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Resumen Catalina Francia

RESUMEN

Objetivo. El propoésito de este estudio fue investigar la influencia de factores
fisicos, fisico-quimicos y quimicos sobre la formacién de pelicula adquirida,
bajo condiciones in vitro e in situ. Materiales y Métodos. Se llevé a cabo un
estudio experimental en dos fases. En la primera de ellas (in vitro) se
incubaron a 37°C por 90 min. una mezcla de hidroxiapatita y sobrenadante de
saliva mixta, para determinar la influencia de la disponibilidad de proteinas, el
pH, el agregado-sustraccion de ciertos iones, la temperatura, la fuerza idnica y
diversos inhibidores-removedores de placa bacteriana sobre la formacion de
pelicula adquirida. En la segunda fase (in situ) se evalud el efecto de una
mezcla de xilitol, sorbitol y manitol, aplicada como enjuagatorios y gomas de
mascar, sobre la formacion de pelicula adquirida utilizando bloques dentarios
humanos insertos en retenedores que fueron colocados durante 120 min. en
ambos maxilares de voluntarios jovenes. Resultados. Bajo condiciones in
vitro, la retencion por hidroxiapatita de las proteinas salivales (formacion de
pelicula adquirida) aumenta proporcionalmente a su concentracion en el
sistema, de acuerdo a un fendmeno de adsorcion relativamente especifico. La
adsorcion de proteinas alcanz6 su maximo a los 30 min. de incubacién, a pH
6,0 y a la temperatura de 24°C. La incorporacién de iones calcio al sistema de
ensayo incrementd la formaciéon del integumento de manera proporcional a la
concentracién del i6n. El fosfato produjo un efecto inverso. El agregado de
clorhexidina (0,12% y 0,24%), fluoruro de sodio (0,10%) y hexetidina (0,10%)
no afectd significativamente la formacién del integumento. En cambio, la

adicion de xilitol, sorbitol y manitol produjo una significativa reduccion en la
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cantidad de proteinas (28-31%), glucoproteinas (20-24%) y a-amilasa (41-
44%) retenidas por hidroxiapatita, en forma proporcional a la concentracion del
azucar-alcohol. Esta reduccion fue parcialmente revertida por la adicion de
calcio i6nico (3, 6 y 12 mM). La formacién de placa bacteriana a partir de una
cepa de Streptococcus mutans o de flora aerébica total de saliva fue alrededor
del 40% menor cuando la pelicula adquirida se form6 en presencia de xilitol
10%. Bajo condiciones in situ, el tratamiento con enjuagatorios conteniendo
una mezcla de xilitol, sorbitol y manitol no modific6 en forma significativa el
contenido de proteinas, glucoproteinas, a-amilasa y acido sialico de la pelicula
adquirida, ni la produccion de placa bacteriana. Por el contrario, el consumo de
gomas de mascar edulcoradas con dichos polialcoholes redujo la adsorcién al
esmalte de todos los componentes analizados, y la formacion de placa dental.
Conclusiones. La produccion de pelicula adquirida representa un fendmeno
complejo que, entre otros factores, depende tanto de la calidad de los fluidos
bucales como de las condiciones en que se desarrolla el fenédmeno. La
presencia de xilitol, sorbitol y manitol, al reducir la produccion de la pelicula
adquirida, disminuye la colonizacion microbiana de los dientes, lo cual sumado
a otras propiedades, convierten a estos azuUcares-alcoholes en agentes
recomendables para prevenir las enfermedades bucales dependientes de la
placa bacteriana.

Palabras clave: pelicula adquirida, saliva, hidroxiapatita, proteinas, calcio,

removedores de placa, polialcoholes.
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SUMMARY

Objective. The purpose of this study was to investigate the influence of
physical, physical-chemical and chemical factors on the formation of acquired
pellicle, upon conditions in vitro and in situ. Materials and Methods. An
experimental study in two phases was carried out. In the first one of them (in
vitro) they were incubated to 37°C for 90 min. a mixture of hydroxyapatite and
supernatant of mixed saliva, to determine the influence of the availability of
proteins, the pH, the aggregate-subtraction of certain ions, the temperature, the
ionic force and diverse inhibiting-removers of bacterial plaque on the formation
of acquired pellicle. In the second phase (in situ) the effect of a mixture of
xylitol, sorbitol and mannitol was evaluated, applied as mouth rinses and
chewing gums, on the formation of acquired pellicle using human dental blocks
inserts in retainers that were placed during 120 min. in both jawbones of young
volunteers. Results. Upon in vitro conditions the retention by hydroxyapatite
of the salivary proteins (formation of acquired pellicle) enlarges proportionally to
its concentration in the system, according to a phenomenon of adsorption
relatively specific. The adsorption of proteins reached its maximum to the 30
min. of incubation, to pH 6,0 and to the temperature of 24°C. The incorporation
of ions calcium to the system of trial increased the formation of the integument
in a proportional way to the concentration of the ion. The phosphate produced
an inverse effect. The aggregate of clorhexidine (0,12% and 0,24%), sodium
fluoride (0,10%) and hexetidine (0,10%) did not affect significantly the formation

of the integument. On the other hand, the addition of xylitol, sorbitol and
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mannitol produced a significant reduction in the quantity of proteins (28-31%),
glycoproteins (20-24%) and a-amylase (41-44%) retained by hyhdroxyapatite,
in proportional form to the concentration of the sugar-alcohols. This reduction
partly was reverted by the addition of ionic calcium (3, 6 and 12 mM). The
formation of bacterial plague from a strain of Streptococcus mutans or of
salivary total aerobic flora was around the 40% smaller when the acquired
pellicle was formed in the presence of xylitol 10%. Upon in situ conditions, the
processing with mouth rinses containing a mixture of xylitol, sorbitol and
mannitol did not modify in significant form the content of proteins, glycoproteins,
a-amylase and sialic acid of the acquired pellicle, neither the production of
bacterial plaque. On the contrary, the consumption of chewing gums
sweetened with said polyalcohols reduced the adsorption to enamel of all the
components analyzed, and the formation of dental plaque. Conclusions. The
production of acquired pellicle represents a complex phenomenon that, among
others factors, depends so much of the quality of the oral fluids as of the
conditions in which develops the phenomenon. The presence of xylitol, sorbitol
and mannitol, to reduce the production of the acquired pellicle, diminishes the
microbial colonization of the teeth, which added to other properties, they
convert to these sugars-alcohols in recommendable agents to prevent the
illnesses oral dependent of the bacterial plaque.

Key words: acquired pellicle, saliva, hydroxyapatite, proteins, calcium,

antiplaque agents, polyolalcohols.
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l. INTRODUCCION

La pelicula adquirida (PA) es una delgada membrana biolégica que se
deposita en la superficie de los elementos dentarios (1), como resultado
de la adsorcion de proteinas y glucoproteinas contenidas en la saliva y el
liquido crevicular, asi como también otras provenientes de productos
microbianos y celulares (2). La adsorcion de dichas biomoléculas no
ocurre exclusivamente sobre tejido adamantino, sino que existe PA en
todas las superficies bucales (cemento, mucosas, epitelio bucal
gueratinizado y no queratinizado), aparatos protésicos y restauraciones(3).

La retencidon de biomoléculas por parte del esmalte dentario es un
fendbmeno de naturaleza selectiva. Los grupos que demuestran mayor
afinidad por la Hidroxiapatita adamantina (HAp) son las proteinas y
glucoproteinas ricas en prolina, estaterinas, histatinas, cistatinas y a-
amilasa salival, muchas de las cuales se encuentran fosforiladas (4). En
menor proporcion participan en la constitucion de PA seroalbUmina,
anhidrasa carbodnica, inmunoglobulina G (IgG), inmunoglobulina M (IgM),
fracciones del complemento, péptidos que provienen de la fragmentacion
de proteinas salivales y la enzima glucosiltransferasa de origen bacteriano
(5,6).

La formacién de la PA involucra fuerzas de atraccion de distinta
naturaleza entre las superficies dentales y las biomoléculas dispersas en
los liquidos que las rodean. Dado que los cristales de HAp del material
dentario poseen carga negativa superficial debido a la localizacién de

grupos fosfatos en la zona mas externa, para su neutralizacion son
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atraidas cantidades equivalentes de calcio iGnico provenientes de saliva.
Como las proteinas contienen grupos aniénicos (carboxilatos, fosfatos,
sulfatos), se establecen uniones electrostaticas con el calcio y de esta
manera quedan adsorbidas a la HAp. Por su parte, las proteinas
cationicas interaccionan directamente con los grupos fosfato de la HAp a
través de enlaces ionicos (7). Luego de estas atracciones electrostaticas
ocurren otras interacciones entre las biomoléculas retenidas y la HAp que
contribuyen a reforzar la adherencia de la PA. A través de reacciones
catalizadas por enzimas provenientes de la saliva, bacterias, células
epiteliales y leucocitos polimorfonucleares, la PA va modificando su
composicion hasta alcanzar el estado de madurez (4).

Esta pelicula proteica desempefia importantes funciones relacionadas
con la integridad del diente. Debido a su permeabilidad selectiva, la PA
regula el arribo a la superficie dental de acidos procedentes de la
alimentacién o formados durante el metabolismo microbiano, previniendo
de tal modo su desmineralizacion (8,9), asi como también regula el
intercambio de iones calcio, fosfatos y fluoruros durante los procesos de
remineralizacion (10). Ademas reduce el desgaste dentario debido a las
fuerzas de friccion que se desarrollan durante la masticacion y por la
presencia de mucoproteinas hidréfilas posee la propiedad de retener
agua, evitando la desecacion de las superficies adyacentes (11). A pesar
que la saliva esta sobresaturada de calcio y de fosfato, la presencia en la
PA de inhibidores de la precipitacion -como estaterinas y proteinas ricas

en prolina- evita que ocurra el depdsito de compuestos minerales
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insolubles sobre las superficies dentales. De esta manera la PA previene
la formacion del sarro dental (12,13).

Si bien cumple importantes funciones protectoras, la PA también provee
sitios para la adhesion de microorganismos bucales (14,15), permitiendo
Su union en los eventos iniciales de la formacion de la Placa Bacteriana
(PB), estructura cuya presencia es condicidon necesaria para el posterior
desarrollo de las afecciones de mayor prevalencia en el aparato
estomatognatico: la caries dental y la enfermedad periodontal.

Atento a estos antecedentes y por cuanto es poco conocido como
influyen diversos factores fisicos, fisico-quimicos y quimicos relacionados
con el depodsito de la PA, se llevd a cabo un estudio experimental que
pudiera servir no solo para la adquisicion de conocimientos basicos sobre
el tema, sino también para evaluar las posibles implicancias clinicas que

de ellos puedan derivar.
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Il. OBJETIVOS

1-GENERALES:

a

Estudiar la influencia de factores propios de la saliva y de
removedores-inhibidores de placa bacteriana sobre la
formacion de pelicula adquirida, bajo condiciones in vitro.

Determinar la capacidad de produccién de pelicula adquirida
in situ en voluntarios durante la aplicaciéon de removedores-

inhibidores de placa bacteriana.

2-ESPECIFICOS:

2-1- BAJO CONDICIONES IN VITRO:

Evaluar como influyen en la formacion de la pelicula

adquirida variables tales como:

¢ disponibilidad de proteinas

pH del medio

e temperatura

e tiempo de incubacion
e agregado de iones

e fuerzaionica

e agregado de inhibidores-removedores de placa

bacteriana.
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2-2- BAJO CONDICIONES IN SITU:

o Comparar el perfil de proteinas de la pelicula adquirida antes y
después de la aplicacion de agentes inhibidores-removedores
de placa bacteriana.

o Establecer la aptitud de la pelicula adquirida formada in situ
para permitir la colonizacion bacteriana, en condiciones basales
y posteriores al tratamiento con agentes inhibidores-

removedores de placa bacteriana.
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lIl. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS (MARCO TEORICO)

En el ambiente bucal se producen mdultiples interacciones fisico-
guimicas entre los elementos que lo conforman. Por una parte los dientes,
su tejido de sostén (periodonto) y la mucosa bucal; y por el otro la fase
liguida que los rodea, representada por la saliva y el liquido crevicular
(fluido gingival).

La zona superficial mas externa del diente que contacta con la
saliva es el esmalte, un tejido de origen ectodérmico de gran dureza, que
contiene una estructura especial: los prismas adamantinos, los cuales
estan formados por cristales de hidroxiapatita (HAp). Este compuesto
mineral constituye el 95% del peso del esmalte, estando representado el
resto del tejido por materia organica (2-3%) y agua (3-4%). En la
composicién de los cristales participan tres especies i6nicas en
proporciones definidas, lo cual da lugar a la siguiente relacion molar :

(Ca )10 (PO4 ) (OH),
aunque también pueden estar presentes otros iones (Na*, K*, Mg*™*, F,
Cl, CO3"), ya sea formando parte de la red cristalina o bien adsorbidos en
su superficie.

Si bien no puede desarrollar procesos metabdlicos basicos que
caracterizan a los tejidos blandos, como la glucélisis y la respiracion, el
esmalte dentario es un sistema dinamico capaz de producir un conjunto
de procesos, entre los que podemos mencionar intercambio iGnico con la

saliva, fenbmenos de disolucion (desmineralizacién) y precipitacion
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(remineralizacion), e interacciones con los componentes organicos de
saliva, del fluido gingival y de los microorganismos bucales (16).

La HAp del esmalte dental es un material biogénico, o sea una
estructura inorganica generada a partir de un ser vivo, dentro de sus
propios procesos de desarrollo, adaptacion, crecimiento y formacion (17),
capaz de interactuar con ciertas sustancias presentes en el sistema bucal,
lo cual posibilita la instalacion de peliculas biologicas sobre las
superficies solidas. Ademas del esmalte, estas cubiertas se forman sobre
el cemento, epitelio bucal queratinizado y no queratinizado, aparatos
protésicos y restauraciones, cada una de ellas con una composicion
diferente. La cuticula mejor conocida es la pelicula adquirida del
esmalte, o simplemente pelicula adquirida (PA).

La PA es una capa delgada, amorfa, resultado de la adsorcién de
diversas biomoléculas de origen salival o procedentes del liquido
crevicular, cuya formacion es un proceso bastante rapido y selectivo (18),
y gue posee una composicion quimica muy compleja y heterogénea.
Mediante procedimientos quimicos e inmunoldgicos se ha demostrado la
presencia de proteinas, glucidos y lipidos; los dos primeros, al menos en
parte, se encuentran combinados bajo la forma de glucoproteinas (2,19).

Entre los principios proteicos identificados en la PA se encuentran
mucinas de alto peso molecular, diversas proteinas acidas ricas en
prolina (PRPs, PRP1, PRP2, PRP3, PRP4, PIFs, PRPf) (20), estaterinas
(21), histatinas, cistatinas, IgA secretoria (2) y a-amilasa (22), algunas de

ellas al estado fosforilado o glicosilado. En menor proporcion participan
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también seroalbumina, anhidrasa carbdnica, IgG, IgM, diversas fracciones
del complemento y glucosiltransferasa de origen microbiano. Existen
evidencias de que varias proteinas presentes en la saliva total son
enzimaticamente degradadas, originando péptidos que tienen afinidad por
la HAp, de manera que este integumento resultaria de la unidon no sélo de
proteinas (simples y conjugadas) intactas, sino también de fragmentos
producidos por la proteodlisis parcial de esas mismas macromoléculas
(23).

Los componentes glucidicos de la PA formada naturalmente
comprenden principalmente azlUcares neutros (glucosa, galactosa,
fucosa) y aminoazucares (glucosamina, galactosamina); en menor
proporcion participan también otros glucidos derivados, como el acido
sialico (24). Aunque la funcién de los carbohidratos presentes en la
pelicula no esta totalmente aclarada, existen indicios que los involucran
en el proceso de colonizacion, dado que muchas de las adhesinas de la
superficie microbiana se unen a la porcion glucidica de los receptores
localizados en la PA (25).

Los lipidos constituyen alrededor del 20% del peso seco de la PA.
Alrededor del 80% corresponde a glucolipidos, el 15% a lipidos neutros
(acidos grasos libres, glicéridos y colesterol), y la fraccién restante a
fosfolipidos (fosfoglicéridos y esfingomielinas) (26). La extraccion de la
fraccion lipidica reduce casi a la mitad la capacidad de la pelicula de
retardar la difusion de acido lactico; este efecto se revierte practicamente

en su totalidad al reincorporar los lipidos de la PA (27). Por el caracter
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hidrofébico de sus moléculas, los lipidos podrian estar implicados en la
adhesion microbiana, de modo que actuarian previniendo la
desmineralizacién por la doble propiedad de regular la difusion de los
acidos originados por la fermentacién bacteriana de azlUcares y de
modular la colonizacion de la superficie dental (28)

La formacion de la pelicula adquirida involucra una combinacion de
diversas fuerzas de union (iénicas, hidrofébicas, enlaces por puente de
hidroégeno y atracciones de van der Waals) que se establecen entre las
superficies bucales (esmalte dental, mucosas, etc.) y los componentes
organicos que se encuentran dispersos en la saliva. Como la superficie
externa del esmalte dental estd cargada negativamente debido a la
acumulacion de los grupos fosfatos que posee la HAp, para neutralizar
esas cargas se retienen iones calcio provenientes de la saliva, los cuales
a su vez sirven de “puente” que posibilitan la unidn de los componentes
de la saliva y del liquido crevicular a través de sus extremos anionicos (7).

La afinidad de las proteinas por la HAp adamantina esta condicionada
por su estructura molecular, en particular por la presencia de grupos
eléctricamente cargados, y por la disponibilidad de sitios de unién que a
nivel superficial dispone el adsorbente. Las proteinas ricas en prolina y
las estaterinas poseen moléculas bastante polares, ya que la region
amino terminal se encuentra altamente ionizada por la presencia de
residuos de fosfoserina, los cuales aumentan las atracciones
electrostaticas con la superficie adamantina. Sin embargo, la fuerza de

unién es mayor en el caso de las estaterinas, ya que es mas alta la
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densidad de los sitios de union a la HAp. En el caso de las cistatinas, si
bien cuentan con mayor afinidad para unirse al adsorbente, los sitios
disponibles a nivel de este so6lido son mas escasos (2,4). Se ha propuesto
que las fosfoproteinas salivales y las glucoproteinas sulfatadas de bajo
peso molecular forman parte de las uniones iniciales en la formacion de la
pelicula adquirida, a través de un proceso de intercambio i6nico o a la
formacion de puentes mediada por cationes (29).

El depdsito de pelicula adquirida se completa entre los 60 y 120
minutos siguientes a la exposicion de las superficies dentarias al
ambiente bucal (30,31), aunque investigaciones mas recientes indicarian
gue el maximo desarrollo se alcanza a los 30-60 minutos (32). Estudios
realizados in situ han mostrado que en los 30 segundos siguientes a la
exposicion de discos de hidroxiapatita a la saliva humana quedan
retenidas varias proteinas cuyos pesos moleculares se extienden de 34
kD a 160 kD, en tanto que a los 20 minutos de exposicion son detectadas
15 proteinas adsorbidas, con pesos moleculares que cubren el rango de
15 kD a 160 kD (33).

Existen indicios sefialando que la formacion de pelicula ocurre en dos
etapas. En la etapa inicial, que dura hasta los 30 minutos, la cubierta
proteica aumenta tres veces su espesor. Al comienzo es una discreta
pelicula organica depositada sobre el esmalte que evoluciona hacia una
morfologia predominantemente globular, lo cual se explica por el hecho
de que las proteinas que se agregan lo hacen como micelas (34). Tales

micelas globulares corresponden principalmente a proteinas ricas en
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prolina que existen como tales en la saliva, similares a las micelas de la
caseina lactea. En contacto con las superficies dentarias, estos glébulos
se fusionan formando largas unidades que cubren por entero el esmalte.
Al completarse esta etapa, la pelicula consiste en una multicapa globular
constituida por micelas que tienen un diametro de 20 a 300 nm dispuestas
en forma de racimos. Los iones calcio mantienen la integridad de la
estructura multiglobular: dado que la superficie de los glébulos presenta
una alta densidad de cargas negativas, se produce la unidon con dicho
cation, que de tal modo actlia como puente entre esas macromoléculas.
Merced a su estructura globular, la pelicula inhibe la precipitacion de
calcio y fosfato, pese a que la saliva se encuentra sobresaturada en estos
iones. En la segunda etapa, por acciéon de enzimas proteoliticas propias
de la saliva o provenientes de bacterias se altera la conformacién
molecular de la pelicula, con la consiguiente pérdida de la estructura
globular y de la capacidad de formar dispersiones acuosas (35). La
primera etapa es cuantitativamente la mas importante, en tanto la
segunda, correspondiente al estadio de maduracion del integumento,
tiene importancia funcional por cuanto posibilita la colonizacién
bacteriana.

Las proteinas que forman parte de la pelicula adquirida muestran
diferentes patrones de adsorciéon. Asi, las estaterinas y algunas
proteinas ricas en prolina se adsorben muy rapidamente; una segunda
clase de proteinas, como a-amilasa y cistatinas lo hacen mas lentamente,

en tanto que en un tercer grupo se incluyen otras proteinas ricas en
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prolina e histatinas, las cuales no aparecen sino hasta transcurridas
alrededor de dos horas de exposicion del elemento dentario a la saliva, lo
que marcaria el tiempo necesario para completar la formaciéon del
integumento (36).

La naturaleza de la superficie sobre la que se depositara la PA influye
en el fenomeno de adsorcion, al menos en las etapas iniciales. Asi,
pequefias diferencias en la composiciéon quimica de los solidos con los
qgque contactan las proteinas salivales pueden causar importantes
desigualdades en la composicién del integumento. Se han comprobado
diferencias en la integracion de la pelicula segun la misma haya sido
formada sobre superficies naturales del diente, materiales de
restauracion, proétesis o aparatos de ortodoncia (37-40). De igual modo,
el integumento formado sobre el cemento radicular posee una
composicion quimica muy diferente al que se deposita sobre el esmalte,
en parte debido a las especiales caracteristicas quimicas y estructurales
de este tejido y también porque la pelicula producida sobre el cemento
contiene mayor proporcion de proteinas provistas por el liquido crevicular
(41,42).

La composicion del integumento condiciona la colonizacion
bacteriana, debido a que la presencia de algunas biomoléculas o sus
residuos actlian como receptores mediando los fendmenos iniciales de
adherencia. Al respecto es necesario recordar que la composicion de la
pelicula no permanece constante en todos los estadios de su formacion.

El integumento formado en un primer momento se modifica merced al
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procesamiento que llevan a cabo las enzimas contenidas en la saliva
provenientes de las bacterias, de las células epiteliales descamadas y de
leucocitos polimorfonucleares neutréfilos que ingresan a la cavidad bucal
transportados por el liquido gingival. De esta manera, diversos
componentes salivales adsorbidos en un primer momento a la HAp son
rapidamente degradados, razon por la que no aparecen en el integumento
qgue ha madurado por algun tiempo. Por ello, la composicion de la PA es
distinta segun se forme bajo condiciones in vivo o in vitro (20). Las
proteinas mas susceptibles de degradacién enzimatica son algunas
proteinas ricas en prolina, estaterinas e histatinas, mientras que las
cistatinas, a-amilasa y otras proteinas ricas en prolina son mas
resistentes y persisten en la PA (36).

Dado que la formacion de pelicula se produce dentro de un complejo
sistema donde todas las proteinas procedentes de la saliva deben
competir por los limitados sitios de union disponibles en la superficie del
esmalte, otro factor que condiciona la selectiva incorporacion de esas
macromoléculas es la relacién proteinas / HAp, esto es, la oferta de
proteinas para una determinada superficie de adsorcion. Cuando la
disponibilidad de sitios de unidén es baja, sélo lograran unirse a la HAp
aquellas proteinas que poseen alta afinidad por el compuesto mineral
(verbigracia estaterinas), en tanto que si la oferta de sitios crece, el
proceso no resultara tan selectivo y podran adsorberse también otras
especies proteicas, por ejemplo proteinas ricas en prolina e histatinas

(36).
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Si bien las caracteristicas cualitativas de la pelicula permanecen mas
0 menos constantes, su composicion varia de acuerdo a la procedencia
de la saliva y del tipo y duracién del estimulo aplicado para su obtencion.
Se han comprobado diferencias intra e interindividuales; por cuanto las
distintas regiones de la boca son alcanzadas por diferentes tipos de
saliva (parotidea, submaxilar o submandibular), cada una con un
contenido proteico especifico. Tales variaciones locales en la composicion
de la PA repercuten posteriormente en la instalacion de la microflora
relacionada con las enfermedades bucales prevalentes.

A partir de la PA y debido al fendmeno de colonizacién microbiana se
constituye la placa bacteriana (PB), principal responsable de las
enfermedades de la boca. Se trata de una cubierta microbiana firmemente
adherida a regiones supra e infragingivales del elemento dentario, cuyo
desarrollo comprende diferentes etapas. Una vez instalada la pelicula
adquirida los microorganismos pioneros se adhieren a ella, proliferan y
forman colonias, produciéndose posteriormente la agregacién de formas
filamentosas y espiroquetas para constituir una cubierta cohesiva.
Muchos productos originados por las bacterias de la placa reaccionan con
los tejidos subepiteliales, provocando una respuesta inflamatoria
(aumento de la vascularizacién y diapédesis leucocitaria). A su vez la
placa bacteriana localizada en surcos, fosas y fisuras provoca la lesion de
caries, que comienza con la disolucion localizada del material inorganico
de la superficie dental por sustancias acidas originadas a partir del

metabolismo de los hidratos de carbono por parte de las bacterias de la
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placa, y que continua con procesos degradativos de la materia orgénica
que llevan a la destruccion de los tejidos dentarios. A partir de ambos
tipos de placa, por un fenbmeno de depdsito de material inorganico,
pueden formarse masas duras y mineralizadas (calculos), las cuales
exacerban la respuesta inflamatoria de los tejidos blandos (43).

El proceso de formacion de la placa bacteriana implica el
reconocimiento especifico de los sitios de unién a nivel de la pelicula por
parte de los microorganismos bucales. En dicho reconocimiento
intervienen tanto los receptores de superficie como las adhesinas
microbianas. Asi, por ejemplo, la adhesién de Streptococcus mutans
depende principalmente de la presencia de aglutininas de origen
parotideo, de modo que las lesiones de caries son mas frecuentes en las
regiones posteriores de la boca, influenciadas por este tipo de saliva
(44,45).

Una situacion especial se plantea con la a-amilasa, una de las
proteinas integrante de la pelicula adquirida producida tanto a partir de
saliva parotidea y submaxilar como de saliva total (46,47). Esta enzima
tiene la propiedad de unirse selectivamente y con alta afinidad a varias
especies de estreptococos bucales (47-49). S6lo aquellos animales cuya
saliva exhibe actividad amilasica son capaces de fijar diversas especies
de estreptococos, por lo que se ha sugerido que la habilidad para unirse a
la enzima desempefia un rol importante en la colonizacion de los tejidos
bucales. Ademas de servir como receptor para la adhesion inicial de

gérmenes al diente, la a-amilasa facilita la adherencia interbacterianay /o
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retarda su depuracion bucal. Por ultimo, como la enzima que esta ligada a
gérmenes podria iniciar la degradacion del almidén, posibilitaria que los
microorganismos de la placa lo aprovechen como fuente energética
(50,51).

De los antecedentes expuestos hasta aqui, surge que la presencia de
la PA sobre la superficie dentaria es importante por varias razones. En
primer lugar, porque actuando como una membrana selectivamente
permeable ubicada entre el diente y el ambiente bucal regula la difusion
de acidos provenientes de los alimentos y bebidas u originados por accidn
microbiana y a la vez de iones calcio, fosfato y fluoruro, con lo cual
controla los procesos de mineralizacién y desmineralizacién (8,27,52,53).
El efecto protector frente a la erosién depende del espesor alcanzado por
el integumento, de modo que cuanto mayor sea éste menor sera la
susceptibilidad a la disolucion acida, lo cual puede explicar la diferente
resistencia que presentan las distintas regiones de la cavidad bucal
(53,54).

En segundo lugar, la PA provee sitios receptores que permiten la
adhesion inicial de los gérmenes durante la formacion de la placa
bacteriana, con lo cual modula la colonizacién de los tejidos bucales de la
cual dependen tanto la caries dental como la enfermedad periodontal
(14,15,47,55-58). Todo ello equivale a decir que la PA es el antecedente
necesario para la formaciéon de la PB.

Es por ello que la inhibicion de la formacion de la PB, su eliminacion

0 atenuacion constituyen procedimientos recomendables para la
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prevencion de dichas enfermedades bucales. Esto ha constituido una de
las medidas primarias en el cuidado de la salud bucal, y como tal ha
contribuido en la declinacion de la prevalencia de la caries dental en las
Ultimas tres décadas. En consecuencia, para completar el procedimiento
mecanico de cepillado dental, especialmente en aquellas zonas de dificil
acceso, frecuentemente se recomienda el empleo de sustancias quimicas
con actividad antimicrobiana capaces de inhibir o remover la placa
bacteriana (agentes antiplaca) (59-63). En base a su composicion
guimica y/o mecanismo de accion, estos agentes han sido clasificados en
las diferentes categorias (surfactantes, antisépticos, antimicrobianos,
antiadherentes, modificadores enzimaticos y no enzimaticos) (64). A
continuacion se expondran brevemente las principales caracteristicas de
algunos de ellos.

] Clorheridina (CHX). Es un surfactante catiénico, de la familia
qguimica de las bis-biguanidas, utilizado como agente antiplaca desde el
afio 1969 (65). Posee un amplio espectro de accién, con actividad
antimicrobiana frente a bacterias Gram(+) -incluyendo Streptococcus
mutans- Gram(-), anaerobios facultativos, hongos y levaduras (66,67).
Existen algunas evidencias que indican que la alta afinidad de este
farmaco por las bacterias posiblemente obedezca a su propiedad de
unirse a grupos negativos de la pared microbiana (68), con lo cual
interfiere en el transporte a través de la membrana; secundariamente,
CHX coagula el contenido intracelular. Bajo la forma de digluconato

(0,12%) e incorporada a enjuagatorios bucales se emplea no solo en el
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control de la placa bacteriana, sino también como coadyuvante en el
tratamiento convencional de la gingivitis y de diversas enfermedades
periodontales (69-73). Utilizada como agente antiplaca, su accion es
puramente tépica, ya que no puede atravesar el epitelio bucal (65,68).

Una de las propiedades sobresalientes de la CHX es la gran
sustantividad que exhibe, esto es, su capacidad de ser retenida en la
cavidad bucal desde donde es liberada posteriormente para poder actuar,
lo cual permite un efecto bacteriostatico prolongado (64,74,75).
] Hexetidine (HEX). Es otro miembro del grupo de las bis-
biguanidas con accion antiplaca, cuya actividad se relaciona con la
estructura de su molécula, ya que la presencia de grupos alquilo-
terminales la hace mas activa frente a actinomyces. La presencia de
puentes metileno aumenta tanto la duracion de su accibn como su
actividad frente a gérmenes del tipo bacteroides y fusobacterium (64).
a Fluoruros. Durante los ultimos 70 afios, los fluoruros han sido
ampliamente evaluados y en la actualidad son bien comprendidos los
mecanismos basicos de la absorcion, distribucion, biotransformacion y
excrecion. Quimicamente son combinaciones (sales) del fldor con
elementos metalicos. Ademas de ellos, existen otros compuestos en cuya
constitucion interviene el flior, desde los cuales es posible la liberacion
del elemento haldégeno. Entre los fluoruros inorganicos se destacan los de
sodio y estafio.

La principal propiedad de los fluoruros es su habilidad para intervenir

en los fendbmenos de desmineralizacion y remineralizacion, ya que
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modulan dichos procesos al inhibir la pérdida de minerales en las
superficies cristalinas y aumentar la reconstrucciéon de los cristales de
hidroxiapatita del diente (76-79).

El fluoruro disminuye la desmineralizacion por varias vias. Por un lado
reduce la produccién de acidos por parte de las bacterias (80), alterando
la adherencia, crecimiento y metabolismo de los gérmenes (81). Ademas,
disminuye la solubilidad de los cristales de HAp al aumentar los enlaces
por puente de hidrogeno y las uniones electrostaticas dentro del cristal,
formando una trama mas estable y por ende menos soluble. Por ultimo, al
producir la captacién del i6n en la superficie cristalina (formacion de
fluorhidroxiapatita) reduce la disolucion del material inorganico,
retardando la desmineralizacion.

a Diversas combinaciones de fluoruros con CHX e iones de zinc han
sido estudiadas en la ultima década (82). Los resultados revelaron que la
combinacion CHX-F reduce la cantidad de unidades formadoras de
colonias en forma equivalente a la disminucion del consumo de glucosa,
lo cual indica que la inhibicion de la acidogenicidad de la placa era debida
a un poder bactericida mas que a un efecto bacteriostatico. Por su parte,
el NaF y el ZnF; no reducen el nimero de bacterias, ya que deprimen el
metabolismo de la placa sin afectar su viabilidad, en tanto que la
combinacion CHX-Zn-F disminuyen el numero de bacterias y el
metabolismo glucidico (83).

] Azlcares-alcoholes. Los azucares dietarios, en especial la

sacarosa, son degradados mediante un mecanismo glicolitico por los
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microorganismos de la placa bacteriana, generando un medio acido que
favorece el establecimiento de la microflora cariogénica y contribuye a la
virulencia de los gérmenes (84). Esto sugiere que la sustitucién dietética
parcial de la sacarosa y otros azlcares fermentables por azlcares que no
son metabolizados por los microorganismos tendria un importante efecto
preventivo de caries. Por esta razon, y dado que los azucares
fermentables no pueden ser completamente eliminados de nuestra dieta,
el uso de edulcorantes no fermentables, como xilitol, 0 poco fermentables
de los cuales manitol y sorbitol son los mas conocidos, constituyen
medidas preventivas que contribuyen en forma importante a la salud

bucal.

° Xilitol. Es un azucar-alcohol natural de cinco carbonos (pentitol),
gue naturalmente se encuentra en muchas frutas y vegetales. Su uso esta
aprobado en numerosos paises como endulzante incorporado a dulces,
caramelos, gomas de mascar, productos asociados a la higiene bucal y
en la industria farmacéutica y cosmética. Se caracteriza por la gran
resistencia a la fermentacion por parte de los microorganismos de la placa
dental y como consecuencia de ello no es un productor de metabolitos
acidos (85). Tampoco existen evidencias acerca de adaptaciones por
parte de los gérmenes de la placa frente al uso de este polialcohol,
incluso después de largos periodos de tratamiento (86).

El efecto inhibitorio del desarrollo de Streptococcus mutans producido
por el xilitol es consecuencia de la acumulacion en el interior de la célula

bacteriana de un derivado del polialconol como metabolito no
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metabolizable (éster fosforico), lo cual ademas se traduce en una
disminucion de dichos gérmenes en saliva y en la cantidad de placa
bacteriana. Cuando esta presente en el ambiente bucal es capaz de
desplazar la comunidad bacteriana hacia una microflora menos
cariégenica y también de producir la seleccion de Streptococcus mutans
con menor virulencia. Finalmente ha demostrado interferir en los procesos
de desmineralizacion, por lo cual su uso constituye una medida
favorecedora en los planes preventivos (86-88). Varios estudios clinicos
han revelado una disminucion de la caries dental asociada al consumo de
xilitol (89-90).

° Sorbitol y Manitol. También presentes en el mercado, estos dos
congéneres quimicos (hexitoles) del xilitol se utilizan comercialmente con
los mismos fines. Ambos compuestos son lentamente degradados por
una cantidad de gérmenes de la placa, especialmente por Streptococcus
mutans. A diferencia del xilitol, el sorbitol puede ser degradado por
algunas bacterias de la placa, si bien debe reconocerse que la
metabolizacion bacteriana de este polialcohol se produce a un ritmo
bastante lento y produce principalmente etanol y acido formico, mientras
gue el &cido lactico -con un efecto desmineralizante bastante potente- se
forma en cantidades mas bien menores (84,85). A pesar de ello,
frecuentemente son incorporados a los preparados de uso comercial por

Su menor costo econémico.
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IV. MATERIALES Y METODOS

a Saliva. Se obtuvo saliva total no estimulada proveniente de cuatro
donantes sanos (40-60 afios), de acuerdo al procedimiento descrito por
Jensen et al. (36). Durante la recoleccion, la saliva total fue mezclada con
solucion salina conteniendo azida sédica al 0,2%, de modo de alcanzar
una concentracion final del antimicrobiano del 0,02%. Inmediatamente
después de su recoleccion, la saliva fue filtrada sobre un manto de gasay
centrifugada por 15 min. a 12.000 g. El sobrenadante limpido fue
fraccionado y conservado a —20° C hasta su utilizacion. Este liquido, el
cual representa la saliva mixta (SM), se empled para los diferentes

ensayos de formacion de PA.

] Hidroxiapatita (HAp). Se utilizaron esferas de hidroxiapatita
provista por Bio Rad (USA), con un area superficial de aproximadamente

60 m?/ g.

] Especimenes dentarios. Elementos dentarios sanos extraidos por
razones de periodoncia u ortodoncia fueron lavados con agua de canilla 'y
cepillados con solucién detergente al 2%. Posteriormente se cortaron las
porciones coronarias con instrumental rotatorio (discos de acero) y a partir
de ellas se obtuvieron bloques longitudinales con una superficie
aproximada de 40 mmz?, de 2 mm de espesor. Para evitar contaminacion
microbiana, estos especimenes dentarios se conservaron en solucion de

azida sédica 15mM. Previo a su utilizacion, cada bloque fue lavado con
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solucion detergente y pulido con pasta de pulir simple (piedra pomez-
agua) mediante cepillos rotatorios. Finalmente se lavaron con agua

destilada y se secaron mediante corriente de aire.

1- ENSAYOS IN VITRO (de rutina)

a Formacion de PA. Se incubaron HAp y SM a 37° C durante
90min., en la proporcion de 20 mg/mL, manteniendo el sistema con
agitacion constante. Al final de ese periodo, en el cual se alcanza el
equilibrio entre adsorcion y desorcion de proteinas y glucoproteinas a la
HAp (31), la mezcla fue centrifugada a 12.000 g por 10 min, desechando
el sobrenadante. Para eliminar las proteinas y glucoproteinas débilmente
unidas al adsorbente, el sedimento fue suspendido con solucién salina y

centrifugado por 10 min. a 12.000 g., descartando el liquido de lavado.

] Elucién de la PA. Se realiz6 suspendiendo el sedimento con
buffer fosfato 0,2 M pH 7,0, agitando la mezcla por 15 min. a 37° C. La
suspensién fue centrifugada a 12.000 g por 10 min. y el sobrenadante se
conservé a —20° C hasta los analisis, los cuales se realizaron dentro de

las 96 hs.

Para conocer la proporciébn de proteinas de la SM que resulté
adsorbida a la HAp y la efectividad del procedimiento de elucion se
realizaron ensayos de recuperacion midiendo dichos compuestos en el

sistema de incubacion, en el sobrenadante y en los eluatos. Los
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resultados mostraron que completada la incubacion de SM con HAp, la
suma del contenido de proteinas de los sobrenadantes y eluatos
representd entre el 97 y 102 % de la cantidad inicial, correspondiendo a la
fraccion adsorbida alrededor del 28% de las proteinas salivales
incorporadas al sistema. En promedio, aproximadamente el 90% de las
proteinas y glucoproteinas adsorbidas fueron eluidas en un primer
tratamiento con buffer fosfato 0,2 M pH 7,0, desorbiéndose en un
segundo tratamiento alrededor del 9%. Finalmente, el tratamiento con
NaOH 1 M proporcioné un 0,5% de proteinas. Por cuanto el perfil de
proteinas en ambos eluatos resultd muy similar segun el fraccionamiento

electroforético, rutinariamente se trabajo con el primer eluato.

] Efecto de la disponibilidad de proteinas. En las experiencias
realizadas para evaluar la formacion de PA segun la provision de
proteinas, se incub6é HAp con cantidades variables de SM, sola o después
de la adicion de cantidades conocidas de albumina humana o de suero

sanguineo humano (SSH).

] Efecto del pH. Previo a la incubaciéon con HAp, el pH de la SM fue
ajustado en un rango de 6,0 a 7,6 mediante la adicion de pequefios

volimenes de HCIl o NaOH 1M.

a Efecto de iones seleccionados. A la SM se le incorporaron
soluciones concentradas de sales conteniendo las especies iGnicas de
interés (calcio, magnesio, cobre y fosfatos), hasta alcanzar la
concentraciéon deseada. Los controles se prepararon diluyendo en la

misma proporcion la SM con solucion salina.
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a Efecto de la sustraccion de iones calcio. Previo a la incubacién
con HAp, a la SM se le adicion6 oxalato de amonio sélido en cantidad
equivalente para precipitar los iones calcio, ajustando el pH a 6,0 con
buffer de &cido acético-acetato de sodio 0,2 M. La suspension fue
mantenida en reposo por 30 min., luego de lo cual fue centrifugada a
12.000 g por 10 min. y separado el sobrenadante para ser utilizado en la
formacion de PA. A los controles se les adiciond una cantidad equivalente
de cloruro de amonio, continuando luego de la misma forma que en el

grupo experimental.

] Efecto de la temperatura. Los ensayos realizados para evaluar
esta variable se llevaron a cabo incubando la mezcla de SM e HAp a

temperaturas constantes, en el rango de 24-43° C.

] Efecto de agentes inhibidores-removedores de placa
bacteriana. Para evaluar el efecto de Clorhexidina (0,12% y 0,24%),
Hexetidina (0,10%), Xilitol (10%), Sorbitol (10%), Manitol (10%) y Fluoruro
de Sodio (0,10%), se incorpor6 a SM la cantidad necesaria de dichas
drogas hasta alcanzar la concentracion deseada, manteniendo luego la

mezcla a 37° C por espacio de 5 min. antes de incubarla con HAp.

a Efecto de la fuerza idnica. Después de dializar por 24 hs. la SM
contra agua deionizada, se le disolvi6 cantidades conocidas de NacCl
hasta lograr la fuerza i6nica que se deseaba obtener. Una vez que la sal
fue disuelta, la SM fue incubada con HAp. La fuerza i6nica de la SM

result6 igual a la concentracion de NaCl alcanzada.
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a Efecto del tiempo. La incubacién de HAp y SM se realizé como de

rutina por diferentes intervalos de tiempo, desde 5 a 120 min.

a Formacion de placa bacteriana. En estos ensayos se formé PA
incubando un bloque dentario con 2 mL de SM durante 90 min. a 37° C.
Finalizada la incubacion, los especimenes dentarios fueron lavados dos
veces con solucion salina e incubados en aerobiosis durante 4 dias a 37°
C con 2,0 mL de caldo dextrano que contenia 50 uL de suspension de
Streptococcus mutans cepa ATCC 25175 o de flora aerdbica total de
saliva, previa activacion de ambas microfloras mediante cultivo por cuatro
dias a 37° C en caldo cerebro corazén hasta alcanzar una absorbancia
equivalente a 1,2 x 10° UFC/mL. Completada la incubacion, los
especimenes dentarios se lavaron cinco veces mediante pases en agua
destilada durante dos segundos cada uno. La desorcion de la PA y de la
PB adherida a ella se efectué con solucion de deoxicolato 0,1%,
procediendo a la determinacion de proteinas en los eluatos segun lo
recomendado por Distler et al. (91), utilizando para ello la técnica de
Lowry et al. (92). Las operaciones de formacion, lavado y desorciéon de la
PA, para cada variable estudiada, se realizaron en idénticas formas a las

descriptas anteriormente.

2- ENSAYOS IN SITU

a Seleccion de voluntarios. Participaron cinco adultos jovenes (22-

23 afos), de uno u otro sexo (2 varones y 3 mujeres), clinicamente sanos
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y que a momento del examen odontolégico no presentaban
enfermedades o alteraciones del aparato estomatognatico. Previo a su
participacion en el estudio, los voluntarios suscribieron el correspondiente

consentimiento informado.

a Preparacién del dispositivo de adsorcién. Se disefiaron
retenedores removibles con flancos de acrilico vestibulares que permitian
la insercion de bloques de dientes (Figuras 1 y 2) y que fueron
construidos a partir de impresiones parciales de maxilar superior e inferior
de cada voluntario, de modo tal de poder realizar los ensayos en ambos
maxilares de manera simultdnea. Por su parte, los bloques de dientes

fueron obtenidos siguiendo el procedimiento descripto anteriormente.

Figura 1. Componentes del sistema de adsorcion. A) Modelo parcial en
yeso de maxilar inferior. B) Retenedor de acrilico. C) Blogue de diente.
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Figura 2 . Dispositivo de adsorcion inserto en el modelo parcial de
yeso, conteniendo el retenedor con el correspondiente bloque de
diente.

Figura 3. Dispositivo de adsorcion inserto en el maxilar inferior de un
voluntario, conteniendo el retenedor de acrilico con el correspondiente
bloque de diente.
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a Formacion de PA bajo condiciones similares a las fisiolégicas
Los bloques dentarios fueron insertados en los retenedores y estos
colocados en la cavidad bucal de los voluntarios, previa higiene mediante

cepillado (Figura 3).

En los experimentos destinados a evaluar los efectos de la mezcla de
xilitol, sorbitol y manitol sobre la formacion de PA se planificaron dos tipos
de ensayos. En el primero de ellos, luego de instalados los dispositivos de
adsorcion (retenedores con su bloque dentario) en cada hemiarcada
(superior e inferior) de los voluntarios, se les indicé la realizacion de un
enjuagatorio durante 1 minuto con una solucién conteniendo una mezcla
en partes iguales de los tres azlcares-alcoholes hasta lograr una
concentraciéon final del 10% (experimental). Al dia siguiente, los
voluntarios repitieron el ensayo, realizando el enjuagatorio con agua

destilada (control).

En la segunda experiencia, luego de la higiene bucal los voluntarios
masticaron por 60 min. una goma de mascar conteniendo la mezcla de
los tres polialcoholes al 1% (Topline®, ARCOR), recambiando el producto
por otro igual durante los siguientes 60 min. (experimental).
Transcurridas 24 hs se realizaron los controles, utilizando gomas de
mascar edulcoradas con sacarosa (Chiclets®, ADAMS), en la forma
descripta anteriormente. Para cada experiencia los blogues dentarios
fueron retirados a las 2 hs. y se continu6 con los procedimientos que se

describen luego.
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o Desorcion de la PA. Completado el periodo de formacion de la
pelicula, los retenedores fueron retirados de la boca y removidos los
bloques dentarios, los cuales fueron enjuagados en agua destilada
realizando cinco pases de 2 seg. cada uno. La PA se desorbié durante

15 min. a 37° C mediante buffer fosfato 0,2 M, pH 7,0.

a Formacion de placa bacteriana. Los bloques dentarios
conteniendo la PA fueron lavados en agua destilada e incubados en
aerobiosis durante 4 dias en caldo cerebro corazén al que se le adicion6
una suspension de Streptococcus mutans (cepa ATCC 25175) o de flora
aerObica total de saliva. Finalizada la incubacion, los bloques dentarios se
lavaron realizando cinco pases en agua durante 2 seg. cada uno y se

desorbié la PB con buffer fosfato 0,2 M, pH 7,0.

3- ANALISIS DE LOS ELUATOS:

Se realizaron determinaciones de proteinas totales (92),
glucoproteinas (93), a-amilasa (94) y acido sialico (95). En los ensayos in
vitro el contenido de proteinas fue expresado como microgramos de
proteinas totales por miligramo de HAp, el de glucoproteinas como
nanogramos de glucosa por miligramo de HAp y el de a-amilasa como
microgramos de proteina por miligramo de HAp. Por su parte, en los
ensayos in situ se utilizaron las mismas unidades para expresar la
cantidad de proteinas, glucoproteinas y o—amilasa adsorbidas por

milimetro cuadrado de diente. El contenido de acido sialico se expreso
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como nanogramos de acido sialico por milimetro cuadrado de diente. Una
unidad de a-amilasa corresponde a la cantidad de enzima que libera un
micromol de maltosa por minuto, bajo las condiciones de ensayo. A partir
de la actividad amilasica expresada en unidades de acuerdo a la actividad
especifica de la enzima salival purificada (1000 unidades por miligramo
de proteinas) (96), se expresO la cantidad de amilasa adsorbida en
microgramos de enzima por miligramo de HAp. La cantidad de PB se
expresa como nhanogramos de proteinas por milimetro cuadrado de

superficie dentaria.

La especificidad de la técnica directa de cuantificacion de
glucoproteinas fue evaluada comparandola con las técnicas de
aislamiento previo de dichos compuestos mediante distintos
procedimientos: precipitaciéon con acido tricloroacético al 10%, etanol al
95% y acido perclorico 0,75 M. Basicamente, estas técnicas produjeron
los mismos resultados que los obtenidos con la técnica directa, razon por

la cual esta ultima fue utilizada rutinariamente.

Para conocer el perfil proteico de los eluatos se realizé
fraccionamiento electroforético segin técnica en capa delgada SDS-
PAGE (97), usando geles de poliacrilamida al 12,5% y efectuando la
corrida a 200 V durante 50 min. en un aparato MINI PROTEAN Il de BIO
RAD. Después de la separacidon electroforética, las proteinas fueron
localizadas sumergiendo los geles durante 2 hs. en solucion de azul
brillante de Coomassie R 250 al 0,1% disuelto en una mezcla de agua-

metanol-acido acético (5:5:2). Para la decoloracion de los geles se
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efectuaron lavados con una solucion de acido acético al 7,5% y etanol al
10%. La cuantificacién de las fracciones proteicas se efectu6 digitalizando
los geles y determinando la intensidad de cada banda mediante la
utilizacion de un programa de analisis y tratamiento de imagenes (Image

ProPlus 4,0 Media Cybernetics).

Estudio del mecanismo de accion del Xilitol y demas polialcoholes.

A los efectos de lograr una aproximacion respecto al mecanismo de
accion de Xilitol (Xil) y demas congéneres ensayados, se realizaron
inicialmente dos tipos de ensayos: el primero dirigido a estudiar la posible
accion de estos compuestos sobre el adsorbente y el restante para
analizar la accion sobre la estabilidad de la PA ya formada. El primer tipo
de ensayo se llevé a cabo tratando la HAp con la solucion del polialcohol
al 10% durante 30 min. antes de producir la incubacién con SM. En el
segundo, la PA ya formada incubando HAp y SM en las condiciones de

rutina fue lavada con soluciéon de Xil 10%.

Por otra parte, se estudiaron los espectros de absorcion ultravioleta e

infrarrojo de una solucion de Xil al 10% sola y en presencia de Ca 3 mM.

Analisis estadistico.

Los datos fueron resumidos utilizando medidas de tendencia central
(media aritmética) y de dispersion (desviacion estandar). Para establecer

la existencia de diferencias o asociaciones estadisticamente significativas,
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los datos fueron evaluados mediante andlisis de varianza (ANOVA) y la
pruebat de Gosset-Student para datos apareados, utilizando el programa

estadistico SPSS 8.

La fuerza de asociacion entre variables se estimé por medio del
analisis de regresion lineal simple, calculando en cada caso el coeficiente
de correlacion de Pearson (r). El limite de significacion para establecer
diferencias o asociaciones con significacion estadistica fue fijado en el

valor p = 0,05 (98).
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V. RESULTADOS

1- ESTUDIOS IN VITRO:

] Efecto de la disponibilidad de proteinas. Los datos de la Tabla 1
indican que la cantidad de proteinas retenidas por la HAp, lo cual equivale
a cantidad de PA artificial formada, aumentdé en forma proporcional al

incremento en la oferta de proteinas salivales.

TABLA 1. EFECTO DE LA DISPONIBILIDAD DE PROTEINAS SOBRE
LA FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA (media aritmética + una
desviacién estandar; n = 5).

Proteinas Incubadas (mg) Proteinas en PA (ng/mg HAp)
0,5 1,21+ 0,12
1,0 2,45+ 0,15
1,5 3,64+ 0,18
2,0 497 + 0,21
25 6,12 + 0,13
5.0 8,82+ 0,22

(r = 0,941: p < 0,0001)

Tesis Doctoral 38



Resultados Catalina Francia

La representacién grafica de la fraccion de proteinas adsorbidas por
unidad de masa del adsorbente en funciébn de la concentracion de
proteinas corresponde a una curva de tipo exponencial (Figura 4).
La primera parte de la curva evidencia una relacion lineal entre la
cantidad de proteinas incubadas y la cantidad de PA resultante. En su
parte final, la linealidad tiende a desaparecer a medida que la

disponibilidad de proteinas se hace muy alta.

FIGURA 4. CANTIDAD DE PROTEINAS DE LA PELICULA ADQUIRIDA
FORMADA IN VITRO POR UNIDAD DE MASA DEL ADSORBENTE, EN
FUNCION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS SALIVALES
(n=5).
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La derivacion logaritmica de la curva anterior da como resultado una recta

casi perfecta (Figura 5 ).

FIGURA 5. REPRESENTACION LOGARITMICA DE LA
CONCENTRACION DE PROTEINAS DE LA PELICULA ADQUIRIDA
FORMADA IN VITRO POR UNIDAD DE MASA DEL ADSORBENTE, EN
FUNCION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS SALIVALES.

CONCENTRACION DE PROTEINAS ELUIDAS
(logpg / mg HAp)
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Los datos precedentes y sus correspondientes representaciones graficas,
sugieren que la retencidn de proteinas a la HAp y por lo tanto la formacién
de PA se ajustan adecuadamente a la isoterma de adsorcion de
Langmuir, representando un fenémeno superficial en el que intervienen

fundamentalmente fuerzas de adsorcion.
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La incorporacion de proteinas del Suero Sanguineo Humano ( SSH ) a

la SM produjo un aumento del contenido proteico de los eluatos bastante

proporcional a la oferta de proteinas en la mezcla de incubacion, aunque

a concentraciones altas se evidencié pérdida de la linearidad (Tabla 2 ).

TABLA 2. FORMACION DE PI’ELI'CULA’ ADQUIRIDA IN VITRO SEGUN
DISPONIBILIDAD DE PROTEINAS SERICAS Y SALIVALES (media
aritmética + una desviaciéon estandar; n = 5).

Proteinas Incubadas (mg) Proteinas en PA (ug/mg HAp)
2,5% 6,01 +0,14
3,0 7,45 + 0,23
35 8,22 +0,17
4,5 10,11 + 0,25
6,5 13,43 + 0,22

(r=0,938: p<0,0002)

* Corresponde a SM sola, sin agregado de SSH, mientras que los demas
grupos corresponden a SM a la que se adicion6 diferentes cantidades de

SSH.
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Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio
(SDS-PAGE), las proteinas de SM, las del sobrenadante de incubacién
con HAp y las del eluato se separan en tres grupos de bandas a las que
segun su movilidad denominamos R, M y L (movilidad rapida, media y
lenta, respectivamente). El peso molecular de estas fracciones es de
aproximadamente 29-31 kD para las bandas de movilidad rapida, 40-46

kD para las de movilidad mediay 55-80 KD para las lentas (Figura 6 ).

FIGURA 6. TRAZADO ELECTROFORETICO DE PROTEINAS DE LA
SALIVA TOTAL, SOBRENADANTE DE INCUBACION Y ELUATO
(PELICULA ADQUIRIDA).
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La cantidad relativa de las fracciones proteicas que integran los
eluatos difiere francamente de los de saliva total y sobrenadante de
incubacion (Tabla 3). Estos resultados son concordantes con los
antecedentes tedricos de la formacién de la PA, ya que solamente una

fraccion de las proteinas salivales logra adsorberse a la HAp.

TABLA 3. ANALISIS DE LAS IMAGENES OBTENIDAS DE LAS
PROTEINAS DE SALIVA TOTAL, SOBRENADANTE DE INCUBACION
Y ELUATO SEPARADAS MEDIANTE ELECTROFORESIS (media
aritmética, en porcentaje; n = 5).

Peso Molecular Saliva Total | Sobrenadante Eluato

Bandas de movilidad LENTA

55-80 kD 68,1 66,6 59,7
Bandas de movilidad MEDIA

40-46 kD 20,2 20,0 12,6
Bandas de movilidad RAPIDA 117 13.4 277

29-31 kD
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La incorporacion de suero sanguineo humano (SSH) a la SM (SM +
SSH) produjo un cambio cuali-cuantitativo en el perfil de las proteinas
adsorbidas. En el trazado electroforético aparecieron nuevas fracciones
proteicas provenientes del SSH, algunas de las cuales tenian una
velocidad de migracion igual o semejante a la de las especies propias de

la PA formada a partir de la SM (Figura 7).

FIGURA 7. TRAZADO ELECTROFORETICO DE LAS PROTEINAS DE
LA PELICULA ADQUIRIDA FORMADA IN VITRO CON SALIVA MIXTA
(SM) Y SALIVA MAS SUERO SANGUINEO HUMANO [SM + SSH].

SM s/SSH SM + SSH SM + SSH SM + SSH SM + SSH
0,5 mg/mL 1,0 mg/mL 2,0 mg/mL 4,0 mg/mL

e
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o Efecto del pH. La formacion de PA resultd dependiente del pH
(Tabla 4 ). La maxima retencion de proteinas y glucoproteinas se observé
a pH 6,0 ,un valor muy proximo al necesario para que comience la

disolucién de la HAp. (pH critico de HAp= 5,5).

TABLA 4. FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA ARTIFICIAL,
SEGUN pH DE LA SALIVA. (media aritmética + una desviacion
estandar; n = 5).

pH salival Proteinas (ug/mg HAp) | Glucoproteinas (ng/mg HAp)
6,0 6,93 + 0,16 9447 + 41
6,4 * 6,03 + 0,09 909,3 + 27
6.8 5,60 + 0,11 864,6 + 33
7,2 5,01 + 0,08 777,4+45
7,6 4,28 + 0,10 689,0 + 29

* Corresponde al pH de la SM original
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a Efecto de la temperatura. En el rango estudiado (24°C a 43°C),
la temperatura de incubacion influy6 sobre la formacién de PA,
observandose una reduccion en la cantidad de proteinas adsorbidas a la
HAp a medida que la temperatura se incrementaba, la cual alcanzé
significacion estadistica (p<0,05) a partir de 38°C. La adsorcion de
proteinas fue maxima a 24°C, mientras que la retencién de glucoproteinas

resulté mayor a la temperatura de 34°C (Tabla5).

TABLA 5. FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA ARTIFICIAL,
SEGUN TEMPERATURA DE INCUBACION (media aritmética + una
desviacion estandar; n = 5).

Temperatura Proteinas Glucoproteinas
¢ C) (ng/mg HAP) (ng/mg HAp)
24 6,56 + 0,14 789,2 + 40
28 6,41 +0,12 863,3 + 31
34 6,27 + 0,07 955,0+ 24
38 6,05+ 0,10 901,7 + 37
43 5,70 + 0,08 702,8 + 26
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a Efecto del tiempo de incubacion. Como muestra la Figura 8, la
cantidad de proteinas adsorbidas en funcién del tiempo estuvo
moderadamente influenciada por el tiempo de incubacion. A los 5 min.
estaba fijada a la HAp alrededor del 90% de la cantidad maxima de
proteinas que pueden ser retenidas por el adsorbente, fendbmeno que
ocurrié a los 30 min. de iniciado el ensayo. Las diferencias en la adsorcion
de proteinas en los distintos tiempos no alcanzaron significacion

estadistica.

FIGURA 8. CANTIDAD DE PROTEINAS POR UNIDAD DE MASA DEL
ADSORBENTE DE LA PELICULA ADQUIRIDA FORMADA IN VITRO,
EN FUNCION DEL TIEMPO DE INCUBACION (media aritmética; n = 5).
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a Efecto del agregado-sustraccion de iones. La adicion de calcio
i6nico, no asi de iones magnesio 6 cobre, incrementd la adsorcion de
proteinas, glucoproteinas y o-amilasa a la HAp. Los iones fosfato
produjeron un efecto contrario sobre la adsorcion de proteinas, sin afectar

significativamente la retencion de glucoproteinas y a-amilasa (Tabla 6).

TABLA 6. FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA ARTIFICIAL,
SEGUN CONCENTRACION DE IONES SELECCIONADOS (media

aritmética + una desviacion estandar; n = 5).

_ Proteinas Glucoproteinas o-Amilasa
Tratamiento
(ng/mg HAp) (ng/mg HAp) (g /mg HAp)
SM control* 6,20 + 0,13 918,4 + 50 1,024 + 0,016

SM + Ca™ 6 mM

10,27 + 0,21**

1,027,7 + 42%**

1,133 + 0,027***

SM + Mg** 0,4 mM 6,11+ 0,17 901,2 + 33 1,016 + 0,022
SM+ Cu*™" 8 uM 6,24 + 0,12 916,6 + 29 1,037 + 0,014
SM + Fosfato 12 mM| 5,18 + 0,08** 904,5 + 36 0,934 + 0,030

*Corresponde a SM sola, sin el agregado de iones. Los restantes grupos

corresponden a SM con el agregado del i6n seleccionado.

** p <0,0001
**x < 0,01
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La incorporacion al sistema de ensayo de cantidades crecientes de
calcio i6nico hasta alcanzar una concentracion final de 3 a 12 M
incrementé en forma proporcional la retencion de proteinas,

glucoproteinas y a-amilasa. (Tabla 7).

TABLA 7. FQRMACION DE PELI'CULA ADQUIRIDA SEGUN
CONCENTRACION DE CALCIO IONICO AGREGADO AL SISTEMA
(media aritmética + una desviacion estandar; n = 5).

_ Proteinas** [ Glucoproteinas*** | oa-Amilasa****
Tratamiento

(ng/mg HAp) (ng/mg HAp) (ug /mg HAp)

SM control* 6,16 + 0,06 899,8 + 24 1,044 + 0,027

SM Ca™" 3 mM 8,02 + 0,22 9459 + 31 1,141 + 0,019

SM Ca™*6mM | 10,04 +0,18 1,018,5 + 20 1,266 + 0,030

SM Ca™"12mM | 16,12 + 0,27 1,862,2 + 39 1,707 + 0,020

*Corresponde a SM sola, sin el agregado de iones calcio. Los restantes
grupos corresponden a SM con el agregado de diferentes cantidades
de calcio ionico.

* r=0,888; p<0,005.
*»** r=0,811;p<0,02.
*¥*xx r=0,77 ; p <0,02.
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Por el contrario, la eliminacion de iones calcio de la SM mediante la
adicion de oxalato de amonio hasta alcanzar una concentracion
aproximadamente equivalente a la del catién (3 mM), redujo de manera
o-amilasa (75%) vy

importante la retencion de proteinas (85%),

glucoproteinas (20% ) por parte de la HAp (Tabla 8).

TABLA 8. EFECTO D!E LA SUSTRACCI()N DE CALCIO IONICO
SOBRE LA FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA ARTIFICIAL
(media aritmética + una desviacion estandar; n = 5).

Tratamiento

Proteinas

(ng/mg HAp)

Glucoproteinas

(ng/mg HAp)

a-Amilasa

(ng /mg HAp)

Control* 6.30 + 0,17 907,0 + 27 1,019 + 0,022
SM+Oxalato 0,94 +022% | 7216 +23%* | 0,256+ 0,018+
de amonio

* Corresponde a SM original, sin el agregado de oxalato de amonio.
La restante muestra corresponde a SM original con el agregado de

oxalato de amonio.

**

p < 0,0001

*** n<0,01
xkx < 0,0002

Una reduccion de similar magnitud se logré tratando la SM con oxalato

de amonio 2% previa a la incubacion con HAp (datos no tabulados).
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La adicién de buffer de fosfatos (pH 7,0) al sistema antes de producir
la incubacién redujo significativamente la retencion de proteinas por parte
de la HAp. En el rango ensayado (5-100 mM), la reduccion en la
formacién de PA resulté casi proporcional a la concentracion de fosfato

(Figura 9).

FIGURA 9. EFECTO DEL AGREGADO DE FOSFATO pH 7,0 SOBRE
LA FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA ARTIFICIAL (en
porcentaje; n = 5).
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o Efecto de la fuerza i6nica. La fuerza ionica de la SM tuvo muy
poca influencia en la generacion de PA artificial. La saliva deionizada
produjo alrededor del 92% de la méxima cantidad de PA formada, lo cual
ocurri6 a la concentracion de 0,145 M de NaCl. Al aumentar la
concentracion salina se observd una tendencia decreciente en la

produccion del integumento. (Figura 10).

FIGURA 10. EFECTO DE LA FUERZA IONICA DEL SISTEMA SOBRE
LA FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA ARTIFICIAL (media
aritmética; n = 5)
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] Efecto del agregado de inhibidores—removedores de placa

bacteriana. La incorporacion de sustancias inhibidoras-removedoras de
placa bacteriana al sistema de incubacion hasta alcanzar concentraciones
finales equivalentes a las empleadas con fines preventivos o terapéuticos
produjo dispares resultados. Mientras que clorhexidina (CLX) 0,12% vy

0,24%; NaF 0,10% y hexetidina (HEX) 0,10% no afectaron la formacion
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de PA, xilitol (XIL) 10% sélo o asociado a NaF 0,10% redujo la formacion

de PA. Estos efectos fueron mas intensos respecto a la adsorcion de

glucoproteinas (Tabla 9).

TABLA 9. EFECTO DE INHIBIDORES-REMOVEDORES DE PLACA
BACTERIANA SOBRE LA FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA
ARTIFICIAL (media aritmética + una desviacion estandar; n = 5).

Tratamiento

Proteinas

(ng/mg HAp)

Glucoproteinas
(ng/mg HAp)

a-Amilasa

(ng /mg HAp)

Control* 6,20 + 0,11 9240 +20 | 1,037 +0,022

CLX 0,12% 6,23 + 0,15 9169 +18 | 1,050+ 0,016
CLX 0,24% 6,18 + 0,09 909,7 +22 | 1,026 + 0,028
CLX Oéfg/g’[ NaF 1 619+0,16 9113+10 | 1,021+0,031
NaF 0,10% 6,10 + 0,18 921,6 +24 | 1,039+ 0,024

HEX 0,10% 6,26 + 0,13 0244 +25 | 1,041+0,028
XIL 10% 403+0,18% | 6313+16* | 0,666+ 0,029%
XIL10% + NaF | 5 6040,13% | 606,1+20% | 0,622+ 0,025

0,10%

* Corresponde a SM original sin el agregado de Inhibidores-removedores

de placa

** n < 0,001
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La incorporacion al sistema de ensayo de sorbitol o manitol, produjo
una reduccion similar a la ocasionada por xilitol en la retencion de

proteinas, glucoproteinas y a-amilasa (Tabla 10).

TABLA 10. EFECTO DE XIL[TOL Y OTROS POLIALCOHOLES SOBRE
LA FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA ARTIFICIAL (media
aritmética + una desviacion estandar; n = 5).

Tratamiento

Proteinas

(ng/mg HAp)

Glucoproteinas

(ng/mg HAp)

a-Amilasa

(ng /mg HAp)

Control* 6,06 + 0,13 910,6 + 25 1,044 + 0,020
Xilitol 10% 4,24 + 0,10* 639,2 + 18** 0,651 + 0,026**
Sorbitol 10% | 4,17 + 0,18** 632,1 + 27** 0,622 + 0,031**
Manitol 10% | 4,06 + 0,11 ** 628,5 + 23 ** 0,616 +0,029 **

* Corresponde a la saliva mixta original, sin agregado de polialcoholes.

** p < 0,005

La reduccion en la formacion de pelicula adquirida provocada por
xilitol, sorbitol y manitol resulté proporcional a la concentracion final del
polialcohol en el sistema de incubacién, tanto para proteinas como
glucoproteinas y a-amilasa. En la Tabla 11 se presentan los resultados

obtenidos con xilitol.
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TABLA 11. EFECTO DEL XILITOL A DIFERENTES
CONCENTRACIONES SOBRE LA FORMACION DE PELICULA

ADQUIRIDA ARTIFICIAL (media aritmética + wuna desviacion
estandar; n = 5).

. Proteinas Glucoproteinas a-Amilasa
Tratamiento

(ng/mg HAp) (ng/mg HAp) (ng /mg HAp)
Control* 6,20 + 0,17 928,1 + 28 1,072 + 0,033
XIL 1% 594 +0,11 898,6 + 21 1,017 + 0,017
XIL 2% 5,49 + 0,15 841,7 +19 0,936 + 0,041
XIL 5% 525+0,14 757,3 + 34 0,818 + 0,022
XIL 10% 4,31 +0,10 643,9 + 20 0,658 + 0,029

*Corresponde a la saliva mixta original, sin el agregado de xilitol.

r=0,92;p<0,0002

El fraccionamiento electroforético en capa delgada de poliacrilamida
mostré que las fracciones proteicas de la PA que disminuyeron en mayor
grado por el agregado de XIL fueron las de migracién rapida (Figura 11),
cuya proporcion se redujo mas de 10 veces respecto al control cuando la

concentracién de XIL alcanzé el 10% (Tabla 12 ).
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FIGURA 11. FRACCIONAMIENTO ELECTROFORETICO DE
PROTEINAS DE LA PELICULA ADQUIRIDA ARTIFICIAL, FORMADA
EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE XILITOL 10%.

CONTROL XILITOL 10%

El volumen de siembra de cada
uno de los eluatos de pelicula

adquirida fue de 80 microlitros.

FMI
La migracion electroforética se
realiz6 hasta que el frente de
colorante marcador (azul de

FMI bromofenol) llegd hasta 1cm del
extremo anddico del gel

FMR

EXTREMO ANODICO

FML = Fracciones de Migracion Lenta.

FMI = Fracciones de Migracion Intermedia.

FMR = Fracciones de Migracion Rapida.
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TABLA 12. FRACCIONES PROTEICAS DE LA PELICULA ADQUIRIDA
ARTIFICIAL, FORMADA EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE XILITOL
(media aritmética del porcentaje + una desviacion estandar; n = 5).

Migracion Migracion Migracion
Fracciones
Lenta Intermedia Répida

Control * 61,2+24 11,1+1,7 27,8+ 29
XIL 1% 61,9+1,8 11,3+0,9 26,8 +1,7
XIL 2% 63,9+2,2 12,1+15 24,0+1,2
XIL 5% 67,2+ 2,7 151+1,1 17,7+1,7
XIL 10% 709+20 27,0+2,3 21+1,0

*Corresponde a la saliva mixta original, sin el agregado de Xilitol.

La combinacion de Xil 10% con NaF ( 0,02%, 0,05% y 0,10% ) y con
fosfatos ( 25mM y 50 mM ) produjo una mayor reduccion en la formacién
de PA que cuando el polialcohol fue utilizado solo. El agregado de calcio
i6nico al sistema (3; 6 y 12 mM) anulé en parte el efecto reductor

producido por XIL 10 % (Tabla 13).
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TABLA 13. EFECTO DEL XILITOL COMBINADO CON IONES
FLUORURO, FOSFATO O CALCIO, SOBRE LA FORMACION DE
PELICULA ADQUIRIDA (media aritmética + una desviacion
estandar; n =5).

Tratamiento Proteinas (ng/mg HAp) Porcenta.je de
reduccion

Control * 6,22 + 0,11 0,0

XIL 10% 4,02 +0,22 35,5

XIL 10% + F 0,02% 2,95+0,18 52,6
XIL 10% + F 0,05% 2,62 + 0,20 57,9
XIL10% + F 0,1% 2,40+0,14 61,4
XIL 10% + Fosfato 25mM 3,25+0,16 47,7
XIL 10% + Fosfato 50mM 2,52 +0,17 59,5
XIL 10% + Calcio 3mM 6,25+ 0,18 +0,5
XIL 10% + Calcio 6mM 7,28 + 0,26 +17,0
XIL 10% + Calcio 12mM 9,57 + 0,30 +53,9

*Corresponde a saliva mixta, sin agregado de xilitol ni de iones.
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A diferencia de lo que ocurre con los polialcoholes, la incorporacion de
monosacaridos (glucosa, galactosa y fructosa) o disacéridos (sacarosa,
lactosa y maltosa) no modifica significativamente la formacion de PA
artificial, si bien en el caso de los monosacaridos ensayados se observa
una cierta tendencia a producir una reduccién en la adsorcion de
proteinas, glucoproteinas y a-amilasa a la HAp respecto al control (Tabla
14).

TABLA 14 . EFECTO DE MONOSACARIDQS Y DISACARIDOS
SELECCIONADOS SOBRE LA FORMACION DE PELICULA

ADQUIRIDA ARTIFICIAL (media aritmética + wuna desviacion
estandar; n = 5).

. Proteinas Glucoproteinas a-Amilasa

(ng/mg HAp) (ng/mg HAp) (ug /mg HAp)

Control* 6,11 + 0,15 920,4 + 22 1,066 + 0,021
Glucosa 5,74 + 0,17 876,7 + 18 1,001 + 0,013
Galactosa 5,65+ 0,14 853,1 +21 1,003 + 0,025
Fructosa 5,77+ 0,18 866,4 + 25 1,010 + 0,029
Sacarosa 6,02 + 0,12 930,0 + 18 1,077 + 0,031
Lactosa 6,25+ 0,16 933,4 + 23 1,060 + 0,021
Maltosa 6,29 + 0,13 926,7 + 16 1,071 + 0,018

*Corresponde a la saliva mixta original, sin agregado de azUcares.
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a Formacion de placa bacteriana. Como muestra la Tabla 15, la
produccién de PA formada in vitro sobre blogues (especimenes) dentarios
y su posterior colonizacion por Streptococcus mutans (St M) o flora
aeroObica total de saliva (FATS) se redujo de manera significativa cuando
dicho integumento fue generado a partir de un sistema que contenia Xil

10%.

TABLA 15. EFECTO DEL XILITOL SOBRE LA FORMACION DE
PLACA BACTERIANA A PARTIR DE PELICULA ADQUIRIDA
ARTIFICIAL, EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA DE XILITOL (media
aritmética * una desviacién estandar; n = 5).

ng de proteina/mm? de diente

Tratamiento Pelicula Adquirida | Placa Bacteriana
PA Control* + St M 6 FATS 387,5+28 992,6 + 29
PA Xil10% + St M 245,2 + 16** 612,1 + 37**
PA XIL 10% + FATS 2419 + 19** 630,3 + 30**

*Corresponde a la pelicula adquirida formada con saliva mixta original, sin
el agregado de xilitol.

** 1) < 0,002
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Por cuanto los resultados sobre formacion de PB se expresaron como
cantidad de proteinas por mmz de diente, conforme a lo recomendado por
Distler et al (103), se realizaron ensayos a los fines de comprobar la
existencia de correlacién entre el contenido de dichas macromoléculas y
la cantidad de gérmenes presentes en el integumento. A esos fines,
preparaciones con diferentes cantidades de gérmenes (UFC/mL)
provenientes de cultivos de flora aerdbica total de saliva fueron
analizadas en su contenido proteico. Los datos de la Figura 12 muestran
una correlacion estrictamente proporcional (r = 0,94; p = 0,0001) entre

ambas variables.

FIGURA 12. COR}RELACIC’)N ENTRE CONTENIDO DE PROTEINAS Y
CANTIDAD DE GERMENES (media aritmética; n = 5).

4000 -
3500 4
= 4
53000-

g 2500 4
=

R

g 2000 4

o $H¥—~———rTT

0 4 8 2 16 20 24
CANTIDAD DE GERMENES x 10™ (UFC/mL)

Tesis Doctoral 61



Resultados Catalina Francia

2- ESTUDIOS IN SITU.

a Formacion de pelicula adquirida. Se realizaron dos tipos de
ensayos, segun que los voluntarios hubieran recibido tratamiento
mediante enjuagatorios bucales o consumo de gomas de mascar. La
aplicacion de un enjuagatorio bucal durante 1 min. de una solucion al
10% de la mezcla en partes iguales de xilitol, sorbitol y manitol no
modificé significativamente (p > 0,05) el contenido de proteinas,
glucoproteinas, a-amilasay acido sialico de la PA formada en condiciones
similares a las fisiolégicas, respecto a los controles que realizaron el
enjuague bucal con agua (Tabla 16).

TABLA 16. FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA DESPUES DE LA
APLICACION DE ENJUAGATORIOS BUCALES QUE CONTENIAN

UNA MEZCLA DE XILITOL, SORBITOL Y MANITOL (media aritmética
+ una desviacion estandar; n =5) .

Maxilar superior Control Experimental
Proteinas (ng/mm?) 310,6 + 18,0 301,2+13,0
Glucoproteinas (ng/mm?) 40,3+ 6,0 379+ 4,0
a-Amilasa (ug /mm?) 32+0,2 3,4+ 0,3
Acido Sialico (ng/mm?) 9,6 +0,5 9,9+ 0,6
Maxilar inferior Control Experimental
Proteinas (ng/mm?) 298,8 + 12,0 307,5 + 15,0
Glucoproteinas (ng/mm?) 38,8+4,0 38,1+ 3,0
a-Amilasa (ug /mm?) 34+0,1 32+ 02
Acido Sialico (ng/mm?) 9,8 + 0,45 9,6+ 05
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Por el contrario, el consumo de gomas de mascar (1/hora) elaboradas
en base a una mezcla de los tres polialcoholes ocasiond una reduccion
promedio del orden del 30% en la cantidad de las especies quimicas
analizadas que se encontraban retenidas en el maxilar superior, y del
40% en las que estuvieron soportadas en el maxilar inferior (Tabla 17).
TABLA 17. FORMACION DE PELICULA ADQUIRIDA DESPUES DEL
CONSUMO DE GOMAS DE MASCAR QUE CONTENIAN UNA MEZCLA

DE XILITOL, SORBITOL Y MANITOL (media aritmética = una
desviacion estandar; n = 5).

Maxilar superior Control Experimental

Proteinas (ng/mm?) 323,8+10,0 242,1 + 15,0*
Glucoproteinas (ng/mm?) 41,4 + 3,0 27,7 + 3,0
a-Amilasa (ug /mm?) 31+ 03 2,1+0,2*
Acido Sialico (ng/mm?) 95+ 0,7 7,0 + 0,5

Maxilar inferior Control Experimental

Proteinas (ng/mm?) 308,8 + 14,0 220,0 + 11,0*
Glucoproteinas (ng/mm?) 41,7 + 4,0 25,6 + 2,0*
a-Amilasa (ug /mm?) 33+ 0,2 2,0 + 0,4*
Acido Sialico (ng/mm?) 9,0+ 0,4 6,2 + 0,3*

*p <0,001

Para explicar el dispar comportamiento de los polialcoholes aplicados
como enjuagatorios 0 gomas de mascar se realizaron ensayos para
medir la velocidad de depuracion bucal de estos compuestos segun

estuvieran contenidos en uno u otro producto. Con ese proposito fueron
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efectuadas mediciones secuenciales de la mezcla de polialcoholes
contenidos en saliva después de cada tratamiento. Como muestra la
Figura 13, en raz6n de su baja sustantividad los polialcoholes aplicados
en forma de enjuagatorios se depuran muy rapidamente de la cavidad
bucal, alcanzando una concentracion salival cercana al 2% a los 5
minutos siguientes a la realizacion del enjuague, mientras que cuando se
emplearon como gomas de mascar su concentracion en ese tiempo
supero el 5%.

FIGURA 13. VELOCIDAD DE DEPURACION BUCAL DE LA MEZCLA
DE XILITOL, SORBITOL Y MANITOL (*) APLICADA EN FORMA DE

ENJUAGATORIOS O DE GOMAS DE MASCAR (media aritmética: n =
5).

Curva de depuracion de polialcoholes

(*) El contenido de polialcoholes salivales después de la aplicacion de
cada tratamiento fue determinado mediante la reaccion de la antrona,
previa separacion de las glucoproteinas de la saliva con &cido
tricloroacético al 10%.
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a Formacion de placa bacteriana. La cantidad de PB formada a
partir de PA resultd6 muy similar (p > 0,05) ya sea cuando los
enjuagatorios se realizaron con agua o con la solucién mezcla de los tres
polialcoholes, en tanto que el tratamiento con gomas de mascar
edulcoradas con dichos compuestos produjo una reduccién del orden del

30% en ambos maxilares. (Tabla 18 ).

TABLA 18. FORMACION DE PLACA BACTERIANA A PARTIR DE
PELICULA ADQUIRIDA OBTENIDA EN PRESENCIA DE
POLIALCOHOLES APLICADOS COMO ENJUAGATORIOS Y GOMAS
DE MASCAR (media aritmética + una desviaciéon estandar; n = 5).

(hanogramos proteinas/ mm?)

| Maxilar superior | 897 + 26 | 886 + 31

Maxilar inferior | 872 +19 868 + 26

Maxilar superior 902 + 33 620 + 20*
Maxilar inferior 878 + 21 602 + 29*
*p < 0,002
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o Estudio del mecanismo de accién del Xilitol y demas

polialcoholes.

La Tabla 19 muestra que el tratamiento previo de la HAp con solucién
de Xil 10% no modificé en forma estadisticamente significativa la
cantidad retenida por el adsorbente de ninguna de las especies quimicas
ensayadas. De igual modo, tampoco se produjeron cambios significativos
(p > 0,05) en la cantidad de proteinas, glucoproteinas y a-amilasa luego

de lavar la PA artificial con la solucién del polialcohol.

TABLA 19. EFECTO DEL XILITOL SOBRE LA CAPACIDAD
ADSORTIVA DE LA HIDROXIAPATITA Y SOBRE LA ESTABILIDAD
DE LA PELICULA ADQUIRIDA ARTIFICIAL (media aritmética + una
desviacion estandar; n = 5).

Proteinas Glucoproteinas a-Amilasa

(ng/mg HAp) (ng/mg HAp) (ug /mg HAp)

Tratamiento

HAp lavada con

6.23 + 0,13 917,1 + 19 0,961 + 0,017
agua(control)
HAp lavada con
N 6.29 + 0,18 927.6 + 15 0,966 + 0,029
PA lavadacon | g9, g 909,4 + 16 0,945 + 0,024
agua (control)
PAlavadacon | g5, 414 888,2 + 20 0,922 + 0,015

XIL% 10%
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El agregado de Xil no modifica el espectro de absorcion UV de la SM,
lo cual podria indicar que el efecto del polialcohol no ocurre como
consecuencia de una interaccion con las proteinas del fluido salival (datos
no presentados). La Figura 14 reproduce el espectro de absorcién IR de
Xil, al estado puro (A) y en presencia de iones calcio (B). Las bandas de
absorcion del Xil puro, localizadas en la zona de 3200-3600 nm, se
desplazan hacia la zona de 2500-3200 nm cuando dicho compuesto se

mezcla con iones calcio (B).

FIGURA 14. ESPECTRO DE ABSORCION INFRARROJO DE XILITOL,
SOLO (A) Y EN PRESENCIA DE IONES CALCIO (B).

A

Tesis Doctoral 67



Resultados Catalina Francia

Tesis Doctoral 68



Discusion Catalina Francia

VI. DISCUSION

Se acepta en la actualidad que la formacion de la pelicula adquirida
corresponde a un fendmeno de retencidn sobre los elementos dentarios
de las proteinas y glucoproteinas provenientes de la saliva, del plasma
sanguineo, del liquido crevicular y de microorganismos bucales, donde la
contribucion cuantitativa es dependiente de la afinidad de cada una de
esas macromoléculas por la HAp y de la disponibilidad de los sitios de
adsorcion en la superficie cristalina (99). Asi es como las mucinas de alto
peso molecular, que presentan mayor afinidad por la HAp que sus
congéneres mas livianos, forman parte de la PA en buena proporcion,
mientras que estos Ultimos estan presentes solo en forma de vestigios
(100).

Nuestros resultados son concordantes con esos antecedentes. Desde
gue las proteinas procedentes de la saliva deben competir por los
limitados sitios de unién existentes en la superficie de la HAp, su
incorporacion a la PA esta condicionada por la relacion entre la oferta de
dichas macromoléculas y la superficie de adsorcion disponible. Los datos
de la Tabla 1 indican que cuando la oferta de proteinas es relativamente
baja, la adsorcion aumenta proporcionalmente a medida que crece la
disponibilidad de moléculas del adsorbato, pero esa relacién lineal tiende
a perderse cuando la cantidad de proteinas presentes en el sistema se
hace demasiado grande y en consecuencia se llega a la saturacion del
adsorbente. La representacion grafica de la fraccion de proteinas

retenidas por unidad de masa de adsorbente en funcion de la
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concentracion de proteinas salivales produjo una curva de tipo
exponencial (Figura 4), que responde a la ecuacion:
x/m =k [P]"
donde:
x /m = ug proteinas adsorbidas /mg HAp
k = constante.
[P] = concentracion de proteinas salivales.

n = valor comprendido entre O y 1.

En su primera parte, la curva evidencia una relaciéon lineal entre la
cantidad de proteinas incubadas y la cantidad de PA resultante, mientras
gue en su parte final esta tendencia tiende a desaparecer a medida que la
oferta de proteinas se hace muy alta. Por su parte, la derivacion
logaritmica de la curva anterior dio origen a una recta (Figura 5) que se

ajusta a la siguiente ecuacion:
log x/m =1log k + 1/n log [P]

Ambas representaciones graficas se ajustan adecuadamente a lo
previsto en la isoterma de Langmuir, avalando el concepto que la
retencidn de proteinas salivales por la HAp, y por lo tanto la formacién de
PA, representa un fendmeno superficial en el que intervienen
fundamentalmente fuerzas de adsorcion.

A igual conclusién permite arribar el experimento donde se incubo
HAp y una mezcla de SM y suero sanguineo humano (SSH). La

incorporacion de proteinas provistas por SSH a la SM produjo un
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aumento del contenido proteico de los eluatos bastante proporcional a la
oferta de proteinas en la mezcla de incubacion, aunque a
concentraciones altas se evidencio una pérdida de la linearidad (Tabla 2).

La produccion de PA es un fendbmeno muy complejo, que ocurre de
manera selectiva y en forma muy rapida. Si el fendmeno de adsorcién no
fuera de naturaleza selectiva, seria de esperar que los eluatos de PA
mostraran la misma composicion que la saliva total. Sin embargo, como lo
muestra la Figura 6, las fracciones proteicas comprendidas en el grupo de
proteinas de movilidad electroforética lenta (fraccion L) y que representan
especies quimicas de alto peso molecular, son las que predominan en los
eluatos de PA (59,7%), (Tabla 3). Estos resultados son concordantes con
los datos aportados por Vassilakos et al (40) respecto a la formacion del
integumento in vivo, segun los cuales parte de las proteinas contenidas en
la saliva total, en especial las fracciones de alto peso molecular, pasan a
integrar la PA.

De acuerdo a nuestra experiencia, a los cinco minutos de iniciada la
incubacion del sistema logro fijarse a la HAp alrededor del 90% de la
cantidad méaxima de proteinas que pueden ser retenidas por el
adsorbente, fendmeno que ocurrié hacia los 30 minutos de iniciado el
ensayo (Figura 8). Estos hallazgos concuerdan con los resultados
obtenidos por Lamkin et al (15) y pueden explicarse atendiendo a que la
formacién de PA in vivo se produce en dos fases consecutivas. La
primera de ellas, cuantitativamente mas importante, corresponde a la

retencion de proteinas provenientes de la saliva sobre la HAp
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adamantina. En esta fase, diversas proteinas se adsorben casi
instantaneamente a la superficie del adsorbente (31). La segunda fase,
correspondiente al estadio de maduracion del integumento, implica
diversas modificaciones fisicoquimicas y quimicas de las macromoléculas
adsorbidas, lo cual las habilita para fijar microorganismos del ambiente
bucal, y en consecuencia, posibilita la colonizacion bacteriana de la PA.

El ambiente bucal esta expuesto a cambios temporarios en sus
condiciones fisico-quimicas, variaciones que se producen como
consecuencia, por ejemplo, de la ingesta de alimentos o bebidas a lo
largo el dia. Es de suponer que tales modificaciones tienen repercusion
sobre la formacion de PA. Las experiencias de formacion de PA bajo
condiciones in vitro muestran una mayor produccion cuando el pH del
medio de incubacién se acercé al pH critico de la HAp (pH =~ 5,5), esto es,
al valor necesario para que comience su disolucion. La Tabla 4 indica que
la mayor retencion de proteinas y glucoproteinas se logré a pH 6. Por
cuanto una de las funciones que se le atribuyen a la PA es la de proteger
al elemento dentario contra la desmineralizacion por sustancias acidas (8-
10,39), quizas nuestros hallazgos indiqguen que esta propiedad tiene la
implicancia fisiolégica de prevenir la erosion dentaria.

La temperatura de incubacion produjo diferencias en la retencién de
proteinas y glucoproteinas. La Tabla 5 muestra que la retencién de
proteinas alcanzé el maximo a la temperatura de 24°C, disminuyendo la
adsorcion a medida que aumentaba la temperatura, en tanto que la

méaxima retencion de glucoproteinas se alcanzé a los 34°C.
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El agregado de calcio i6nico a la SM previo a la incubacién con HAp
incrementod la retencidn de proteinas, glucoproteinas y o-amilasa por el
adsorbente. Este efecto favorecedor resultd proporcional a la
concentracién de calcio presente en el sistema de ensayo, como lo indica
la Tabla 7. En cambio, la sustraccion del calcio i6nico mediante el
agregado de oxalato de amonio produjo una reduccion en la retencién de
proteinas, glucoproteinas y a-amilasa (Tabla 8). Por el contrario, la
incorporacion de iones fosfato disminuyod la formacion de PA, alcanzado
tal reduccion a méas del 65% cuando la concentracion de fosfato en el
sistema fue de 100 mM (Figura 9). Recuérdese que con una
concentracion de fosfato de 200 mM se produce la remocion total de la
PA.

Los efectos antagonicos producidos por los iones calcio y fosfato
sobre la formacion de PA tienen una coherente explicacién a partir del
modelo propuesto para la formacion de dicho integumento (7,101). La
HAp, principal componente mineral del esmalte dental, es un cristal i6nico
de caracter anfotérico, capaz de unirse tanto a proteinas anionicas como
catidnicas. Debido a la localizacion de grupos fosfato en la zona mas
externa de los cristales de HAp, éstos poseen una carga eléctrica
negativa, de modo que para neutralizar dichas cargas son atraidas hacia
la superficie del cristal cantidades equivalentes de calcio ibnico presentes
en la saliva. Por su parte, en el ambiente bucal existen macromoléculas
organicas, en especial proteinas, con grupos hidrofilicos, hidrofébicos y /o

eléctricamente cargados. Como consecuencia de ello, las proteinas
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anionicas pueden establecer uniones electrostaticas con los iones calcio
que estan retenidos a los cristales, resultando adsorbidas a la HAp

(Figura 15).

FIGURA 15 . ESQUEMA DE FORMACION DE LA PELICULA
ADQUIRIDA.

Hidroxiapatita  |nterfase Saliva
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A partir de este modelo se puede inferir que la retencion de los iones
calcio incorporados al sistema en la superficie externa de la HAp produce
un aumento del ndamero de receptores para la fijacion de las
macromoléculas, con el consiguiente incremento en la cantidad de PA
formada. Por su parte, el agregado de fosfato rompe el equilibrio inestable

en que se encuentra el sistema, provocando el arrastre de iones calcio
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que actian como ligandos bajo la forma de fosfato de calcio insoluble
(Tabla 6).

La presencia de xilitol, lo mismo que sus congéneres sorbitol y
manitol, reducen la adsorcion de proteinas, glucoproteinas y a-amilasa a
la HAp (Tabla 10), en forma proporcional a la concentracion del azucar-
alcohol (Tabla 11). El agregado de un exceso de calcio i6nico en el
sistema de incubacion que contenia xilitol tendié a revertir el efecto
inhibitorio de este polialcohol.

El efecto ocasionado por los polialcoholes puede interpretarse sobre
la base del mecanismo de formacion de la PA. Los iones calcio
representan un factor que intermedia la union de proteinas vy
glucoproteinas anionicas a la HAp. Como un exceso de este cation puede
reducir los efectos inhibitorios del xilitol sobre la adsorcion de
macromoléculas a la HAp, el efecto de los polialcoholes puede ser
entendido como consecuencia de la sustraccion del calcio ionico del
sistema por parte de dichos compuestos. De resultar valida esta
interpretacién, cabria esperar que entre los iones calcio y los
polialcoholes se produjera algun tipo de interaccion. En apoyo de esta
hipbtesis observamos cambios en el espectro de absorcion infrarrojo del
xilitol en presencia de iones calcio (Figura 14), consistente en un
corrimiento de las bandas de absorcion en la region de los 3200-3600 nm
hacia la zona de los 2500-3200 nm, lo cual es indicativo de un fenébmeno

de quelacion (102). A partir de los datos precedentes, se postula que el
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xilitol y demas polialcoholes reducen la formacion de PA debido a la

sustraccién de iones calcio del sistema de incubacion (Figura 16).

FIGURA 16. MECANISMO DE ACCION PROPUESTO PARA XILITOL Y
DEMAS POLIALCOHOLES
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Esta interpretacién tienen su apoyo de manera indirecta en los
estudios realizados por Miake et al (103), quienes mostraron que el xilitol
afecta la remineralizacion de las capas superficiales del esmalte, o que
ha sido interpretado por los autores como consecuencia de la interaccion

del polialcohol con los iones calcio.

Tesis Doctoral 76



Discusion Catalina Francia

El mecanismo de accion hipotetizado es compatible con el hecho de
que el tratamiento de la HAp con xilitol al 10%, previo a la incubacién con
saliva, o el lavado de la PA con dicha solucion del polialcohol una vez que
el intequmento estuvo formado, no modificaron significativamente la
cantidad de proteinas y glucoproteinas retenidas por el adsorbente (Tabla
19).

Por cuanto la PA es el precursor obligado para la formacion de placa
bacteriana, era de esperar que la accion inhibitoria de los polialcoholes
también repercutiera sobre la produccién de este integumento. Los
resultados de nuestra experiencia in vitro confirmaron esta prediccion: la
reduccion en la cantidad de PA causada por el xilitol se correlaciond con
una disminucién similar en el desarrollo de placa bacteriana a partir de
una cepa de Streptococcus mutans o de flora aerdbica total de saliva
(Tabla 15).

Por cuanto los tres polialcoholes ensayados redujeron in vitro la
formacién de PA en una magnitud muy similar (40%), durante la
generacion de PA en condiciones similares a las fisioldégicas se utilizé6 una
mezcla en partes iguales de xilitol, sorbitol y manitol, ya sea en forma de
enjuagatorios o incorporados en gomas de mascar. Bajo condiciones in
situ, la mezcla de polialcoholes modificé la formacion de PA cuando fue
aplicada bajo la forma de gomas de mascar, no asi en el caso que dichos
principios estaban contenidos en enjuagatorios. Este diferente
comportamiento podria explicarse atendiendo a la baja sustantividad que

presentan estos tres polialcoholes. Pese a que su concentracion era
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mayor cuando se aplicaron como enjuagatorios (10% P/V), la cual es
equivalente a las de presentaciones de colutorios de uso mas frecuente,
la répida depuracion bucal habria producido una brusca caida en la
cantidad de polialcoholes presente en la cavidad bucal, hasta llegar a
niveles insuficientes para afectar la produccién de PA. Las pruebas de
depuracion bucal revelan que a los cinco minutos de haber completado
los enjuagatorios, la concentracion salival de la mezcla de polialcoholes
decayé hasta alcanzar valores de alrededor de 1,5% (Figura 13), la cual
bajo condiciones in vitro tiene muy escaso poder inhibitorio sobre la
formacion de PA (Tabla 11). En cambio, la incorporacion a gomas de
mascar habria posibilitado la lenta y continua liberacion de xilitol, sorbitol
y manitol, asegurando una concentracion efectiva para afectar la
produccion del integumento adamantino.

Los resultados hallados relacionados con el uso de bloques dentarios
gue contenian PA generada bajo condiciones in situ y en presencia de
cultivos de Streptococcus mutans o de FATS nos indican que cuando la
pelicula adquirida se formé luego de realizar un enjuagatorio con la
mezcla de xilitol, sorbitol y manitol, la cantidad de PB no era diferente a la
de los controles. Por el contrario, el consumo de gomas de mascar
conteniendo los polialcoholes durante la formacién de la PA ocasioné una
reduccion en la cantidad de placa bacteriana de ambos maxilares del
orden del 30% (Tabla 18).

El efecto inhibitorio de los polialcoholes sobre la produccién de PA

tiene una relevante significacion funcional, habida cuenta de las
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importantes funciones que desempefia dicho integumento: control de la
difusion y transporte de iones hacia o desde el esmalte, proteccion frente
a la friccién originada por los movimientos masticatorios (8-10,53), y
como contrapartida a esas funciones defensivas, participacion como
sustrato para la adherencia de diversos microorganismos bucales a la
superficie dentaria (14,15,104).

La fijacion de los gérmenes a la superficie dentaria se produce por
diferentes mecanismos, entre ellos la intervencion de receptores
funcionando como nexo entre la superficie dental y las células
bacterianas. Tal mecanismo posee un alto grado de especificidad,
fendmeno que explica la selectiva colonizacion de los dientes.(14,15,105).
A medida que las bacterias adheridas aumentan su numero, los
colonizadores iniciales son receptores para otros microorganismos
(coagregacion).

Las macromoléculas mas involucradas en la retencién de gérmenes
por la pelicula dental son las glucoproteinas, principales componentes del
integumento en el esmalte y el cemento (5), ya que mediante la porcién
glucidica —que incluye al &cido sialico, componente especifico de esas
sustancias- pueden interaccionar con las adhesinas localizadas en la
superficie de la célula bacteriana (106,107). La reduccion en el contenido
de glucoproteinas totales y de acido sialico en particular de la pelicula
adquirida producida por la mezcla de polialcoholes contenida en las
gomas de mascar podria ser la causa, o una de ellas, de la menor

produccion de placa bacteriana comentada anteriormente.
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Los resultados logrados en condiciones similares a las fisioldgicas
con la mezcla de xilitol, sorbitol y manitol incorporados a gomas de
mascar concuerdan con nuestros hallazgos anteriores operando en un
sistema totalmente artificial, e indican que el empleo de estos
polialcoholes parece suficientemente justificado como preventivo de las
afecciones odontolégicas dependientes de la placa bacteriana, en
especial la enfermedad de caries, puesto que a las acciones que ejercen
sobre los gérmenes (87, 108-110) se le incorpora la capacidad de reducir
la produccién de pelicula adquirida.

Un comentario especial merece la o—amilasa, una proteina que
interviene en la composicion de la pelicula adquirida, formada tanto a
partir de la saliva total como de saliva submaxilar y parotidea (2). Esta
proteina enzimatica tiene la propiedad de unirse selectivamente a varias
especies de estreptococos bucales (47-49, 111,112), por lo cual podria
desempefiar la funcién de modular la colonizacion de los tejidos bucales.
Ademas de servir como receptor bacteriano, la a-amilasa de la PA puede
producir la hidrdlisis del almidon alimentario (49-51), con la consiguiente
liberacién de glucosa; la posterior degradacion de este carbohidrato por
los gérmenes residentes en la placa bacteriana aportaria &cido lactico al
pool de acidos y de tal forma facilitaria la desmineralizacion del esmalte.
Por lo tanto, las placas con elevado contenido de estreptococos capaces
de unirse a la a-amilasa dispondrian de un alto poder caridgenico. De

acuerdo con lo expuesto, es valido pensar que la disminucion en la
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retencion de o-amilasa a HAp ocasionada por el uso de polialcoholes
podria acompafarse de un descenso en el desarrollo de caries.

Se ha demostrado que el uso de polialcoholes como sustitutos totales
o parciales de los azucares dietarios resultan beneficiosos para la salud
bucal. Diversos estudios de tipo prospectivo realizados en humanos han
mostrado que estos compuestos reducen la formacién de placa
bacteriana y producen una fuerte disminucion en la incidencia de caries
(86,87,89 y 108). Este comportamiento es atribuible a diversas acciones:
son resistentes a la fermentacion, interfieren el metabolismo bacteriano,
influyen favorablemente en los procesos de remineralizacion dental y
desplazan la flora microbiana hacia una comunidad menos cariogénica.
En opinién de Tanzer (89), la inhibicion de la degradacion glucolitica de
azucares por Streptococcus mutans proporciona una buena explicacion
para la reduccion de caries producida por xilitol, aunque sugiere que
también podrian estar implicados otros fendmenos, tales como una
disminucion de la capacidad de esos microorganismos para unirse a las
superficies bucales. Nuestros hallazgos referidos a la reduccién de la
formacion de placa bacteriana a partir de PA generada en presencia de
xilitol y de una cepa de Streptococcus mutans o de flora aerdbica total y
PA apoyan esta hipotesis. Debido al costo relativamente elevado del
xilitol, a menudo se lo usa asociado con sorbitol, habiéndose comunicado
gue la combinacién posee la misma eficacia antiplaca de aquel polialcohol
(86). Por cuanto la estructura quimica del sorbitol y manitol es semejante

a la del xilitol, es razonable pensar que todos poseen el comun
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mecanismo de accién de sustraer iones calcio al convertirlo en un
producto donde dichas especies quimicas no estarian disponibles
inmediatamente, y de tal manera disminuir la formacion de PA a partir de
proteinas y glucoproteinas. Esta cualidad, sumada a otras ya conocidas,
hacen del xilitol uno de los farmacos mas promisorios en la prevencion de
la caries dental, ya que como sefialan Isokangas et al (90), toda
intervencion dirigida a prevenir la colonizacion de los dientes por
Streptococcus mutans conduce a una mejor prevencion de la caries que
las tradicionales medidas destinadas a incrementar la resistencia de los

elementos dentarios.
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VIl. CONCLUSIONES

1. La adsorcién de proteinas salivales a la HAp, (formacion de PA), es
un fendmeno relativamente selectivo, que entre otros factores depende
de: la disponibilidad de proteinas, pH, temperatura, fuerza ionica,

presencia de determinados iones y tiempo.

2. Los agentes inhibidores-removedores de PB ensayados
(clorhexidina, fluoruros, hexetidina), no modifican la retencién de

proteinas por la HAp.

3. Los polialcoholes xilitol, sorbitol y manitol (sustitutos dietarios de los
azucares), reducen la adsorcion de proteinas a la HAp (in vitro) y al

esmalte dentario humano (in situ).

4. La inhibicion producida por los polialcoholes es proporcional a la
concentracién empleada, sin afectar la capacidad adsorbente de HAp ni

modificar la solubilidad de PA.

5. La incorporacibn de monosacéaridos y disacaridos no afecta la

retencion de proteinas a la HAp.

6. El agregado de iones cobre 6 magnesio no afectan la retencion de
proteinas a la HAp. En cambio calcio i6bnico aumenta la formacién de PA,
mientras que los fosfatos la disminuyen, ambos en forma proporcional a la
dosis empleada. La sustraccién de calcio i6nico reduce la adsorcién de

proteinas.
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7. El efecto de los iones calcio y fosfato es compatible con el
mecanismo sugerido para la producciéon de PA. Se propone que los
polialcoholes actian sustrayendo iones calcio en conformidad con el

modelo aceptado.

8. Los iones fosfato resultan muy efectivos tanto para la inhibicion de la
formacion de PA (100 mM) como para producir su remocion total una vez

gue se hubo formado (200 mM).

9. Bajo condiciones in vitro y a concentraciones muy bajas (3 mM), el
oxalato es un potente inhibidor de la formacion de la PA, reduciendo en

un 85% la retencion de proteinas a la HAp.

10. La reduccién de la formacion de PA producida por los polialcoholes,
tanto in vitro como in situ, determina consecuentemente una menor
generacion de PB ya sea formada a partir de Streptococcus mutans o

flora aerébica total de saliva.

11. En condiciones in situ el efecto inhibitorio de los polialcoholes se
manifiesta cuando dichos productos se aplican bajo la forma de gomas

de mascar, no asi al estado de enjuagatorios.

12. El uso de polialcoholes, solos o en combinacion con fosfatos y/o
fluoruros, constituiria una alternativa de uso clinico para la reduccion de la
sintesis de PA 'y PB y por lo tanto para la prevencion de enfermedades

gue dependen de dicho integumento.
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