con tres concentraciones
diferentes de la enzima (100 y g/ml., 10y g/m.1. 1
4y /ml.) estos resultados fueron comparados con
aquellos que se observaron en las peliculas no
tratadas. Este tipo de tratamiento tienen un pequeno

efecto promotor con B. gingivalis 381 y B. interme-

dius 581, pero estas diferencias no fueron esta-
disticamente significantes. A.a. Y4 presentd un in-
cremento en su adherencia con este tratamiento,
pero no se observaron mayores diferencias en las
diferentes concentraciones de Trypsina, tratamiento
de saliva -HA con trypsina redujo la absorcién de
Actinomyces viscosus LY7 esta reduccion fue casi
las mismas con relacién a las diferentes concentra-
ciones de trypsina (fig. 3 y tabla 3).

Iabla 3 - Efecto del tratamiento con trypsina de la S-HA en la adherencia bacteriana.

Cepa bacteriana Numero de bacterias adheridas

(x 10°+ D. S) tratamiento de la pelicula.

Trypsina 100 ug/mi.

A viscosus LY 7 1.73 £ 0.19
Trypsina 10 ug/ml. 1.68 £ 0.11
Trypsina 1 ug/mi. 1.75 £ 0.09
Control 1.20 £ 0.19
2. intermedius 581  Trypsina 100 ug/ml  1.73 £ 0.19
Trypsina 10 ug/ml 1.68 £ 0.11
Trypsina 1 ug/ml 1.75 £ 0.09
Control 1.20 £ 0.19
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» EFECTO DE EL TRATAMIENTO CON PAPAINA
SOBRE LA ABSORCION BACTERIAL.:

Losresultados mostraron un ligero aumento en la ad-

herencia de B. gingivalis 381, B intermedius 581 y

A.a. Y4, pero no hubo significancia estadistica.

Actinomyces viscosus LY7 tuvo una disminucidén en

cuanto a su insercion.

El tratamiento con trypsina y papaina mostré casilos
mismos resultados en las tres diferentes concentra-
ciones con relacién a la insercion (fig.3 y tabla 4).

Tabla 4 - Efecto del tratamiento con Papaina de la S-HA en la adherencia bacteriana.

Cepa bacteriana NUmero de bacterias adheridas
(x10°+ D.S)
Tratamiento de la pelicula S-HA.

A, viscosus LY7 Papaina 100 ug/mi. 2.13+£0.08
Papaina 10 ug/ml. 2.26 + 0.01
Papaina 1 ug/ml. 2.37 £ 0.07
Control 4.38 £ 0.30

B. intermedius 581 Papaina 100 ug/ml. 1.86 £0.16
Papaina 10 ug/ml. 1.83+0.19
Papaina 1 ug/ml. 1.72 £ 0.09
Control 1.2+£0.19

B. Gingivalis 381 Papaina 100 ug/mi. 3.47 £0.2
Papaina 10 ug/ml. 3.07+£0.17
Papaina 1 ug/ml. 3.55 £ 0.1
Control 3.31£0.2

Aa. Y4 Papaina 100 ug/mi. 1.42 £ 0.03
Papaina 10 ug/ml 1.65 £ 0.08
Papaina 1 ug/mil. 0.65 £ 0.02
Control 1 ug/ml. 0.65 £ 0.02

DISCUSION:

Investigaciones anteriores han demostrado que las
propiedades de la pelicula cambian con el tiempo y
con el medio ambiente oral, el entendimiento com-
pleto de estos cambios no ha sido bien clarificado,
pero se especula que podria ser causadas en parte
por alteraciones enzimaticas. Los datos obtenidos
en el presente estudio indican que al menos algunas
propiedades de la pelicula salivar podrian irse modi-
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ficando por enzimas presentes en el medio ambiente
oral.

Lamejorinsercién ala saliva HA sin tratamiento enzi-

matico se observd con el Estreptococo mitis C-5 y
Actinomyces viscosus LY7 y estas bacterias son en-

contradas en la placa supragingival en altas concen-
traciones en pacientes con salud gingival o gingivitis
inicial.




Al contrario B, gingivalis 381, B. intermedius 581 y

A.a. Y4 mostraron poca insercion a la saliva tratada
con HA y estas bacterias se encontraron en propor-
ciones importantes en la placa subgingival asociada
con inflamacion gingival, alteraciones en los compo-
nentes enzimaticos de el fluido gingival y/o diferen-
tes tipos de enfermedad periodontal. |

El tratamiento con diferentes enzimas relacionadas
con enfermedad periodontal (Neuraminidasa, Tryp-
sina y Papaina) no alteran en una forma muy impor-
tante la insercion de la bacteria, pero en el caso del
3. gingivalis 381. B. intermedius y A.a. Y4 su inser-
cion mostro un ligero incremento. (Fig. 2-3) mientras
que la insercién del A, viscosus LY7 tuvo una dis-
minucion con todos los tratamientos enzimaticos es-
tudiados.

Estudios anteriores han demostrado niveles altos de
este tipo de enzimas enla salivay fluido crevicular de
pacientes adultos con periodontitis comparados con
pacientes adultos sanos (Zambon et al 1985) tam-
bién es importante tener en cuenta que estos niveles
enzimaticos en saliva eran similares en los pacientes
periodontalmente tratados y en los pacientes sanos,
esto indica que una terapia periodontal adecuada

puede reducir las actividades enzimaticas especifi-
cas a un nivel casi normal.

Los microorganismos asociados con periodontitis

probablemente aumenten 6 ayuden a la poliferacion

de las enzimas salivares, las cuales son elevadas en
pacientes no tratados con enfermedad periodontal.

Este estudio demuestra que la bacteria presenta
adherencia especifica basada en receptores mole-
culares para cada organismo y, en el caso de las
enfermedades periodontales, como la insercién de
algunos microorganismos puede ser modificada por
alteraciones enzimaticas en su medio ambiente.

Los datos obtenidos sugieren que una modificacion
de los receptores en los tejidos del huesped por
enzimas microbianas representan un nuevo tipo de
interaccion que afecta la ecologia bacteriana oral.

Podemos concluir que el medio ambiente salivar y
gingival en un paciente periodontal podria facilitar la
adherencia de algunos microorganismos periodon-
to-patogénicos. Ademas, los datos anteriores indi-
can que los analisis enzimaticos salivares y gingiva-
les podrian ser exitosos en la terapia periodontal,
para determinar el estado de éstay el nivel de ciertos
patégenos periodontales.
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