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El Streptococcus mutans (S. mutans) es considerado como uno de los principales
agentes etiologicos en el desarrollo de la caries dental en humanos. Una de las
caracteristicas que contribuye a la patogenicidad de este microorganismo es su
capacidad para metabolizar azucares fermentables y, como consecuencia,
producir diversos acidos organicos que disminuyen el pH del medio circundante.
Con el tiempo la caida del pH produce la desmineralizacién del elemento dentario
y el desarrollo de la caries. Estos microorganismos poseen factores de virulencia
(sobrevida é&cida y actividad de la ATPasa protonica) que los capacita para
sobrevivir en ambientes de pH bajo y ademas les proporcionan ventajas de
sobrevida sobre otras bacterias habituales del ecosistema oral.

Existen estudios de S. mutans con cepas de coleccion, que indican que estos
microorganismos varian el numero de dobles enlaces y la longitud de las cadenas
de los acidos grasos de su membrana citoplasmatica en respuesta al ambiente
acido. Este trabajo de Tesis aporta evidencias de como diferentes superficies
dentales cariadas de una misma cavidad oral, pueden afectar la respuesta al
ambiente acido de cepas autéctonas de S. mutans, llevando al microorganismo a
cambiar la composicién en acidos grasos de su membrana, la sobrevida acida y la
actividad de la ATPasa protonica. Para este estudio se utilizé una cepa de S.
mutans de coleccién (ATCC N©%25175) y cepas aisladas de biopelicula dental de
superficies lisas y oclusales con y sin caries, obtenidas de nifios de la Ciudad de
Cérdoba. En las membranas de estas diferentes cepas se identifico el perfil de
acidos grasos, a pH 7 y 5, y a partir del mismo se calcularon los parametros
estructurales moleculares, a fin de relacionarlos con los mecanismos de sobrevida
del microorganismo en el medio &cido (pH 5). Ademas, en el S. mutans se
determinaron los factores de virulencia (sobrevida acida y actividad hidrolitica de
ATPasa protonica) a tiempo cero (pH inicial) y a los 30 minutos (pH final). Los
resultados mostraron que los perfiles de los acidos grasos de membranaa pH 5y
7 son diferentes. Los acidos grasos de cadena larga e insaturados aumentaron
significativamente, a pH 5, en las cepas de la superficie lisa cariada con respecto a
las cepas de la superficie oclusal cariada y a la cepa de coleccion ATCC. Ademas,

los microorganismos aislados de la superficie lisa cariada expresaron mayor
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sobrevida é&cida y actividad total de la ATPasa proténica con relacion a los
microorganismos de la superficie oclusal cariada y a la cepa de coleccion ATCC.
Por otro lado, el factor estabilizante de la membrana citoplasmética bacteriana,
observado a pH 5, pareceria depender de la menor diferencia entre la longitud de
la cadena acidica saturada y la longitud de la insaturada. Posiblemente esto
indicaria un mayor contacto y/o interaccion entre las cadenas hidréfobas de los
fosfolipidos de membrana, que favoreceria una organizacidn mas rigida de la
misma. Como consecuencia, la diferente composicion de la membrana microbiana
podria afectar la interaccion entre los lipidos y las proteinas [ATPasa (factor de
virulencia)]. En efecto, el mayor contacto hidrofobo del lipido con la proteina, en el
caso de la superficie lisa cariada, favoreceria la mayor actividad de la ATPasa; por
el contrario, el menor contacto hidrofobo lipido/proteina en la superficie oclusal
cariada produciria un desajuste entre el componente lipidico y proteico, que podria
afectar negativamente la funcionalidad enzimatica (ATPasa proténica).

En definitiva, sugerimos que los cambios en el perfil de los acidos grasos
inducidos por el pH 5, en el microorganismo aislado de la superficie lisa cariada,
modificaria la organizacion de la membrana favoreciendo una mejor interaccion
entre el lipido y la proteina (ATPasa protdnica). Como consecuencia de ello la
actividad hidrolitica de la ATPasa se incrementaria. Esto significaria una mayor
capacidad cariogénica de los microoganismos crecidos en la superficie lisa cariada
comparada con los desarrollados en la superficie oclusal cariada.

Palabras Claves: Streptococcus mutans, caries, acidos grasos de membrana, factores de

virulencia
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The Streptococcus mutans (S. mutans) are considered as one of the principal
agents in the development of dental caries in humans. A feature which contributes
to the pathogenicity of this organism is its capacity to metabolize fermentable
sugars, and consequently produces various organic acids leading to the pH drop of
the sourranding media. Following the pH drop demineralization of the tooth ocurre
and in turn development of dental caries. These organisms possess virulence
factors (acidic survival and activity of the proton ATPase) that enables them to
survive in low pH environment and will also provide advantages survival over other
bacteria usually present in the oral ecosystem. Studies with strains of S. mutans
collection (ATCC) indicated that these microorganisms vary the number of double
bonds and chain length of the fatty acids of the cytoplasmic membrane in response
to the acidic environment. In this thesis we adicionally provide new evidences of
how different tooth surfaces (different ecologycal niches) of the same oral cavity,
can affect the response to acid environment of indigenous strains of S. mutans,
bringing the microorganism to change the fatty acid composition of membrane,
acid survival and proton ATPase activity. For this study we used a strain of S.
collection mutans (ATCC No: 25175) and strains isolated from dental biofilm
smooth and occlusal surfaces without decay, obtained from children of the City of
Cordoba. In the membranes of these different strains identified fatty acid profile, at
pH 7 and 5, and from the same structural parameters were calculated molecular
relate to survival mechanisms of the organism in the acidic environment (pH 5).

The fatty acid profile of the microorganisms grown at pH 5 differed from that at pH
7. At pH 5 an increase of the unsaturated and long chain fatty acids was observed
in organisms proceeding from caries of smooth surface (S). These changes were
correlated with the determined structural parameters and were related to a
membrane organization with increased rigidity. In fact, the average length
difference between the saturated and unsaturated acyl chains at pH 5, was
smaller than that at pH 7 and indicated a greater contact and / or interaction
(stabilizing factor) between chains hydrophobic membrane phospholipids, favoring
a greater membrane ‘rigidity” or organization thereof. Accordinly the virulence

factors, survival acidic and proton ATPase hydrolytic activity were also increased in
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organisms proceeding from the smooth surface and grown at pH 5. This stabilizing
factor of the bacterial cytoplasmic membrane, observed at pH 5, seems to affect
the interaction of lipids and proteins (ATPase, virulence factor). In effect, in the
case of the S surface carious where the lipid interaction seems to be higher and
probably inducing a better hydrophobic contact with the protein, favored most
ATPase activity than in the O surface. On the contrary, the probably diminished
hydrophobic lipid / protein contact on the O surface may lead to a mismatch
between lipid and protein component, affecting adversely the enzyme functionality
(ATPase proton). In short, we suggest that the smooth surface carious (S) specific
changes in the organization of the membrane, due to changes of lipid profile,
occurring at pH 5 improve the interaction between the lipids and the protonic
ATPase, and thus, positivily affecting its activity. In turn this would lead to a greater
cariogenic capacity of microorganisms grown on the smooth surface carious

compared with those developed in the occlusal carious.

Keywords: Streptococcus mutans, dental caries, membrane fatty acids, virulence factors
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La contribucién al mantenimiento de la salud de la poblacidén es una de las tareas
mas importantes a llevar a cabo por los equipos de profesionales relacionados a
la salud humana en general. En los Ultimos afios, se ha dado una mayor
importancia a la prevencion de enfermedades, no solo aquellas causantes de
muerte, sino también a las que representan una amenaza para el bienestar de la
salud oral, entre estas, la caries dental (Tickle M, 2011).

La caries dental es uno de los trastornos de salud oral que mas afecta a los nifios;
el personal de salud que maneja nifilos posee, entre otras funciones, la de prevenir
las consecuencias fisicas y psicosociales que ocasionan la caries dental con una
evaluacion adecuada de la cavidad oral, educacion y la continua recomendacion
de asistir a la consulta odontolégica, para que el nifio reciba a tiempo los cuidados
gue requiere (Subramaniam et al., 2012; Gavazzi et al., 1995).

La etiologia multifactorial y la patogenia compleja de la caries dental implican el
reconocimiento de aspectos microbiologicos, histologicos, inmunolégicos y
bioquimicos, que conducen a mejorar el criterio diagndstico y terapéutico de esta
enfermedad. ( Reich E, 1999).

Hasta el momento no existen antecedentes sobre estudios que comparen el
comportamiento del S. mutans cuando es aislado de dos superficies dentales de
una misma cavidad bucal. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo de Tesis es
analizar el comportamiento (algunos factores de virulencia) de cepas autoctonas
de S. mutans, aisladas de la biopelicula dental de la superficie lisa y oclusal de
una misma cavidad oral. A los fines de cumplir con este objetivo se estudiaron las
variaciones en la composicion de los &cidos grasos de la membrana de S. mutans
y su relacion con la sobrevida &cida y con la actividad de la ATPasa protoénica.
Para una mejor comprension del tema a desarrollar, a continuacion, se describen
brevemente conceptos basicos de caries dental, mecanismos de produccion de la
caries, biopelicula dental, Streptococcus mutans, pared y membrana bacteriana,
acidos grasos de la membrana bacteriana, sobrevida &cida bacteriana y actividad

de la ATPasa proténica bacteriana.
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1.1 Caries dental

La caries dental constituye un proceso patoldgico, infectocontagioso y de etiologia
compleja. La distribucion desigual de esta enfermedad en los paises de altos
ingresos ha conducido al desarrollo de programas de prevencion de salud publica
dental dirigidos a individuos considerados como de alto riesgo de contraer caries.
La mayoria de los estudios, relacionados a factores de riesgo de caries dental, se
han realizado en los paises industrializados. Es de destacar que en los dltimos
afios estos estudios también se han realizado en paises de mediano y bajo
ingreso, expresando que la aplicacion de medidas odontoldgicas preventivas con
programaciones perdurables en el tiempo, contribuyen a elevar la conciencia
preventiva de la poblacién (Petersen, 2005).

La organizacion Panamericana de la Salud, afirmé que la caries dental sigue
siendo un aspecto fundamental de las condiciones generales de salud en América,
por su morbilidad, costo-tratamiento (cirugia, rehabilitacion oral), pérdida de
elementos dentarios y aplicacion de medidas eficaces de prevencion (OPS, 1997).
Para comprender su fisiopatologia es valido considerar a la caries dental como
una enfermedad multifactorial, universal y caracterizada por la disolucién quimica,
localizada, de los tejidos duros del diente por accién de los acidos orgéanicos,
resultante del metabolismo bacteriano de azlcares dietarios de bajo peso
molecular (Bordoni et al., 2010).

La combinacién de procesos interrelacionados, como la propagacion y el
metabolismo bacteriano, las propiedades de la saliva y la exposicidén a hidratos de
carbono fermentables, producen cambios en el ecosistema oral, que permite
considerar a la caries como una patologia compleja (Liljemark y Bloomquist,
1996).

1.2 Mecanismos de produccion de la caries dental

En la actualidad se considera a la caries dental como un proceso dinamico y

dependiente de las interacciones que ocurren entre los tejidos dentales y los
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fluidos bucales que los rodean. El esmalte dental que recubre la corona de los
organos dentarios es un solido microporoso que transporta diversos elementos
guimicos desde y hacia el interior del mismo. Su composicion es de un 96% de
material inorganico, 1% de material organico y 3% de agua. Dicho contenido
inorganico incluye fundamentalmente cristales de hidroxiapatita (Cao(PO4)s(OH)>),
gue contienen iones de calcio (36,4%), fosfatos (17,4%), oxidrilos (12,5%) y en
menor proporcion carbonatos, magnesio, sodio, potasio, fluoruros y cloruros
(Driessens et al., 1982). Inicialmente el esmalte posee alto contenido de carbonato
y bajo en fluoruro. En presencia de acido lactico, proveniente de una biopelicula
cariogénica, se disuelve una pequefia cantidad de minerales del esmalte, oxidrilos
y fosfatos, los cuales difunden hacia el exterior, produciéndose la
desmineralizacion. Este fenOmeno no ocurre de manera incesante, ya que por
accion del sistema amortiguador de la saliva, el pH se vuelve a estabilizar,
logrando incorporarse nuevos cristales en la superficie dentaria; si ademas en el
medio ambiente existen iones de fluoruros, éstos son incorporados en el cristal
reparado, dando como resultado el proceso inverso: la remineralizacion (Hicks et
al., 2004).

La lesion cariosa depende del equilibrio entre el proceso destructivo y los procesos
defensivos. Cuando aun no se ha producido la cavitacion hay invasion bacteriana
muy localizada confinada a la dentina superficial. La actividad metabdlica
progresiva de estas bacterias determina la continuidad del proceso de
desmineralizacion y luego la destruccion de la matriz organica (Hicks et al.,
2004).La disminucion del pH del medio no solo produce un efecto de
desmineralizacién del esmalte sino también induce una respuesta de tolerancia y
sobrevida &cida del microorganismo reconocidas como factores cariogénicos del

mismo (Lingstrom et al., 2000).

1.3 Biopelicula Dental
La biopelicula dental es “una masa bacteriana densa constituida por diferentes
tipos de microorganismos organizados de forma cocoide, filamentosa o bacilar,

embebidos en una matriz intermicrobiana que se acumula sobre las estructuras
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del diente” (Simmonds, 2000). La formacion de la pelicula adquirida sobre la
superficie del elemento dentario es la etapa inicial de la formacion de la biopelicula
dental. Su desarrollo incluye una sucesién de acontecimientos muy ordenados y

perfectamente organizados.

1.3.1 Formacién de la pelicula adquirida

La pelicula adquirida esta compuesta por una serie de proteinas y
glicoproteinas salivales anionicas que se adsorben a la hidroxiapatita del esmalte.
Entre ellas se encuentran la a-amilasa, lisozima, IgA e IgG, mucinas del tipo MG1,
histatinas, estaterinas, cistatina, proteinas ricas en prolinas (PRP) y otras.
Igualmente se adsorben otros tipos de compuestos de origen bacterianos como
glucosiltransferasas, glucanos (especialmente de tipo mutano), acidos
lipoteicoicos (ALT), diversos restos glucidicos y otros. En conjunto, la carga de la
pelicula adquirida es electronegativa. La pelicula formada opera como barrera de
proteccion proporcionando lubricacion a las superficies y como sitio de unién para

la adherencia de los microorganismos (Francia et al., 2007).

1.3.2 Transporte bacteriano a la pelicula adquirida

Luego de formada la pelicula adquirida, con carga electronegativa, es
colonizada por microorganismos habituales o residentes de la cavidad oral. Estos
microorganismos poseen, como ella, cargas electronegativas, lo que supone una
repulsion entre superficies. Para vencerla se establecen enlaces de hidrégeno y
fuerzas de Van der Waals. También se establecen diversas interacciones idnicas y
electrostaticas; tales como: proteina-proteina, lectina-hidrato de carbono mediadas
por glucanos, con la participacion de glucosiltransferasas y los homopolisacéaridos
extracelulares bacterianos (S. mutans). Las adhesiones que implican iones
provenientes de la saliva, como calcio y magnesio, con carga positiva, permiten la
unidn de componentes bacterianos cargados negativamente a la pelicula adquirida
de carga negativa (Scannapieco, 1994). Después de la colonizacion de la pelicula

adquirida por los microorganismos, la biopelicula dental crece por una
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multiplicacion activa con agregacion y coagregacion de bacterias. Aumenta de
espesor y en las zonas més profundas el potencial de oxidorreduccion disminuye,
estableciéndose competencia por nutrientes, produccion de peréxido de
hidrogeno, elaboracion de bacteriocinas, consumo de oxigeno y otros (Shu et al.,
2000).

1.3.3 Estructura general de la Biopelicula Dental

La biopelicula madura, después de varios dias de formacion, posee un

caracter tridimensional y se considera metabodlicamente activa, organizada y
potencialmente patdégena. Alcanza un punto de saturacion a partir del cual ya no
es posible aumentar el volumen. Continuamente en su interior hay reorganizacion
y sucesion bacteriana. Este complejo organizado de bacterias sobrevive a los
desafios de un ambiente en constante cambio (Marsh, 2004).
Mas de 500 especies bacterianas han sido identificadas en la biopelicula dental,
pero son consideradas como cariogénicas solamente unas pocas, entre ellas
Streptococcus grupo mutans, Lactobacillus sp y Actinomyces sp. Los principales
agentes etiologicos de lesiones cariosas en humanos son las especies
Streptococcus mutans (biotipo I, serotipos c, e, f y K) y Streptococcus sobrinus
(biotipo IV, serotipos d, g y h) [(Masuda et al., 1979) (Fure et al., 1987)]. En
resumen, la biopelicula dental no es un conglomerado bacteriano reunido al azar,
sino el resultado de la accidén reciproca entre la saliva, las bacterias y los
mecanismos de defensa del huésped. Es importante entender a la biopelicula
dental o placa dentobacteriana como un ecosistema, en donde un complejo de
bacterias y sus productos se encuentran embebidos en un material extracelular
abidtico de un triple origen: bacteriano, salival y dietario (Sbordone et al., 2003)
(Figura 3)
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FORMACION DE LA BIOPELICULA

ADHESION COLONIZACION CRECIMIENTO FORMACION

Biopelicula
madura
Células planténicas
Contacto célula a célula A .
Formacion de micro-colonia

ke T PELICUEA ADOUIRIDAT - h = R

SUPERFICIE DENTAL

Fig 3: Sucesioén de pasos de la formacion de la biopelicula dental

1.3.4. Cariogenicidad de la Biopelicula Dental

La biopelicula dental de las superficies orales establece un equilibrio
dinamico con las defensas del huesped, compatible con la mantencion de la
integridad de los tejidos. Las enfermedades orales ocurren cuando la composicion
y las actividades metabdlicas de las comunidades de la biopelicula dental son
perturbadas por el pH, tension de oxigeno, nutrientes del ambiente, entre otros
(Burne R A, 1998). Esos cambios ecologicos en la biopelicula dental resultan en
un aumento en la proporcion de microorganismos patdégenos, que poseen
determinantes estructurales y enzimaticos mas virulentos que los de
microorganismos asociados a la salud. La caries es una enfermedad asociada a la

biopelicula dental supragingival, esta se ubica desde el margen gingival hacia la

22 Bioquimica Maria Alejandra Bojanich



Estudio del comportamiento de cepas autdctonas de Streptococcus mutans en diferentes
localizaciones de la caries dental

corona dental. La caries es producida por la accion de bacterias acidogénicas y
aciduricas, las cuales degradan hidratos de carbono fermentables de la dieta y
producen &acidos como resultado de su metabolismo. La cariogenicidad de la
biopelicula dental aumenta con la retencién de los nutrientes bacterianos y la
mayor permanencia de los &cidos organicos en la misma. La estructura de la
biopelicula dental permite que estos acidos estén mayor tiempo en contacto con la
superficie dental, provocando el proceso de desmineralizacion (Zaura E y ten
Cate J M, 2004).

1.4 Streptococcus grupo mutans

Los Streptococcus grupo mutans poseen caracteristicas comunes de las bacterias
gram positivas: anaerobios facultativos que se asocian formando parejas o
cadenas de cocos y fermentan la glucosa con produccion de &cido lactico. Poseen
una capa mucosa compuesta por polisacaridos del tipo glucanos solubles e
insolubles en agua. Poseen una familia de enzimas extracelulares denominadas
glucosiltransferasas (GTFs) y fructosiltransferasas (FTFs) de bajo y alto peso
molecular (Liébana et al, 2002). Ademas poseen una serie de polisacéaridos de
diferente composicion, permitiendo en funciébn de los mismos distinguir los
serotipos a, b, c, d, e, f, g, h, y K que participan en los fendbmenos de adhesién
interbacteriana. En los Streptococcus grupo mutans se incluyen las siguientes
especies y sus reservorios: Streptococcus mutans (cavidad oral de seres
humanos), Streptococcus sobrinus (cavidad oral de seres humanos),
Streptococcus cricetus (cavidad oral de ratas, hamsters y ocasionalmente en
humanos), Streptococcus rattus (cavidad oral de ratas y ocasionalmente en
humanos), Streptococcus ferus (cavidad oral de ratas), Streptococcus downei
(placa dental de monos), Streptococcus macacae (placa dental de monos). El
serotipo ¢ de los Streptococcus mutans representa el 70 % de los aislados en la
cavidad bucal de humanos, le siguen en frecuencia los serotipos e, fy K (Whiley y
Beighton, 1998; Facklam, 2002).
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1.5 Streptococcus mutans

S. mutans forman parte de la flora microbiana residente en la cavidad bucal y vias
respiratorias altas y son patdgenos oportunistas en enfermedades humanas tales
como caries dental y endocarditis infecciosa (Loesche, 1986; Horaud, T et al, 1984)
Loesche (Loesche, 1986) demostro la importancia del S. mutans en la caries
dental. Ademas, van Houte (van Houte, 1994), sefial6 que S. mutans se
encuentra antes y durante el inicio de la lesion de caries. Becker y col. (Becker et
al., 2002), a traves de técnicas moleculares de identificacion bacteriana, sefialaron
la presencia de S. mutans en todas las lesiones de caries profundas examinadas,
indicando una fuerte asociacion de esta especie con lesiones avanzadas de
caries. S. mutans poseen importantes propiedades que los capacita a predominar
en la biopelicula dental e inducir el desarrollo de las caries.

Estas propiedades se denominan factores de virulencia (Banas, 2004; Welin-
Neilansd et al., 2007; Khoo et al, 2005) y le proporcionan al microorganismo
ventajas de sobrevida sobre otras bacterias habituales del ecosistema oral. Entre
estos factores de cariogenicidad se destacan:

a) poder acidogeno, acidofilo y acidurico

b) sintesis de polisacéaridos intracelulares

c) sintesis de polisacaridos extracelulares de tipo glucanos hidrosoluble
(dextranos), glucanos hidroinsolubles (mutanos) y fructanos hidrosolubles
(levanos)

d) efecto post-pH corto

e) capacidad adhesiva

f) propiedad agregativa y coagregativa por medio de mutanos, glucosiltransferasas
y proteinas receptoras de glucanos

g) produccién de bacteriocinas con actividad sobre otras bacterias grampositivas.
Banas (Banas, 2004) en su trabajo referido a los factores de virulencia del S.
mutans concluye que cada una de estas propiedades actla coordinadamente para

alterar la ecologia de la biopelicula dental aumentando las proporciones de S.
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mutans sobre otras especies acidogenas y resistentes al acido del medio
ambiente. Este autor considera de importancia la capacidad del S. mutans de
utilizar la sacarosa para promover su adhesion y acumulacién en la biopelicula
dental. Ademas, indica que estos factores sélo proporcionan al microorganismo un
potencial patogénico si la fisiologia del huésped y la ecologia en general de la
microflora oral se lo permiten.

1.6 Pared y membrana bacteriana

S. mutans posee dos estructuras celulares muy importantes que llevan a cabo
funciones vitales bien definidas, una es la pared celular, constituida por un
polimero denominado peptidoglicano o mureina, junto con &cidos teicoicos y
acidos lipoteicoicos cuya funcion es la de proteccion frente a la lisis osmaética y la
segunda es la membrana citoplamética, situada por debajo de la pared celular,
gue transporta nutrientes y/o se excretan sustancias de desecho de la célula. Es la
tipica membrana plasmatica de células eucariotas y procariotas, constituia por una
bicapa lipidica que contienen diversas proteinas funcionales y estructurales
(Madigan et al., 2004).

1.7 Acidos grasos de la membrana bacterianay su re  lacion con la
caries dental

La membrana plasméatica bacteriana es una barrera selectiva que permite que se
concentren en el interior de la célula determinadas moléculas y se excreten las
sustancias de desecho. En ella existen proteinas que se clasifican en: a) integrales
o intrinsicas, b) periféricas o extrinsecas. Las proteinas integrales estan unidas a
la bicapa y le confieren estabilidad al conjunto. Desempefian, entre otras
funciones, el de transportar diferentes sustancias (permeasas) y ademas forman
parte de la cadena transportadora de electrones y la fosforilacion oxidativa. Las

proteinas integrales poseen una regiéon altamente hidrofoba que interacciona con
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las zonas apolares de los acidos grasos, componentes de los fosfolipidos de
membrana; ademas presentan regiones hidrofilicas no membranosas tanto en el
exterior como en el interior de la célula. Como ejemplo de éstas Ultimas podemos
mencionar las ATPasas, que desempefian importantes funciones tanto
energéticas como de modulacion del pH intracelular y extracelular (Madigan et al.,
2004). Las proteinas periféricas estan unidas labilmente a la superficie, tanto
interna  como externamente, y se encuentran relacionadas a enzimas
extracelulares que metabolizan la sacarosa y en consecuencia con la
patogenicidad del microorganismo (Madigan et al., 2004).

En la membrana citoplamatica de las bacterias se realizan numerosas funciones
bioenergéticas (proteinas integrales relacionadas con el transporte de H' vy
fendbmenos de fosforilacion oxidativa), biosintéticas (proteinas integrales
relacionadas con la sintesis de diferentes estructuras como pared celular y
capsula) y biodegradativas (proteinas periféricas del tipo exoenzimas que al ser
excretadas escinden compuestos complejos convirtiéndolos en mas simples y
asimilables) (Li y Burne, 2001; Palmer et al., 2012).

El efecto de los lipidos sobre la cariogenicidad ha sido abordado tanto desde el rol
gue desempefian como constituyentes de la membrana citoplamatica del
microorganismo como desde su efecto sobre la superficie del elemento dentario
cuando son afiadidos exdgenamente.

Szabo y col. (Szabo et al., 1978) analizaron la composicion de acidos grasos en la
membrana citoplamatica del S. mutans. Observaron el predominio de &cidos
grasos saturados (Cy4 a C1g) (49,6%), sobre los acidos grasos insaturados (Ci41 @
C20:1) que se encuentran en menor proporcion (26,2%). Entre los fosfolipidos mas
representativos se encuentran fosfatidilglicerol, cardiolipina, fosfatilcolina,
fosfatidilserina, fosfatidilinositol y fosfatidiletanolamina.

Los autores Fozo y Quivey (Fozo y Quivey, 2004) demostraron, en una cepa de
referencia de S. mutans (UA159), que el perfil de los acidos grasos de membrana
dependian del pH extracelular. A pH 7 observaron disminucién de los acidos
grasos de cadenas cortas saturadas (13,1%), mientras que a pH 5 los &cidos

grasos monoinsaturadas se incrementaron (38,5%). Es decir que cuando se
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producen cambios en el ambiente, como la disminucion del pH, el S. mutans
modifica su composicion en &cidos grasos como una estrategia de sobrevida
acida.

Kabara y col. (Kabara et al., 1972) estudiaron el efecto de algunos acidos grasos
(saturados e insaturados) y sus derivados como agentes antimicrobianos sobre
microorganismos gram-positivos y gram-negativos. Estos autores demostraron
que los éacidos grasos saturados (Cip) e insaturados (Cigi) afiadidos
exdgenamente fueron inhibidores sobre el desarrollo de los microorganismos
gram-positivos, aunque observaron que el acido graso insaturado (Cig:1) fue mas
potente inhibidor que el saturado (Ci2). Ademas, indicaron que los derivados
aminos (dodecilamino) mostraron actividad antimicrobiana tanto para los
organismos gram-positivos como para los gram-negativos.

Hayes (Hayes, 1984) observo el efecto inhibitorio de algunos lipidos afadidos
exdégenamente sobre el S. mutans y la biopelicula dental inducida
experimentalmente in vitro. Estudiaron los acidos grasos saturados de 8 a 15
atomos de carbono y sus respectivos monoésteres de glicerol; la maxima
inhibicion se alcanzo con el acido graso Ci. y su monoester dodecanoil glicerol, ya
gue forman una capa hidrofébica sobre la superficie dentaria, inhibiendo la
formacion de caries. Los autores Kabara (Kabara et al.,, 1972) y Hayes (Hayes,
1984) no determinaron la composicion lipidica del microorganismo, por lo cual
omiten toda discusion sobre posibles alteraciones de la membrana plasmética
bacteriana. Sin descartar esta posibilidad, las causas de los efectos observados
por estos autores, podrian deberse a las alteraciones estéricas de la trama de la
biopelicula dental. En efecto, la penetracién fisica, a la trama compleja de la
misma, estaria dificultada para moléculas grandes tales como los acidos grasos de
cadenas largas (Cig-Cy). Por el contrario moléculas méas pequefias como los
acido graso de cadena corta (Ci2) tendrian un mayor poder de penetracion
logrando formar una capa hidréfoba sobre la superficie dentaria.

Continuando con los efectos sobre la biopelicula dental, el efecto inhibitorio de la
insaturacion, podria estar relacionado con el grado de flexibilidad de la cadena

hidrocarbonada conferida por la cantidad de insaturaciones. Es sabido que el
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grado de flexion de la cadena hidrocarbonada afecta el volumen molecular
(Kenneth et al., 1991). Estos autores utilizaron un modelo computarizado para
investigar como la estructura molecular de los acidos grasos de los fosfolipidos
puede afectar las interacciones moleculares de las membranas celulares
animales. La doble ligadura del acido graso Cig.1 (en Co-C1g) provoca la angulacién
de la cadena a la vez que reduce la movilidad de la parte terminal de la cadena
hidrocarbonada. Kenneth y col. (Kenneth et al., 1991) demostraron que la
presencia de dos dobles ligaduras (en Cg.10 ¥y Ci2.13) provoca un movimiento
pendular, a nivel del grupo CH,, hacia ambos lados de la cadena, favoreciendo
gue el fragmento terminal de la cadena adopte una posicibn promedio mas
cercana a la normal de la cadena hidrocarbonada. Esto produce la disminucion del
volumen promedio de la molécula C;s:2 con respecto al volumen ocupado por Cig:1.
Por lo tanto, el menor volumen de Cig., favorece el mayor poder de penetracion
incrementando su poder inhibitorio en comparacion con la del Cig:.

Los autores Tomita y col. (Tomita et al., 2008), quienes trabajaron con
microorganismos obtenidos de saliva estimulada de humanos, indicaron que tanto
los lipidos como las proteinas que contiene la saliva juegan un importante rol en el
desarrollo de la caries del esmalte dental. Contrario a los resultados de Kabara
(Kabara et al., 1972) y Hayes (Hayes, 1984), Tomita y col demostraron que las
concentraciones de los &cidos esteérico, linoleico y el docosahexaenoico, en
saliva, fueron significativamente mas elevadas en pacientes susceptible a caries
en comparacion con pacientes resistentes a la misma.

Las diferencias encontradas por dichos autores podrian fundamentarse en el
diferente sustrato utilizado por cada grupo de investigacion, ya que en la
biopelicula dental la concentracion de microorganismos es mayor que en la saliva.
Aparte del efecto de los acidos grasos como barrera fisica de proteccion sobre la
superficie dentaria, ninguno de estos autores profundizaron sobre los mecanismos

moleculares que podrian afectar la capacidad cariogénica del microorganismo.
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1.8 Acidez de la biopelicula dental y su relacion ¢ on la ATPasa

La caries dental esta relacionada con la acidez de la biopelicula dental, debido a
gue los S. mutans tienen la habilidad de producir y liberar acido al medio que lo
rodea, mediante la fermentacion de diversos azlcares y metabolizando la
sacarosa a acido lactico mas rapidamente que otras bacterias (Minah y Loesche,
1977).

Al ser la caries dental una enfermedad cronica, la velocidad de su progresion
depende de las condiciones del medio, siendo el incremento de la produccion de
acido en el mismo, uno de los factores que mas gravitan sobre la velocidad del
avance de la lesion cariosa. Existen antecedentes bibliograficos que indican la
fuerte relacion entre la acidez del medio y la intensidad y progresion de la lesion
cariosa (Lingstrom et al., 2000). La acidez del medio esta relacionada con el
complejo enzimético ATPasa denominado F-ATPasa y localizado en la membrana
plasméatica microbiana. La F-ATPasa expulsa protones fuera de la célula, a favor
de un gradiente electroquimico, para mantener el pH citosélico mas alcalino que el
medio externo. El S. mutans en su lucha por la sobrevivencia, incrementa la
actividad de dicha enzima, disminuyendo el pH del medio (Bender et al., 1986).
Los microorganismos aerdbicos, poseen una cadena transportadora de electrones,
ubicada en la membrana citoplasmaética, donde el aceptor final de los electrones
es el O, y la funcion de la F-ATPasa es la de sintetizar ATP.

En condiciones de microaerofilia y/o anaerobiosis, como es el caso de S. mutans,
el ATP se produce por glicélisis generando acido lactico y los aceptores de
electrones son nitratos, hierro férrico, sulfatos y carbonatos. En estas condiciones,
la F-ATPasa hidroliza ATP generando una fuerza proton-motriz que expulsa los H*
al exterior celular (Suzuki et al., 2000). Magalhaes y col. (Magalhées et al., 2005)
determinaron la presencia de otra ATPasa en S. mutans denominada P-ATPasa.
La misma funciona como un intercambiador de 2 H* por Ca'", colaborando de esta
manera con la F-ATPasa en la expulsién de H* hacia el medioambiente durante el

crecimiento bacteriano.
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Los autores Fozo y Quivey (Fozo y Quivey, 2004) observaron que el S. mutans
resiste la acidificacion del medio aumentando la actividad de la enzima F- ATPasa.
Cuando los acidos grasos de membrana del S. mutans fueron examinados a dos
diferentes pH (7 y 5), observaron a pH 5 un incremento de &cidos grasos de
cadenas monoinsaturadas largas, en comparacion con la composicion observada
a pH 7 (38,5% & 23,5%). Ademas, comprobaron que la actividad de la ATPasa
esta relacionada a la resistencia acida del medio y que dicha actividad también
estaria afectada por la composicion de acidos grasos de membrana (Fozo y
Quivey, 2004). Si bien los autores demuestran una asociacion entre los cambios
en el perfil de los &cidos grasos de membrana y la actividad de la ATPasa con la
resistencia acida, los hallazgos fueron descriptos utilizando un modelo
experimental in vitro y una cepa de coleccion (S. mutans UA159).

Las diferentes superficies dentales, lisas y oclusales, podrian sugerir una
respuesta diferenciada del microorganismo al medio. Dichas respuestas estarian
relacionadas con la composicion de los acidos grasos de membrana y con la
actividad de la ATPasa del microorganismo. De acuerdo a esto, se plante6 en este
Trabajo de Tesis el estudio de la composicidon en acidos grasos de membrana del
S. mutans, que se desarrollan en diferentes superficies dentales (superficies
dentales lisas y oclusales) y su relacion con la actividad de la ATPasa y la
sobrevida acida microbiana. Esto permitiria conocer aquellas condiciones mas
favorables para el funcionamiento de la ATPasa que resulta en una mayor
capacidad cariogénica. Este conocimiento podria facilitar la implementacion de
estrategias conducentes a revertir dichas condiciones, impidiendo o disminuyendo

la actividad de la ATPasa y consecuentemente la actividad cariogénica.
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1.9 HIPOTESIS

Las diferentes superficies dentales condicionan algunos de los factores de
virulencia cariogénicos (sobrevida 4&cida, actividad de la ATPasa) de los

Streptococcus mutans.
1.10 OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo es estudiar, en una poblacion de nifios de la ciudad de
Cordoba, el comportamiento de algunos factores de virulencia de cepas
autoctonas de S. mutans, aislados de biopelicula dental de superficie lisa (L) y

superficie oclusal (O) de una misma cavidad oral.
1.11 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar y cuantificar la composicion en &cidos grasos de membrana
de S. mutans autoctonos aislados de la biopelicula dental de superficie
lisa (L), de superficie oclusal (O) y de una cepa de coleccion (ATCC, N°
25175).

2. ldentificar y analizar pardmetros estructurales de membrana de S.
mutans autdctonos aislados de la biopelicula dental de superficie L y de
superficie O.

3. Determinar la sobrevida acida de S. mutans autoctonos aislados de la
biopelicula dental de superficie L, de superficie O y de una cepa de
coleccion ATCC.

4. Determinar la actividad ATPasa protonica de S. mutans autdctonos
aislados de la biopelicula dental de superficie L, de superficie O y de
una cepa de coleccién ATCC.

5. Comparar la sobrevida acida y la actividad ATPasa protonica de los S.
mutans autoéctonos aislados de la biopelicula dental de superficie L, de
superficie O y de una cepa de coleccion ATCC.

6. Relacionar la sobrevida &cida y la actividad ATPasa protonica de S.

mutans autoctonos, aislados de la biopelicula dental de superficie L, de
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superficie O y de una cepa de coleccibn ATCC, con la composicion

lipidica de membrana bacteriana.
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MATERIALES y METODOS

33 Bioquimica Maria Alejandra Bojanich



Estudio del comportamiento de cepas autdctonas de Streptococcus mutans en diferentes
localizaciones de la caries dental

En este trabajo de Tesis los ensayos experimentales se desarrollaron en el
Laboratorio de la Catedra de Quimica Biologica “B” de la Facultad de Odontologia.
Universidad Nacional de Cérdoba, en conjunto con el Laboratorio de la Catedra de
Biologia Celular, Histologia y Embriologia, Instituto de Biologia Celular, Facultad

de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Cérdoba.
2.1 Cepas Bacterianas

Para los ensayos propuestos se utilizé una cepa de coleccion de S. mutans
proporcionada por el American Type Culture Collection, Manassas Virginia, USA
(ATCC) Standards Resource® (Designacion: N°25175, NCTC 10449, [IFO 13955]
aislamiento: dentina cariada) y veinticuatro cepas de biopelicula dental, de nifios
con denticion mixta, de las cuales seis fueron de superficies lisas (L) sin lesion de
caries y seis con lesion de caries. Las doce cepas restantes de superficies
oclusales de fosas y fisuras (O) se dividieron de la misma manera. La biopelicula
dental se recolecté de la cara lingual y oclusal de primeros molares inferiores, con
no mas de seis meses de erupciéon. Se consider6 para la toma de las muestras
dos elementos dentarios de una misma cavidad oral, uno con lesion cariosa y el
elemento crontralateral clinicamente sano como control. El diagnéstico de caries
fue realizado por un profesional competente, matriculado y perteneciente al plantel
docente de la Facultad de Odontologia. UNC. (Dra Maria Cecilia Martinez)
siguiendo el criterio de Pitts (Pitts, 1997), en el marco del proyecto titulado:
“Evaluacion de la Efectividad de Protocolos de Tratamientos Preventivos en nifios
con denticion Temporaria y Mixta segun Criterios de Riesgo Cariogénico”. (Ver
Anexo 1). Se tomaron radiografias de aleta de mordida, como método
complementario para el diagnéstico de la caries dental, segun el criterio de Kidd y
col. (Kidd et al., 2003) (Figura 5).
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Fig 5: Radiografia de aleta de mordida. La flecha indica caries del esmalte en superficie oclusal

Las cepas bacterianas se colectaron de las siguientes superficies dentarias
» Diente Cariado Superficie Lisa (DCSL)
> Diente Sano Superficie Lisa (DSSL)
» Diente Cariado Superficie Oclusal (DCSO)
» Diente Sano Superficie Oclusal (DSSO)

2.2 Procesamiento de las muestras

El material recolectado de las diferentes superficies dentales se colocé en tubos
eppendorf con solucion fisiologica estéril (1 ml de solucion amortiguadora de
fosfato: 0,05 M, pH: 7,3) y se lo remitié inmediatamente al laboratorio a 4<C.
Dichos eppendorf se sometieron a agitacion vibratoria durante 30 segundos
(Precytec. Modelo: 585. Industria Argentina), para el desprendimiento de las
bacterias de las paredes del tubo, obteniéndose una suspension bacteriana
madre. Dicha suspension consta de una mezcla de microorganismos presentes en
la pelicula dentobacteriana humana (Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus cricetus, etc). Este material fue procesado para el

aislamiento e identificacion del S. mutans.

2.3 Aislamiento e identificacion de los Streptococcus  grupo

mutans

De cada tubo eppendof se tomé 50 ul de suspension homogénea y se sembro en
placas de petri conteniendo agar Mitis salivarius Bacitracina (MSB). (DIFCO®,
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Becton Dickinson, France) con el agregado de 0,281 mg/ml de bacitracina (ICN
Biomedicals, 71 % de actividad) y 20 % de sacarosa (DIFCO®, USA). Este medio
es selectivo y de gran utilidad para el aislamiento bacteriano a partir de una
poblacion bacteriana mixta como saliva y biopelicula dental. Todas las placas de
petri se incubaron en una atmdésfera de microaerofilia (5% de O, 10% de CO, y
85% de N;) a 37T por 48 h. Se seleccionaron las colonias co mpatibles con
Streptococcus grupo mutans basandose en su morfologia macroscoépica, es decir,
aguellas de mediano tamafo, tonalidad azul casi negra, prominentes, rugosas o
lisa, adheridas al agar. En ocasiones se observé una caracteristica capa mucosa
brillante alrededor de ellas. (Pitts, 2001).La adherencia de las colonias al agar fue
observada bajo lupa estereoscopica (Stemi 2000C). Luego se realizo el
diagndstico microscopico (Figura 6) en base a frotis y tincion de Gram de una

muestra de colonia aislada.

' " 10um

"

Fig 6: Fotografia de microscopia dptica (Tincion de Gram) de Streptococcus mutans.

Las colonias seleccionadas, se inocularon en caldo manitol para diferenciar a los
Streptococcus grupo mutans de los otros grupos de Streptococcus como el
Salivarius, el Anginosus, el Sanguinus y el Mitis.

Para poder diferenciar la especie S. mutans de las especies S. sobrinus, S.
cricetus y S. ratti se realizaron las pruebas de produccion de agua oxigenada,
sensibilidad (S) o resistencia (R) a 2 U/ml de bacitracina (Sigma) y arginina
dehidrogenasa-dehidrolasa (ADH), como se muestra en la Tabla 7 (Facklam,
2002; Whiley et al., 1998).
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((—):Streptococcus no grupo mutans

Fermentacion , , ,
del (+):Streptococcus . r ,
Manitol grupo mutans (-): S. sobrinus (S): s. cricetus
S. sobrinus P .
’ Produccion (+): s. ratti
S cricetus < de Qoo L 2uml
. ratti H,0, (+): 8. cricetus ) - Citracina < ADH <
S. mutans S. ratti
S. mutans (R): s. ratti _
\. " \ \ S. mutans (-): S. mutans
\
\ \

Tabla 7: Algoritmo para identificar las colonias bacterianas de S. mutans (S): sensible; (R):

2.3.1 Pruebas utilizadas para la identificacion bio  quimica de las Cepas

» Caldo manitol : Medio liquido preparado con peptona, extracto de
levadura y manitol (10 g/l). Como indicador del viraje de color se agrega
rojo fenol. Procedimiento e interpretacion. Las colonias bacterianas se
inocularon en este caldo para diferenciar a los Streptococcus grupo mutans.
Los resultados obtenidos fueron: manitol negativo (medio de cultivo de color
rojo, los microorganismos no metabolizan el polialcohol) o manitol positivo
(medio de cultivo de color amarillo: los microorganismos si metabolizan el
polialcohol)

» Produccion de agua oxigenada : Medio sélido preparado con agar
tripteina soja, 5 mg/ml de benzidina (Sigma) y 1 mg/ml de peroxidada
(Sigma). Procedimiento e interpretacion. Después de la inoculacion de las
colonias bacterianas en este medio, se incub6 en atmosfera de
microaerofilia a 37C por 48 h. La prueba se consid eré positiva cuando la
masa microbiana, sobre el agar solido, aparece de color marrén y negativa

si es incolora.
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» Sensibilidad a la bacitracina : Se inocularon las colonias bacterianas
en el caldo manitol, se adiciond 2U/ml de bacitracina (Sigma). Se incubd6 en
atmosfera de microaerofiia a 37C por 48 h. Procedimiento e
interpretacion. Si el medio de cultivo no presenta cambios de color o no se
observa crecimiento bacteriano, la cepa se la considera sensible (S), si
ocurre lo contrario es resistente (R).
» Arginina dehidrolasa (ADH): Medio liquido con 5g de biotina, 5g de
extracto de carne de buey, 0,01g de purpura de bromocresol, 0,005 de rojo
cresol, 0,5g de glucosa, 0,005g de piridoxal y 1% de L-arginina dehidrolasa.
Procedimiento e interpretacion. Se inocularon las colonias bacterianas en
dos tubos, los cuales contienen el medio de cultivo especifico para la
determinacion de ADH, solamente a uno de ellos (problema) se le adiciono
L-arginina, al segundo tubo se lo utilizo como testigo negativo al no
contener L-arginina. Se cubrié con una pelicula de parafina liquida estéril.
Se incubd en atmosfera de microaerofilia a 37°C por 48 h. La prueba se
considerd positiva cuando se observé en el tubo una coloracion violeta o
rojo violeta (produccion de putrecina y NH3), y como negativa cuando se
observo color amarillo.

La hemodlisis en placas de agar sangre de carnero es una caracteristica

macroscoépica de las colonias, que se utiliza como prueba complementaria para la

identificacién y control de la viabilidad bacteriana.
» Agar sangre de carnero : Medio solido preparado con agar base y 5%
de sangre de carnero estéril (Gold et al., 1973; Facklam, 2002; Whiley et al.,
1998). Procedimiento e interpretacion. Se inocularon las colonias
bacterianas en placas conteniendo agar sangre de carnero. Se incubd en
atmosfera de microaerofilia a 37C por 48 h. Las colonias de S. mutans
fueron mayoritariamente a y y hemoliticas, y excepcionalmente
hemoliticas. Esta prueba permite clasificar a las bacterias segun el tipo de
hemdlisis que producen debido a la destruccion de la hemoglobina en

medios de cultivo que llevan sangre. Por lo tanto las bacterias son:
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o hemoliticas: cuando producen una hemdlisis incompleta; se
origina un pigmento denominado biliverdina y alrededor de la colonia se
forma un halo de color verde.

B hemoliticas: cuando producen hemodlisis completa, destruyen
completamente la hemoglobina y se origina alrededor de la colonia un halo
transparente.

y hemoliticas: cuando no existe destruccion de la hemoglobina, la

colonia no presenta ningun halo, como se muestra en la Figura 8.

Fig 8: Fotografia de cepas de Streptococcus mutans sembradas en agar sangre de carnero donde

no se observa hemdlisis en el medio de cultivo (y hemoliticas).

2.4 Preparacion de las suspensiones bacterianas de trabajo

Una vez aislada e identificada la cepa como S. mutans y, a los fines de ampliar
cuantitativamente las muestras en estudio, se realizaron suspensiones
bacterianas en un medio de cultivo liquido especifico para la viabilidad del S.
mutans [caldo Cerebro Corazén, pH7 (DIFCO)]. Se ajusté la turbidez al
equivalente 7 de la escala estandart de McFarland (Amsterdam, 1996), y de esta
manera se obtuvo cantidades apropiadas de microorganismos necesarios para los
ensayos posteriores. Luego, se realizaron suspensiones de trabajo bacterianas a
dos pH diferentes (pH7 + 0,1 y 5 + 0,1). A la mitad de las suspensiones
bacterianas se las mantuvo a pH 7, mientras que al resto se le adicioné 55,6 mM
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de glucosa con el propésito de alcanzar un pH 5 £ 0,1. (pHmetro SANXIN Cddigo:
PHS-3D-03. Shanghai. San-Xin Instrumentation, Inc. China).

2.5 Determinacion de proteinas totales

Se realizaron las determinaciones de las proteinas totales de acuerdo al método
de Lowry (Lowry, 1951).

2.6 Extraccion de la fraccion de membrana del Streptococcus
mutans crecidosapH7y5

Para la extraccion de la fraccion de membrana citoplasmatica del S. m se siguio el
método de Magalhdes (Magalhdes et al., 2003). Un (1) g de células de la
suspension bacteriana de trabajo, de cada una de las superficies dentales, se
lavé con 15 ml de agua destilada estéril. El medio acuoso se descartdo por
centrifugacion (10 minutos a 9000 g y a 20 ) repi tiéndose dos veces el lavado.

El precipitado se resuspendié con buffer MES 25mM (acido 2-N-morfolina
etenosulfonico) conteniendo 97mM de NaSCN, pH=6,2. Con este tratamiento se
induce la ruptura de la pared bacteriana. Esta suspension se homogenizo hasta
alcanzar una absorbancia de 0,4 a 700 nm (espectrofotometro: METROLAB UV-
VIS. Modelo 325. Industria Argentina). Después de alcanzar esta absorbancia se
adicion6é 0,4 mg/ml de lisozima (Sigma). Se incub6 durante 3 h a 37C con
agitacion suave. Posteriormente se centrifugé a 9000 g durante 20 minutos a 4<C,
obteniéndose un precipitado conteniendo bacterias desprovistas de su pared.
Subsecuentemente y con el propésito de obtener la fraccion de membrana, el
precipitado se resuspendid y homogenizé con 0,5 ml de buffer MES 50 mM,
conteniendo 10mM de SO4,Mg y 0,8 M de CINa, pH=6,2 (buffer osmético). Estas
muestras se disgregaron utilizando un disruptor de células (Sonicador tip, Vibracell
600V) al 50% de la amplitud, por 20 minutos a 4C. EIl disgregado obtenido se

incubd por 45 minutos, con agitacion suave, a temperatura ambiente, con 25 U
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DNAsa/ml y 0,25 ml de un cocktail inhibidor de proteasas (Sigma). Este
tratamiento permite eliminar el DNA celular, cuya presencia interfiere con el
fraccionamiento de la membrana plasmatica. Finalmente, el homogenato total se
centrifugd a 100.000 g por 60 minutos a 4C (Ultrac entrifuga Beckman L5-50B)
separando una fraccion membranosa (precipitado) y el sobrenadante o citosol. El
precipitado obtenido, conteniendo la fraccion de membrana, se mantuvo a -80C

hasta su utilizacion.

2.7 Extraccion de acidos grasos de membrana bacteri ana de
Streptococcus mutans crecidosapH7y5

Las fracciones de membranas se obtuvieron como se indican en la seccion 2.7 a
partir de 10 ml de la suspension bacteriana de trabajo.

Los lipidos totales de la fraccion de membrana se extrajeron segun el método de
Folch (Folch, 1957), con cloroformo:metanol (2:1) durante 18 h a 4 . Para
extraer las impurezas solubles en agua y separar finalmente los lipidos se agrego
cloroformo: metanol: agua en una relacion 3: 48: 47. Luego, se centrifugd a 4C
por 10 minutos. La fase inferior acuosa, conteniendo las impurezas solubles en
agua se desecho. La fase cloroférmica superior del centrifugado, conteniendo los
lipidos totales, se llevo a sequedad bajo N,. Los extractos secos de lipidos totales
se incubaron con tolueno (500 ul) y metoxido de sodio (1 ml, 0,5 M) a 4 C durante
toda la noche. (Cantellops et al., 1999). Después de este tratamiento, los
metilésteres de acidos grasos se extrajeron con una cantidad suficiente de
hexano. El extracto de hexano se llevo a sequedad con N, y se conservo a -80C

hasta su utilizacion.

2.8 Determinacion de los acidos grasos extraidos de membrana

de Streptococus mutans crecidosapH7y5

41 Bioquimica Maria Alejandra Bojanich



Estudio del comportamiento de cepas autdctonas de Streptococcus mutans en diferentes
localizaciones de la caries dental

El perfil de &cidos grasos de membrana de S. mutans, crecidos a pH 7 y 5, se
identificd usando el cromatografo de gases Perkin ElImer (Modelo: Clarus 500,
Waltham, USA) equipado con una columna capilar BPX 70, de 30 metros de
longitud, con un diametro interno de 0,25 mm, fiim de 0,25 ym (Phenomenex,
Torrance, USA). La temperatura para el inyector y detector fue de 280C vy la
temperatura del horno fue mantenida constante a 190<C.

Los &cidos grasos se identificaron usando estdndares comerciales y se
expresaron como el porcentaje relativo de la composicion total de acidos grasos.
Los solventes organicos como cloroformo, metanol, hexano, metdxido de sodio y
reactivos fueron provistos por Sigma Chemical Co, St Louis, USA, y los
estandares de &cidos grasos fueron provistos por Nu-Check Prep Inc., Elysian,
USA.

2.9 Determinacion de parametros estructurales de me  mbrana de

Streptococcus mutans

Se calcularon algunos parametros estructurales de membrana bacteriana, a partir
de la composicion de acidos grasos de membrana de S. mutans crecidos a pH 7 y
5, a fin de relacionarlos con los mecanismos de sobrevida y actividad de la
ATPasa bacteriana en medio acido (pH 5). Con este propdsito se calcularon cuatro
parametros estructurales promedio:

1) la longitud de la cadena (LC) de cada uno de los acidos grasos

2) la contribucién proporcional  de la longitud de cada &cido graso, saturado e
insaturado, a la longitud promedio de la cadena (CPLP)

3) la inequivalencia efectiva (AC) entre las cadenas acidicas (sn-1y sn-2)

4) el espesor o nucleo hidrofobico (NH) de la membrana.

Se aplico el procedimiento de Mason y col. (Mason et al., 1981) el cual asume: 1)
gue la cadena acidica sn-1 es saturada y la sn-2 es insaturada; 2) que los acidos
grasos se mezclan al azar en los fosfolipidos y 3) que la longitud de la cadena

expresada como uniones C-C esiguala (n; - 1) y a (n2 -1 - 1,5 - X) para cadenas
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saturadas e insaturadas, respectivamente. Los parametros n; y n, representan el
namero de atomos de C en las cadenas sn-1 y sn-2, respectivamente; 1,5
representa el acortamiento debido a la flexion de la cadena a nivel del C, y X
representa el acortamiento de cada doble ligadura (0,5 por el numero de dobles
ligaduras de cada acido graso). Una vez determinada la longitud de cada uno de
los acidos grasos (LC) se determiné la contribucion proporcional de la longitud de
cada acido graso a la longitud promedio de la cadena (CPLP). De esta manera se
determiné la CPLP de las cadenas sn-1 (saturada) y sn-2 (insaturada). La
diferencia entre la CPLP sawrada — CPLP insawrada €S igual a AC, que representa el
grado de interdigitacion o inequivalencia entre las dos cadenas en la bicapa
lipidica. De acuerdo a Wang y col. (Wang et al., 1995) el espesor del nucleo
hidrofobico (NH) de la bicapa lipidica es igual a la suma de las CPLP saturadas e
insaturadas.

Ademas, se calcularon la longitud de los segmentos C-C trans que se originan por
arriba o por debajo de la doble ligadura. Segun Wang (Wang et al., 1995), la
longitud de estos segmentos tienen importancia en el grado de interaccion de las
cadenas, mientras mas largo sea el segmento C-C trans (superior o inferior) mayor
es el grado de contacto entre las cadenas vecinas. Se aplicd los siguientes
algoritmos segun Wang (Wang et al., 1995): 1) segmento superior = (n - 5), II)
segmento inferior = (Y - n- 2 ), donde n: nimero del carbono donde se inserta la
doble ligadura, luego (n-1) -2 - 2= (n-5) es el resultado de restar primero un enlace
C-C (los dos primeros carbonos) que son isomeros gauche (curvatura de 909,
luego los otros dos enlaces C-C gauche que se encuentran inmediatamente antes
y después de la doble ligadura, provocando inflexiones de la cadena. Y= nimero
de &tomos de carbono de la cadena insaturada (sn-2).

Es de hacer notar, que los enlaces gauche se descuentan, pues introducen
distorsiones (angulacion de 90°con respecto al eje perpendicular de la cadena) en
la linealidad de la cadena acidica, por lo tanto, al evaluar el grado de interaccion
intercadena o grado de estabilidad del nudcleo hidrofobo, sélo los fragmentos
lineales C-C (trans), que favorecen los mejores contactos cadena-cadena, son
considerados.
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2.10 Determinacion de Fosfolipidos totales de memb rana del

Streptococcus mutans crecidosapH7y5

Los lipidos totales de membrana de S. mutans, crecidos a pH 7 y 5, provenientes
de las diferentes superficies dentales estudiadas, se cuantificaron utilizando la
fase superior cloroférmica de Folch (Folch, 1957) descripta en la seccion 2.8. La
fase cloroférmica secada bajo corriente de N, se mineralizé con el agregado de
100 ul de acido perclérico (CIO4H) llevando las muestras a una temperatura de
180<C para completar la mineralizacion. Con este pr ocedimiento el fosforo unido a
moléculas organicas es transformado en fosfato inorganico. Seguidamente se
determind el fosforo inorganico (Pi) mediante la técnica colorimétrica de Fiske y
Subbarow (Fiske y SubbaRow, 1925). Simultdneamente se realiz6 una curva
estandart de fosfato de sodio (POsHNa,) siguiendo el mismo procedimiento
descripto, omitiendo la mineralizaciéon a 180C. Los tubos se colocaron a bafio
maria durante 10 minutos para el desarrollo del color. El fosfato inorganico
reacciona con el acido molibdico, se forma un complejo fosfomolibdico de color
azul, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de fésforo inorganico presente
en la muestra. La reaccion se monitore6 a 830nm (espectrofotdmetro: METROLAB
UV-VIS. Modelo 325. Ind Argentina) (Fiske y SubbaRow, 1925).

A partir de la cuantificacion del Pi, se estableci6 la cantidad de fosfolipidos totales
aplicando el Factor de Conversion: 750 / 31= 24,19; donde: 750 es el peso
molecular promedio de fosfolipidos, 31 es el peso atomico del Pi. Cada valor de Pi
se lo multiplicé por dicho factor de conversion. Los valores se expresaron como ug

de fosfolipidos totales / 50 ug de proteinas.

2.11 Determinacion del pH y sobrevida acida de  Streptococcus

mutans

Se siguio el criterio de Belli y Marquis (Belli y Marquis, 1991). Se realizo el

crecimiento bacteriano en caldo cerebro corazon (DIFCO) en microaerofilia por 18
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h a 37<C. Posteriormente, 25 ml de la suspension se transfirio a 150 ml del mismo
caldo. Se incubd por 5 h hasta alcanzar una densidad Optica de aproximadamente
0.4 medidos a 720 nm (espectrofotometro: METROLAB UV-VIS. Modelo 325. Ind
Argentina) para obtener una cantidad adecuada de microorganismos. Durante el
desarrollo del microorganismo el pH disminuyé. El descenso del pH se medid a
dos tiempos diferentes: tiempo cero (pH inicial) y a los 30 minutos (pH final)
(pHmetro SANXIN Cddigo: PHS-3D-03. Shanghai. San-Xin Instrumentation, Inc.
China). Inmediatamente después de la determinacion del pH inicial (ajustado
alrededor de 7 = 0,1), se agregé 55,6 mM de glucosa a cada suspension
bacteriana y a los 30 minutos se volvié a medir el pH (pH final).

Para la sobrevida acida se control¢ la viabilidad bacteriana a los mismos tiempos
de determinacion del pH (inicial y final). Se sembrd 5 yl de cada suspension del
microorganismo en placas de agar sangre. Seguidamente las placas se incubaron
por 48 h a 37 en microaerofilia. Luego, en cada placa, se determind el nimero
de unidades formadoras de colonias por mililitro de suspension bacteriana
(UFC/ml).

2.12 Actividad F- ATPasa y P-ATPasa de membrana d e

Streptococcus mutans

La actividad hidrolitica de ATP de las F-ATPasa y P-ATPasa se realizd segun la
técnica de Magalhdes (Magalhdes et al., 2005). El sistema reactivo contenia las
proteinas (provenientes de la fraccion de membrana del S. mutans aislada segun
se indic6 en la seccion 2.7), suspendidas en buffer BIS-TRIS 50 mM a pH: 6 (bis
[2-hidroxietil] imino, tris [hidroximetil] metano), 5 mM de ATP como sustrato; 10
mM de MgCL,, como cofactor y 4 ug/ml de oligomicina y 3 uM ortovanadato como
inhibidores especificos de F-ATPasa y P-ATPasa respectivamente. La reaccion se
inicio con el agregado del ATP y la velocidad inicial de la reaccion fue constante

hasta los 30 minutos a 37C, en donde menos del 5% del sustrato fue hidrolizado.
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La reaccion enzimatica se suspendio a los 35 minutos de incubacion a 37<C por el
agregado de 100 ul de acido tricloroacético al 10%. Posteriormente, las muestras
se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos. En este sobrenadante se
determind, segun la técnica colorimétrica de Heinonen y Lahti (Heinonen y Lahti,
1981), el fosforo inorganico liberado. Se agregé molibdato de amonio 10 mM,
acido sulfarico 5 N, acetona y acido citrico 1M para el desarrollo del complejo
coloreado, el cual se monitore6 a 355 nm (espectrofotometro: METROLAB UV-
VIS. Modelo 325. Ind Argentina). La actividad de la ATPasa se expres6 como ug
de fosfato liberado de ATP por 50 pg de proteina.

2.13 Analisis estadisticos

Todos los resultados son promedios de al menos tres experimentos
independientes. La descripcion de los datos se realizd mediante frecuencias
relativas y absolutas. Los datos fueron analizados estadisticamente por prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar porcentajes o valores absolutos de
las diferentes variables estudiadas en las diferentes superficies dentales usando el
software InfoStat Professional Version 1.1. Se consider6 un nivel significativo de p
menor a 0,05. Las variables estudiadas fueron:
= Composicién de &acidos grasos extraidos de membrana de cepas
autoctonas de S. mutans crecidos a pH 7 y 5, medidos como % del total de
acidos grasos / 50 pg de proteina
» Fosfolipidos totales de membrana de cepas autdctonas de S. mutans
crecidos a pH 7 y 5, medidos como ug de PT /50 ug de proteina
= Sobrevida acida de S. mutans, medidos como UFC x 10° / ml de
suspension bacteriana
= Actividad de la F-ATPasa y P-ATPasa de membrana de S. mutans,

medidos como ug de Pi/ 50 ug de proteina.
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RESULTADOS
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3.1 Composicion de acidos grasos extraidos de mem

cepas autdctonas de  Streptococcus mutans

brana de

Los resultados se expresaron

como % de la composicién total de acidos grasos / 50 ug de proteina de la suspensién de

trabajo [Tabla 9 (pH 7) y Tabla 10 (pH 5)].

Los valores representan la media de tres

experimentos independientes * el error estandar.

Tabla 9: Perfil Cromatogréafico de la composicidn de Acidos Grasos de membranas de S. mutans

de diferentes superficies dentarias y ATCC crecidos a pH 7

Acidos Grasos
Saturados
14:0
16:0
18:0
20:0

Total de acidos grasos
Saturados
Acidos Grasos
Insaturados
14:1
16:1
18:1
20:1
Total de &cidos
grasos
Insaturados
Acidos grasos no Identificados
TOTAL
IS: Insaturados /
Saturados
Cadena Larga/

Cadena Corta

ATCC DSSL DCSL DSSO DCSO
% % % % %
13,6 £ 0,08 13,7 +0,06 13,6 +0,08 145+0,07 14,1+0,08
47,3+0,28 47,2 +0,23 47,1+0,26 46,2+0,24 46,2+0,25
6,2 £0,04 6,1+0,03 5,8 £0,02 6,3 +0,03 6,5+0,03
0,5+ 0,003 0,5 +0,003 0,9 £0,004 0,5+0,003 0,7 +0,004
67,6 67,5 67,4 67,5 67,5
ND ND ND ND ND
0,4 + 0,002 0,4 +£0,002 0,6 +£0,003 0,4+0,002 0,5+0,002
17,4+0,1 17,4+0,1 17,2+0,1 17,4+0,1 17,4+0,1
5,6 £0,03 5,7+0,04 5,7+0,06 5,6 +0,03 5,7+0,03
23,4 23,5 23,5 23,4 23,6

9 9 9,1 9,1 8,9
91 91 90,9 90,9 91,1
0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
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ND: no detectados o menos del 5%. Acidos grasos de cadena larga: Cig y Cy. Acidos grasos de cadena
corta: Cy4 y Cye. IS: indice de saturacion: Insaturacion / Saturacion = % de cada acido graso insaturado x n° de
dobles ligaduras / % de acidos grasos saturados. Cadenas Largas / Cadenas Cortas: es la relacion de la suma
de porcentajes de acidos grasos de cadenas largas con respecto a la suma de porcentajes de acidos grasos
de cadenas cortas.

Tabla 10: Perfil Cromatografico de la composicion de Acidos Grasos de membranas de S. mutans

de diferentes superficies dentarias y ATCC crecidos a pH 5

ATCC DSSL DCSL DSSO DCSO
% % % % %
Acidos Grasos
Saturados
14:00 2,1+0,03 2,01 +0,02 2,01 +0,04 2,02+0,03 2,01 +0,04
16:00 24,1 +0,24 25,2 +0,25 23,01+ 0,27 25,2+0,26 24,02 £ 0,27
18:00 12,1+1,08 12,1 +1,07 13,01 £1,08 12,2+1,06 13,1 +1,07
20:00 1,01+0,78 1,01+0,77 2,01 +0,79 1,01+0,76 1,01 +£0,79
Total de &cidos
grasos
Saturados 39,31 40,32 40,04 40,43 40,14
Acidos Grasos
Insaturados
14:01 ND ND ND ND ND
16:01 3,02+0,01 3,01 +£0,02 3,01 +0,09 3,01+0,03 3,03+0,01
18:01 27,01+0,15 27,04 £0,13 30,01 +0,12 27,03 £0,13 27,06 £0,13
20:01 21,01 +0,10 21,03+0,11 26,3 +0,09 21,02 + 0,10 22,7 +0,08
Total de &cidos
grasos
Insaturados 51,04 51,08 59,32 51,06 52,79
Acidos grasos no
Identificados 9,65 8,6 0,64 8,51 6,07
TOTAL 93,35 93,4 99,51 93,49 96,93
IS: Insaturados/
Saturados 1,3 1.3 14 1,3 1.3
Cadena Larga/
Cadena Corta 2 2 2 2 2
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ND: no detectados o menos del 5%. Acidos grasos de cadena larga: Ci5 y Cy. Acidos grasos de cadena
corta: Cy, y Cy. IS: indice de saturacion: Insaturacidn / Saturacién = % de cada acido graso insaturados x n°
de dobles ligaduras / % de acidos grasos saturados. Cadenas Largas / Cadenas Cortas: es la relacion de la
suma de porcentajes de acidos grasos de cadenas largas con respecto a la suma de porcentajes de acidos
grasos de cadenas cortas.

Al analizar, los acidos grasos de membranas de S. mutans crecidos a pH 7 (Tabla
9), de las diferentes superficies dentales estudiadas, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas. No obstante, es notorio el grado de saturacion
determinado por el alto contenido de acidos grasos saturados, que alcanzan a
triplicar aproximadamente el contenido de &cidos grasos insaturados (67,4 & 23,5)
(p < 0,002). También se observa que los acidos grasos de cadena corta (C14 Y Cis)
son los que aportan el mayor porcentaje de la totalidad de los &cidos grasos
saturados. Los valores duplican a los de cadena larga (C1g Yy C2) (p < 0,002).

El andlisis porcentual de los acidos grasos de membranas de S. mutans crecidos a
pH 5 se muestran en la Tabla 10, en donde se observa que el porcentaje de los
acidos grasos insaturados supera al de los saturados en todas las superficies
estudiadas. El andlisis de los porcentajes de los &cidos grasos saturados de las

muestras bacterianas no mostraron diferencias estadisticamente significativas.

Fig 11: Porcentajes de acidos grasos de cadenaslargas de
Streprococcus mutans crecidos a pH:5
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Incremento del porcentaje de acidos grasos de cadenas largas en DCSL con relacién a ATCC, DSSL,
DSSO y DCSO (*p<0,05).

En la Figura 11, se observa un incremento del porcentaje de acidos grasos de
cadenas largas (Cis.20) del 16,5 % en DCSL con relacién a ATCC, DSSL y DSSO
(*p<0,05). Ademas, el aumento del porcentaje de acidos grasos de cadena larga
en DCSL con relacion DCSO fue del 11,6 % (*p<0,05). Contrario a lo observado
en microorganismos crecidos a pH 7 (Tabla 9), a pH 5 la relacion Insaturados /
Saturados incrementa (> 1) a expensas del incremento de los acidos grasos
insaturados en aproximadamente un 30 % en todas las muestras (Tabla 10). Este
incremento se debe especialmente al aumento del porcentaje de &cidos grasos
insaturados de cadena larga (Cig:1 Y C20:1).

Al comparar el grado de insaturacion de las diferentes muestras, se observo que
s6lo en el caso de DCSL la diferencia fue estadisticamente significativa (Figura
12). El incremento de acidos grasos insaturados en DCSL con relacion a ATCC,
DSSL y DSSO fue del 16,1% (*p< 0,05), mientras que el porcentaje de &cidos
grasos insaturados en DCSL con relacion DCSO fue del 12,3 % (*p<0,05) (Figura
12).

Fig12: Porcentajes de acidos grasos insaturados de
Streptococcus mutans crecidos a pHS

E0 A

500 4

40 A

30 A

% de acidos grasos insaturados

ATCC DESL DCSL DS50 DC30

Incremento de acidos grasos insaturados en DCSL con relacion a ATCC, DSSL, DSSO y DCSO (*p< 0,05)
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En conclusién, en DCSL a pH 5, los porcentajes de los &cidos grasos de cadena
larga y los &cidos grasos insaturados se incrementaron con relacion a ATCC,
DSSL, DSSO y DCSO (p< 0,05) (Tabla 13).

Tabla 13: Sumario de la composicion porcentual de &  cidos grasos de
membrana de Streptococcus mutans estudiados en las diferentes

superficies dentales a pH 5

Acidos Grasos
Superficies Acidos Grasos de Insaturados
Cadena Larga %
%

ATCC 61,13 £0,36 51,04 +0,30
DSSL 61,18 +0,35 51,08 +0,30
DCSL 71,33 +0,42% 59,32 +0,35%*
DSSO 61,26 +0,36 51,06 +0,30
DCSO 63,87 +0,38 52,79 +0,31

Incremento en los acidos grasos de cadena larga e insaturados en DCSL (*p<0,05) con relacién a
ATCC, DSSL, DSSO y DCSO.
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3.2 Determinacion de parametros estructurales de me  mbrana de

Streptococcus mutans

Los resultados de LC y CPLP son expresados en la Tabla 14 (AyB apH 7)y
Tabla 15 (A y B a pH 5), en donde se observa que el valor de CPLP, tanto para la
cadena saturada sn-1 como para la insaturada sn-2, fue mayor en DCSL que en
DCSO. El incremento de la contribucibn observada en DCSL se debe al

incremento del porcentaje de los acidos grasos de cadena larga.

Tabla 14 (A) Parametros estructurales de membrana de S. mutans crecidos

a pH 7 y provenientes de superficie Lisa

pH 7 DSSL DCSL
Acidos
Grasos % Satu- % Satu-

Saturados Insat LC CPLP Insat LC CPLP
14:0 20,29 13 2,64 20,17 13 2,62
16:0 69,92 15 10,49 69,88 15 10,48
18:0 9,03 17 1,54 8,6 17 1,46
20:0 0,74 19 0,14 1,33 19 0,25

Total 99,98 14,70 99,98 14,85

Acidos

Grasos

Insaturados

14:1 ND ND ND ND ND ND
16:1 1,7 13 0,22 2,55 13 0,33
18:1 74,04 15 11,11 73,19 15 10,97
20:1 24,25 17 4,12 24,25 17 4,12
Total 99,99 15,40 99,99 15,54
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Tabla 14 (B) Parametros estructurales de membrana de S. mutans crecidos

a pH 7 y provenientes de superficie Oclusal

pH 7 DSSO DCSO
Acidos
Grasos % Satu- % Satu-

Saturados Insat LC CPLP Insat LC CPLP
14:0 21,48 13 2,79 20,88 13 2,71
16:0 68,44 15 10,26 68,44 15 10,266
18:0 9,33 17 1,58 9,62 17 1,63
20:0 0,74 19 0,14 1,03 19 0,19
Total 99,99 14,70 99,97 14,81

Acidos

Grasos

Insaturados

14:1 ND ND ND ND
16:1 1,7 13 0,22 2,11 13 0,27
18:1 74,35 15 11,15 73,72 15 11,05
20:1 23,93 17 4,06 24,15 17 4,1
Total 99,98 15,40 99,98 15,43
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Tabla 15 (A) Parametros estructurales de membrana de S. mutans crecidos

a pH 5 y provenientes de superficie Lisa

pH 5 DSSL DCSL
Acidos
Grasos % Satu- % Satu-

Saturados Insat LC CPLP Insat LC CPLP
14:0 4,98 13 0,64 5,01 13 0,65
16:0 62,5 15 9,37 57,46 15 8,61
18:0 30 17 51 32,49 17 5,52
20:0 2,5 19 0,47 5,01 19 0,95
Total 99,98 15,59 99,97 15,74

Acidos
Grasos

Insaturados
14:1 ND ND ND ND ND ND
16:1 5,89 13 0,76 5,07 13 0,65
18:1 52,93 15 7,93 50,59 15 7,58
20:1 41,17 17 6,99 44,33 17 7,53
Total 99,99 15,70 99,99 15,78
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Tabla 15 (B) Parametros estructurales de membrana de S. mutans crecidos

a pH 5 y provenientes de superficie Oclusal

pH 5 DSSO DCSO
Acidos
Grasos % Satu- % Satu-

Saturados Insat LC CPLP Insat LC CPLP
14:0 4,99 13 0,64 5 13 0,65
16:0 62,32 15 9,34 59,84 15 8,98
18:0 30,17 17 5,12 32,63 17 5,55
20:0 2,49 19 0,47 2,51 19 0,48
Total 99,97 15,59 99,98 15,65

Acidos

Grasos

Insaturados

14:1 ND ND ND ND ND ND
16:1 5,89 13 0,76 5,73 13 0,74
18:1 52,93 15 7,93 51,25 15 7,69
20:1 41,16 17 6,99 43 17 7,31
Total 99,98 15,70 99,98 15,72

Los valores de AC (grado de inequivalencia entre las dos cadenas acidicas
saturadas (sn-1) e insaturadas (sn-2) y de NH (espesor del nucleo hidrofébico) a

pH 7 y 5 se muestran en las Tablas 16 y 17, respectivamente.
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Tabla 16: Grado de inequivalencia y espesor del nicleo hidrofobico de los &cidos

grasos de membrana de S. mutans crecidos a pH 7

pH 7 DSSL DCSL DSSO DCSO
AC 0,65 +0,004 0,61+0,004 0,66 +0,004 0,63 +0,004
NH 30,25+0,18 30,25+0,18 30,23+0,18 30,25 +0,18

AC: inequivalencia entre las cadenas acidicas sn-1 y sn-2. NH: espesor del nucleo hidrofébico.
Los valores de AC y NH en todas las muestras no mostraron diferencias estadisticamente
significativas.

Tabla 17: Grado de inequivalencia y espesor del nicleo hidrofobico de los acidos

grasos de membrana de S. mutans crecidos a pH 5

pH5 DSSL DCSL DSSO DCSO
AC 0,11 +0,006 0,04 +0,002* 0,10+0,006 0,09 +0,005
NH 31,30+0,18 31,53+0,19 31,30+0,18 31,39+0,18

AC: inequivalencia entre las cadenas acidicas sn-1 y sn-2. NH: espesor del ntcleo hidrofébico. En
DCSL se observa una disminucion del AC con relacion a DSSL (*p< 0,05).

Los datos de las Tablas 16 y 17 muestran que al comparar los valores del AC a pH
7 y 5, el descenso del pH provocéd la disminucién del AC, indicando que la
diferencia entre las longitudes de las cadenas de acilo sn-1 y sn-2 es menor a pH
5 que a pH 7, lo que se traduciria en una mayor interrelacion entre las cadenas de
acilo vecinas. Ademéas, a pH 5 se observa una disminucion del AC del 36 % (p<
0,05) en DCSL con relacion a DSSL. Por el contrario no se observa diferencia del
AC entre DCSO y DSSO. Los valores de NH, en todas las muestras, a pH 7 y 5 no
mostraron diferencias estadisticamente significativas, por lo tanto el espesor del
ndcleo hidrofébico no fue afectado por el pH. Finalmente, con el objeto de

visualizar estos resultados, se realiz6 un modelo de diagrama simplificado sobre la
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posible conformacién de las cadenas de acidos grasos de los fosfolipidos
utilizando el parametro AC. Esto se muestra en las Figura 18 y 19.

Fig 18: Diagrama ilustrativo del pardmetro estructural AC de membrana de S.
mutans a pH 7.

DsSsSL DCSL DssO DCsSO

SN-2 SH-1 SH-2 SN-1 SN-2 ’I/SN-i SN-2 SN-1

-

Se expresa la posible asociacion de los 4cidos grasos en fosfolipidos de membrana de S. mutans
colectados de diferentes superficies dentales. No se observd variaciones significativas en los
valores de AC de las diferentes superficies dentales. Las lineas onduladas representan el
segmento insaturado de los 4acidos grasos. Todos los valores son proporcionalmente
representados

Fig 19: Diagrama ilustrativo del parametro estructural AC de membrana de S.
mutans a pH 5.

DSSL DCSL DSSO DCSO
SN-2 SN-1 SN-2 SN-1 SN2 SN SN-2 SN
s B . c .
ac — Ac ac AC

Se expresa la posible asociacion de los acidos grasos en fosfolipidos de membrana de S. mutans
colectados de diferentes superficies dentales. Los valores de AC fueron diferentes segun la
superficie dentaria (0,11 para DCSO y 0,04 para DCSL). Las lineas onduladas representan el
segmento insaturado de los dacidos grasos. Todos los valores son proporcionalmente
representados
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En la Tabla 20 se muestra los valores de los segmentos superior e inferior, en
relacion a la doble ligadura, de los acidos grasos monoinsaturados incrementados
apH5 (C 161, C 181 Y C 201). Los valores no dieron diferencia estadisticamente

significativa.

Tabla 20: Longitud de los segmentos superior e infe rior con respecto a la

doble ligadura en acidos grasos monoinsaturados

Segmento superior | Segmento inferior
C 161 2 7
C 181 4 7
C 201 6 7

Longitud del segmento mas largo de tres acidos grasos monoinsaturados: C 1.1, C1g.1 Y Ca01

3.3 Fosfolipidos totales de membrana de  Streptococcus mutans

crecidosapH7y5

El andlisis de los fosfolipidos totales (PT) de membrana de S. mutans, crecidos a
pH 7, no mostro diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes
superficies. Por el contrario, a pH 5 se observéd un mayor incremento de
fosfolipidos en DCSL con relacion a DSSL (18,3 %, *p= 0,003). Los fosfolipidos en
DCSO incrementaron en un 7,5% con relacion a DSSO (*p=0,03). El incremento
de fosfolipidos en DCSL con relaciéon DCSO fue del 10 % (*p<0,05). DCSL mostro
un incremento del 24 % (p= 0,003) con respecto a la cepa control ATCC, mientras
que el incremento en DCSO fue solo del 12 % (p=0,004) con relacion al mismo
control. Las superficies sin lesibn cariosa no mostraron diferencias
estadisticamente significativas con relaciéon a la cepa ATCC. No se observo

diferencias significativas entre las superficies sanas y ATCC (Tabla 21).
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Tabla 21: Fosfolipidos totales de membrana de S. m provenientes de las

diferentes superficies dentales y ATCC crecidosapH 7y 5

ug de PT /50 ug de prot |ug de PT /50 ug de prot
Superficies pH7 pH5
ATCC 5,25 +0,03 6,20 + 0,04
DSSL 5,49 + 0,02 6,49 + 0,03
DSSO 5,49 + 0,04 6,49 + 0,04
DCSO 5,58 + 0,03 6,98 + 0,05
DCSL 5,568 + 0,02 *7,68 £ 0,05

Mayor incremento de fosfolipidos en DCSL con relacién a ATCC, DSSL, DSSO Y DCSO a pH 5 (*p=0,003).
Los valores a pH 7 no muestran diferencias estadisticamente significativas.

3.4 pH en suspensiones bacterianas de  Streptococcus mutans

El pH fue determinado en alicuotas de suspensiones bacterianas provenientes de
las diferentes superficies. Se midio a dos tiempos diferentes, a partir de tiempo
cero (pH inicial) y a los 30 minutos (pH final). A tiempo cero, las alicuotas
contenian igual numero de colonias viables; habiéndose determinado la viabilidad

de las mismas en placas de agar sangre de carnero (seccion 2.12).
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Fig22: Variacion del pH en estadio sanoy cariado de superficie lisa y
ATCC

BpH inicial
BpH final

pH
NOW B 1T O S

ATCC DSSL DCSL

pH inicial: tiempo 0, pH final: 30 minutos. Descenso del pH en ATCC, DSSL y DCSL con
relacion al valor inicial. (*p < 0,002)

El analisis de las variaciones del pH de las suspensiones de microorganismos
provenientes de ATCC, DSSL y DCSL se muestra en la Figura 22. El méaximo
descenso de pH se observo a los 30 minutos con relacién al valor inicial en DCSL
(56 %, p < 0,002). Por el contrario el descenso de ATCC y DSSL con relacion al
tiempo cero fue de 17 %, p = 0,05, en ambos casos. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre DSSL y el ATCC.

Al realizar el mismo andlisis en superficie oclusal, el maximo descenso fue
observado en DCSO (44%, p < 0,002) en relacion al pH inicial. Mientras que los
descensos observados en ATCC y DSSO fueron del 17% (p = 0,05) y 16% (p =
0,05), respectivamente. Entre ATCC y DSSO no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p= 0,02). Estos resultados se muestran en la
Figura 23.
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Fig23: Variacion del pH en estadio sano y cariado de superficie oclusal y
ATCC

OpH inicial

B pH final

pH
F=.

ATZC 0S50 DCEO

pH inicial: tiempo 0, el pH final: 30 minutos. Descenso de pH en DCSO con relacidon al valor
inicial (*p < 0,002). Descenso de pH en ATCC, y DSSO con relacién al tiempo cero (*p = 0,05).

Comparando los descensos de pH (inicial & final) de las suspensiones de
microorganismos de ambas superficies cariadas (56 % en DCSL y 44 % en
DCSO) se observa el mayor descenso en S. mutans provenientes de la superficie

lisa (p < 0,05). Estos resultados se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24: Variacion porcentual del pH entre superficies cariadas

pH pH Descenso
inicial final %
DCSL 7+0,04 3,1+0,02 56 +0,3*
DCSO 740,04 3,9+0,02 44 +0,2

Descenso de pH final con relacién a pH inicial. Menor % del descenso del pH en DCSL con
relacion a DCSO (*p < 0,05).
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3.5 Sobrevida acida de Streptococcus mutans

La sobrevida 4cida es una medida de la viabilidad bacteriana o resistencia acida, y
se expresa como la diferencia de las UFC/ml de una suspension bacteriana, entre
tiempo O (pH inicial) y 30 minutos (pH final). Todas las suspensiones de
microorganismos indicadas contenian inicialmente (tiempo 0) igual nimero de
colonias viables. Las variaciones de las UFC/ml de las suspensiones bacterianas
de superficie lisa (SL) y ATCC a los 30 minutos se muestran en la Figura 25,
observando mayor resistencia a los cambios de pH de microorganismos
provenientes de DCSL (7.10° UFC/ml) comparado con la resistencia de los
microorganismos provenientes de DSSL (1.10° UFC/ml) y ATCC (9,1.10> UFC/ml).
El descenso de UFC/ml en DCSL fue del 30% (*p < 0,002); en DSSL 90 % (*p <
0,001); y en ATCC 91% (*p < 0,001). No se observo deferencias significativas
entre DSSL y ATCC (*p= 0,02).

Fig 25: Variacion de las UFC/ ml en estadio sano y cariado de
superficies lisa

B UFC inicial
OUFC final

UFCx 103/ ml

ATCC DSSL DCSL

UFC/ml inicial a tiempo O (pH inicial); UFC/ml final: UFC/ml a los 30 minutos (pH final).
Aumento de la sobrevida en DCSL en relacion a ATCCY DSSL (*p < 0,001)
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Fig 26: Variacion de las UFC / ml en estadio sano y cariado de
superficie oclusal y ATCC
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ATCC DS50 0Cs0

UFC/ml inicial a tiempo O (pH inicial); UFC/ml final: UFC/ml a los 30 minutos (pH final).
Aumento de la sobrevida en DCSO en relacion a ATCC Y DSSO (*p < 0,001)

Las variaciones de las UFC/ml de suspensiones bacterianas provenientes de
superficie oclusal (SO) con y sin lesion cariosa, comparadas con ATCC, se
muestra en la Figura 26, observando la mayor resistencia &cida en
microorganismos provenientes de DCSO (5.10° UFC/ml), comparada a la
resistencia de microorganismos provenientes de DSSO (1.10° UFC/ml) y ATCC
(9,1.10% UFC/ml). El descenso de UFC/ml en DCSO fue del 50% (*p < 0,002); en
DSSO 90 % (*p < 0,001) y en ATCC 91% (*p < 0,001). No se observo deferencias
significativas entre DSSO y ATCC (*p= 0,02).

En la Tabla 27 se muestra la sobrevida acida (UFC/ml / 30 minutos) de
microorganismos provenientes de superficies cariadas (DCSL y DCSO). Se
evidencia la mayor sobrevida de microorganismos provenientes de DCSL con
respecto a los de DCSO (70 % y 50% respectivamente) (*p < 0,05).
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Tabla 27: Variacion porcentual de la Sobrevida acida (UFC/ml) entre superficies

cariadas
Sobrevida
UFC UFC Acida
inicial final %
DCSL 1.10% + 60 7.10° + 42 *70 = 0,4
DCSO 1.10% £ 60 5.10° + 30 50 +0,3

Mayor sobrevida de microorganismos en DCSL con relacion a DCSO (*p < 0,05).

3.6 Actividad de la F-ATPasa y P-ATPasa de membrana de

Streptococcus mutans

3.6.1 Actividad de la F-ATPasa y P-ATPasa de membrana en

microorganismos provenientes de superficie lisa

En la Figura 28 se muestra la actividad total de la ATPasa comparativamente con
las actividades de las F- y P-ATPasas de microorganismos provenientes de ATCC
y superficie lisa.

Los microorganismos provenientes de DCSL mostraron un incremento de la
ATPasa total de un 75 % (p= 0,002) con respecto a la misma superficie pero
carente de lesion (DSSL). Este incremento fue a expensas del incremento de
ambas ATPasas, F- y P-ATPasa, que fueron de un 45 % y 30 %, respectivamente,
en comparacion con los valores observados en ATCC y DSSL. Al comparar los
valores de las actividades enzimaticas, de microorganismos de DSSL con los de
ATCC, no se observo diferencia significativa (p= 0,3). Estos datos se muestran en

la Figura 28.
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Fig 28: Actividad de ATPasaen superficie lisa y ATCC

F+F F+P

ug de Pi 50 ng de proteina

ATCC D3sL DCsL

P+F: Pi liberado en ausencia de inhibidores (actividad total), F: Pi liberado en presencia de
ortovanadato (inhibidor de la P-ATPasa); corresponde a la actividad de la F-ATPasa, P: Pi liberado en
presencia del oligomicina (inhibidor de la F-ATPasa); corresponde a la actividad de la P-ATPasa. Mayor
actividad en DCSL enrelacién a ATCC y DSSL.

3.6.2 Actividad de la F-ATPasa y P-ATPasa de membrana en

microorganismos provenientes de superficie oclusal

Las actividades enzimaticas de la superficie oclusal mostraron un comportamiento
similar al observado en la SL. En DCSO se incrementa las actividades de ambas
enzimas con respecto a ATCC (F-ATPasa 18,6 %, p= 0,002) y (P-ATPasa 12,4 %,
p= 0,002) (Fig 29). No obstante, el incremento de la actividad total (31 %) como el
incremento de cada una de las actividades de las ATPasas, en relacion a ATCC,
fueron menores que los observados en microorganismos provenientes de la
superficie lisa. Al comparar los valores de las actividades enzimaticas, de
microorganismos de DSSO con los de ATCC, no se observé diferencia

significativa (p= 0,3). Estos datos se muestran en la Figura 29.
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Fig 29: Actividad de ATPasaen superficie oclusal y ATCC

F+P

ug de Pii 50 ug de protesina

ATCC D550 DCs0O

P+F: Pi liberado en ausencia de inhibidores (actividad total), F: Pi liberado en presencia de
ortovanadato (inhibidor de la P-ATPasa); corresponde a la actividad de la F-ATPasa, P: Pi
liberado en presencia del oligomicina (inhibidor de la F-ATPasa); corresponde a la actividad de
la P-ATPasa. Mayor actividad en DCSO en relaciéon a ATCC y DSSO.

Comparando las actividades hidroliticas de las enzimas ATPasa total, F- y P-
ATPasas de membrana de S. mutans, se evidencia una mayor actividad hidrolitica
en DCSL con relacién a DCSO (75% & 31%) (p< 0,05). Datos que se muestran en
la Tabla 30.

Tabla 30: Actividades hidroliticas de las enzimas ATPasatota |, F-y P-

ATPasas en superficies cariadas

Actividad de | Actividad de | Actividad de
ATPasa Total F-ATPasa P-ATPasa
Superficies % % %
DCSO 31+0,18 18,6 £ 0,11 12,4 + 0,07
DCSL *75 + 0,45 45 + 0,27 30+0,18
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Los valores indican el incremento porcentual de ATPasa total, F-ATPasa y P-ATPasa en DCSL en
relacion a DCSO (*p< 0,05).

3.7 Resumen de los diferentes parametros analizados de

Streptococcus mutans provenientes de superficies cariadas

A los fines de facilitar la comprension de los cambios inducidos por el pH,
detallamos en la siguiente Tabla 31, la relacion de los valores de los parametros
analizados a pH 7 y 5, con diferencias estadisticamente significativas. Los
incrementos fueron comparativamente mayores en DCSL.

Tabla 31: Relacion de los diferentes parametros analizados de Streptococcus

mutans
DETERMINACIONES ATCC DCSL DCSO
Acidos Grasos Cadena
Larga 0,48 0,41 0,47
pH7 / pH5
Acidos Grasos Insaturados
pH7 / pH5 0,45 0,40 0,50
Fosfolipidos Totales
pH7 / pH5 0,84 0,72 0,79
pH inicial / pH final 1,20 2,25 1,79
Sobrevida Acida
UFC inicial /UFC final 10,9 1,42 2
ATPasa total
inicial / final 4,1 0,58 0,76

En DCSL se observa I: incremento de los valores de 4cidos grasos de cadena larga, acidos grasos
insaturados y fosfolipidos totales a pH 5 con relaciéon a pH 7, Il: mayor disminucién del pH, mayor
sobrevida acida y un incremento de la actividad de la ATPasa total final con relaciéon a DCSO vy
ATCC.
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DISCUSION
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La cubierta externa del S. mutans consta, principalmente de la pared celular y la
membrana citoplamatica. La pared celular estd formada por un polimero
denominado peptidoglicano, acidos teicoicos y acidos lipoteicoicos cuya funcion es
la de proteccion frente a la lisis osmotica. La membrana citoplamatica, similar a
toda membrana bioldgica, rodea el citoplasma de la célula procariota. Consta de
una doble capa de lipidos que se estabiliza por interacciones hidrofobas entre
residuos de acidos grasos de los lipidos y por interacciones electrostaticas entre
sus cabezas hidréfilas. En esta doble capa de lipidos se insertan proteinas
denominas proteinas integrales o transmembrana. Otras proteinas estan ancladas
en la superficie exopladsmica o ectoplasmica de la membrana y se las denomina
periféricas (Madigan et al., 2004).

Las membranas plasmaticas bacterianas presentan una proporcion mas alta de
proteinas (60%) que las membranas plasmaticas de las células eucariotas (30%),
probablemente debido a las numerosas funciones que realizan, dada la carencia
de organelas intracelulares. En células eucariotas, dichas funciones, se llevan a
cabo en membranas de organelas internas (Madigan et al., 2004). Los fosfolipidos
constituyentes de la membrana celular del S. mutans son derivados de
fosfogliceridos, siendo los de mayor proporcion fosfatidilglicerol (65%), cardiolipina
(difosfatidilglicerol) (18%) y fosfatidilcolina (12%) (Szabo et al., 1978).

Lembo y col. (Lembo et al., 2007), determinaron una distribucion genotipica de S.
mutans aislados de nifios con y sin caries activas. Estos autores expresaron que
las poblaciones de los microorganismos se diferencian segun los factores del
medio externo tal como la disponibilidad de sacarosa, que facilita su colonizacion.
Lambert y col. (Lambert y Moss, 1976) describieron una fuerte relacién taxonémica
de S. mutans con S. salivarius utilizando el analisis de la composicion de acidos

grasos de membrana celular de dichos microorganismos.

4.1 Composicion de acidos grasos extraidos de membr ana de
cepas autéctonas de Streptococcus mutans
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El andlisis de la composicion de los acidos grasos de membrana de diferentes
microorganismos se utiliza, en conjuncién con otros métodos como el estudio del
genoma, para la identificacion de especie y subespecie microbiana. El estudio de
la composicién lipidica de diferentes poblaciones bacterianas posee aplicaciones
para confirmar y establecer relaciones filogenéticas microbianas, que se logra no
s6lo sobre la base de la semejanza de los acidos grasos en cuestion, sino por el
analisis de su variabilidad (Lembo et al., 2007).

Teniendo en cuenta las localizaciones mas frecuentes de la lesion de caries como
las superficies oclusales y las superficies lisas del esmalte con las posibles
diferencias de sus respectivos microambientes, parecio importante como objetivo
de esta Tesis, el estudio del comportamiento de cepas autdctonas de S. mutans,
aisladas de biopelicula dental de dichas superficies, con y sin lesion de caries en
comparacion con una cepa de referencia ATCC. Es de hacer notar, que el estudio
de algunos factores de virulencia (acido tolerancia, acidogénesis, produccion de
polisacéaridos intracelulares, etc) del S. mutans en microambientes como saliva y
biopelicula dental han sido reportados por los autores como Welin-Neilansd
(Welin-Neilansd et al., 2007) y Khoo (Khoo et al., 2005). Sin embargo, no hay
antecedentes bibliograficos de estudios sobre el comportamiento del S. mutans en
las superficies lisas y oclusales de elementos dentarios de una misma cavidad
oral, las cuales se abordan en este trabajo de Tesis.

En nuestro estudio, el perfil de los acidos grasos de las distintas muestras
estudiadas (Tabla 9 y 10) revelan la presencia del acido graso Cyp.1 (6 a 20%) Yy el
bajo porcentaje del acido graso Cyoo en todas las superficies analizadas (0,5 a
2%). Nuestros resultados concuerdan con los datos reportados por Lambert
(Lambert y Moss, 1976) quienes expresaron que la presencia de un mayor
porcentaje del acido graso Cyo.1 con respecto a Cyp, distingue a S. mutans y S.
salivarius de todas las otras especies orales.

Quivey y col. (Quivey et al., 2000) demostraron que Streptococcus mutans y
Streptococcus sobrinus crecidos en medios &cidos inducen cambios en la
composicion de acidos grasos de sus membranas. Dichos autores reportaron que

las células microbianas (S. mutans UA159 y S. sobrinus 6715) crecidas en cultivos
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a pH 5 mostraron un mayor porcentaje (2,82 veces) de acidos grasos insaturados
(Cis1 Y Co0:1) (47,7%) en comparacion con los porcentajes observados a pH 7
(16,9%). Ademas, expresaron una disminucion (1,43 veces) de los porcentajes de
los acidos grasos saturados (Cis0 Y Cie:0) @ pH 5 (39%) en comparacion con los
porcentajes observados a pH 7 (55,7%).

Similarmente, en nuestro estudio al comparar el perfil de los diferentes acidos
grasos de membrana, en cepas de S. mutans crecidas apH 7y pH 5 (Tabla 9 y
10), se observo un incremento (2,16 veces) de acidos grasos insaturados a pH 5
(54,3%) en comparacion con los porcentajes observados a pH 7 (25%). Por el
contrario los valores de los &cidos grasos saturados en todas las superficies
estudiadas a pH 5 (40%) revel6 una disminucion (1,7 veces) con relacion a los
porcentajes a pH 7 (68%).

Ademas, la relacion incremento / disminucion de los acidos grasos de membrana
citados, en las cepas de referencias estudiadas por Quivey (Quivey et al., 2000)
fue de 1,97 (2,82 / 1,43), mientras que en nuestras cepas, la misma relacién fue
de 1,27 (2,16 / 1,7). Esto podria estar indicando caracteristicas particulares de la
cepa autéctona de S. mutans.

En nuestra investigacion concluimos que el perfil d e los acidos grasos de
membrana de S. mutans se diferencid a pH 5, con respecto al perfil de lo s
microorganismos desarrollados a pH 7, en todas las muestras. A pH 5, DCSL
reveld diferencias significativas en acidos grasos de cadena larga e
insaturados con relacion a DCSO. Esto indicaria que en DCSL, el mecanismo
de sobrevivencia del S. mutans al ambiente acido estaria acompafiado con
cambios en el perfil de sus acidos grasos de membra na. Este tipo de
cambios podria afectar la organizacion de la bicapa lipidica y en
consecuencia la correlacion entre los segmentos hid rofobos del lipido y la
proteina (ATPasa), cuya funcibn es la de mantener | a permeabilidad

proténica de la membrana.

4.2 Parametros estructurales de membrana de Streptococcus

mutans
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Continuando con nuestra investigacion y en base a los cambios observados en la
composicion de &cidos grasos de membrana de S. mutans a pH acido, se
analizaron algunos parametros estructurales de membrana, a fin de establecer las
consecuencias y/o posibles bases moleculares epigenéticas relacionadas a los
mecanismos de sobrevivencia del microorganismo en ambientes acidos.

En nuestro estudio, al mismo pH, la longitud promedio de la cadena acidica
saturada (CPLPsawrado) Y de la cadena insaturada (CPLPinsawrado) fueron similares
en ambas superficies [Tabla 14 (A)(B) y 15(A)(B) ]. Por esta razon y considerando
que el NH es la suma de las longitudes de ambas cadenas saturadas e
insaturadas, no se observaron diferencias significativas del NH entre ambas
superficies a un mismo pH. Esto est4 indicado en las Tablas 16 y 17, donde los
valores del nucleo hidrofobo (NH) de las dos superficies cariadas (DCSL y DCSO)
no variaron significativamente a un mismo pH. Como el espesor del nucleo
hidroéfobo puede afectar la interaccion lipido-proteina (Wang et al., 1995), debido a
la falta de correlacion entre los segmentos hidréfobos del lipido y el de la proteina,
podemos inferir que el espesor del NH, no es un factor determinante para la
induccidn de alteraciones en las interacciones lipido-proteina en ninguna de las
dos superficies a un mismo pH. Por otro lado, es necesario remarcar que el NH no
es el unico factor que puede alterar la relacion lipido-proteina. En efecto, el grado
de interaccion en el plano horizontal y vertical de la membrana puede afectar el
funcionamiento de los componentes proteicos de la membrana. A pH 5, en DCSL
el menor valor de AC observado, indicaria una mayor interrelacion entre las
cadenas acidicas sn-1 y sn-2 vecinas en el plano horizontal. Al realizar el mismo
andlisis en el plano vertical, el menor valor de AC, indicaria una menor
interdigitacién entre las cadenas de acilos de las dos monocapas lipidicas.
(Figuras 18 y 19). Al comparar los valores del AC, se observaron diferencias
inducidas por el pH. En efecto, en ambas superficies, el descenso del pH, provoco
la disminucion del AC (Tablas 16 y 17). Esto indica que a pH 5, la diferencia entre
las longitudes de las cadenas de acilo sn-1y sn-2 es menor que a pH 7. Por lo
tanto, la interrelacion en el plano de la membrana entre las cadenas de acilo

vecinas seria mayor, lo que llevaria a un incremento de la estabilidad de la bicapa
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lipidica comparada con la estabilidad a pH 7. Ademas, a pH 5 se observa una
disminucion del AC del 56 % (p< 0,05) en DCSL con relacion a DCSO (Tabla 17);
esto indicaria que S. mutans en DCSL, a pH5, modifica méas intensamente la
organizacion de su membrana con un mayor incremento de la estabilidad o
interaccion cadena-cadena con respecto a DCSO. Los autores Calderony Eynard
(Calderon y Eynard, 2000) estudiaron la relacion entre diferentes acidos grasos
(Co2:6n-3 Y Cis2n0) Y las propiedades anisotropicas de la membrana plasmatica de
urotelio de rata, concluyendo que el papel modulador de los &cidos grasos sobre la
rigidez de la membrana plasmatica posiblemente estaria mediado por la
composicion de los acidos grasos, las longitudes de cadenas acidicas saturadas e
insaturadas y por la libertad de movimiento de las cadenas acilo de los fosfolipidos
constituyentes la membrana.

En nuestro estudio, al comparar los acidos grasos monoinsaturados C 161, C181 Y
Cz0:1 en DCSL (Tabla 9 y 10), se observé a pH 5 un incremento de 5, 1,8 y 4,6
veces respectivamente, en comparacion con los valores a pH 7. La posicion de la
doble ligadura en cada uno de estos &cidos grasos varia, siendo la misma,
posicionada en el C;, Cg y Cy;, respectivamente. Esto abre la posibilidad de que la
organizacion de la membrana, a distintos niveles de profundidad de la misma, sea
diferente. (Calder6n y Eynard, 2000). En nuestro trabajo, a pH 5, la longitud de los
segmentos superior e inferior con respecto a la doble ligadura en acidos grasos
monoinsaturados (C 161, C 181 Y C 201) no mostraron diferencias significativas
(Tabla 20). Por lo tanto si el segmento C-C trans mas largo no varia, este factor no
afectaria, en las condiciones estudiadas, el grado de contacto entre las cadenas.
Sin embargo, a pH 5 el porcentaje de acidos grasos insaturados en DCSL es
mayor que en DCSO, por lo tanto es posible sugerir que en DCSL a pH 5, se
produciria un incremento de areas de mayor contacto, originando, en definitiva,
una superficie de membrana mas rigida.

Por lo tanto, la posicion de la doble ligadura no afectaria ni el NH ni la interaccion
en los segmentos terminales (profundidad de la bicapa) de las cadenas acidicas.
La mayor estabilidad o interaccidén sugerida en DCSL, en relacion a DCSO a pH 5,
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estaria dada solamente, por la disminucién del AC y la mayor proporcion de acidos
grasos insaturados.

Es importante considerar que los lipidos de las membranas pueden encontrarse,
en funcion de la temperatura, en dos estados o fases diferentes. Fase de gel
donde las cadenas hidrocarbonadas del lipido estdn en estado mas rigido que en
la fase de cristal-liquido o fluida. La temperatura a la cual se produce el cambio de
estado de gel a cristal-liquido se denomina temperatura de transicion (Tm) (Wang
et al., 1995).

Estudios calorimétricos han indicado que los valores de Tm de los lipidos de la
bicapa dependen fundamentalmente de la suma total de &tomos de carbono de
ambas cadenas de acilo (sn-1: saturado y sn-2: insaturado) asi como la posicién
del doble enlace a lo largo de la cadena de acilo sn-2 (Wang et al., 1995). En
efecto, Tm depende de las propiedades de los lipidos que constituyen la bicapa.
La presencia de fosfolipidos con insaturaciones en sus cadenas hidrocarbonadas
provoca una disminucion de Tm, debido a que los dobles enlaces producen
torsiones en las cadenas y por consiguiente irregularidades en el
empaguetamiento de las cadenas acidicas que conducen y facilitan el incremento
de la movilidad de las mismas y la disminucién de la temperatura a la cual se
produce la transicion de fase. Por otra parte, la presencia de fosfolipidos con
cadenas hidrocarbonadas saturadas en la bicapa, incrementan el Tm debido a que
estos fosfolipidos presentan una elevada capacidad de agregacion / interaccion y
baja movilidad (Wang et al., 1995).

En nuestro trabajo, a pH 7 y 5, en DCSL, los porcentajes de los acidos grasos
insaturados fueron del 23,5 y 59,32 % respectivamente (Tabla 9 y 10). No
obstante, se dijo anteriormente que el Tm depende del numero total de atomos de
carbono. Segun los estudios calorimétricos de Wang y col (Wang et al., 1995), el
incremento de 18 a 20 &tomos de carbono en la posicion sn-2 induce el
incremento de Tm de 5,6 a 13,2. Si consideramos que en nuestro estudio el
cambio de pH de 7 a 5, en DCSL, incrementa los &cidos grasos de cadena larga
(18 y 20 &tomos de carbono), es razonable hipotetizar un probable incremento de

Tm a pH é&cido, lo que se relacionaria con una disminucion de la movilidad de las
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moléculas lipidicas (mayor interaccion acilo-acilo) cuando el pH desciende de 7 a
5. Si bien, no hemos efectuado estudios calorimétricos, esta hipotesis parece tener
soporte en el dato experimental de nuestro estudio, que muestra la disminucién
del AC a pHS5. Esto significa que la diferencia entre las longitudes de las cadenas
saturadas e insaturadas disminuye, favoreciendo el mayor contacto cadena-
cadena.

Nuestros datos, indicarian una mayor estabilidad de la bicapa lipidica en
DCSL a pH 5 que a pH 7. Esta estabilidad no depende ria especificamente del
grosor del nucleo hidrofébico, ni de la longitud de | segmento lineal C-C trans
mas largo de la cadena acidica sn-2 (insaturada). E | posible factor
estabilizante que ocurriria a pH 5 pareceria depend er del incremento de los
acidos grasos insaturados de cadena larga (posicion sh-2) que aumentaria
las areas de contacto, justificando la disminucién del AC (longitud de sn-1:
saturado — longitud de sn-2: insaturado) e incremen  tando la estabilidad de la

bicapa.

4.3 Fosfolipidos totales de membrana de  Streptococcus mutans

crecidosapH7y5

En la tabla 21 los datos indican que la cantidad de fosfolipidos de membrana
provenientes de todas las superficies estudiadas aumentaron con el descenso del
pH. La muestra ATCC, a pH 5y 7, se diferencia de las muestras DSSL y DSSO
por su menor cantidad de fosfolipidos. Esto podria indicar otra diferencia de las
cepas autoctonas con respecto a cepas de coleccion.

A pH 5 se observo incremento de fosfolipidos en DCSL en relacion a DCSO. Una
de las interpretaciones posibles es que el mayor incremento de fosfolipidos en
DCSL en relacion al incremento en DCSO, a pH 5, indicaria un aumento de la
densidad de las cadenas acidicas. Si esto es asi, la movilidad de las cadenas
dentro de la bicapa estaria disminuida a pH &cidos. Esto se correlaciona con los

otros hallazgos (disminucion del AC e incremento de la longitud de la cadena sn-
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2), todos indicativos de un aumento de contacto entre las cadenas acidicas vy el
probable incremento de la estabilidad de la membrana.

Nuestros datos permiten sugerir que la membrana pla  smética de los
microorganismos desarrollados hasta alcanzar un pH de 5 en DCSL posee
mayor rigidez u organizacion que los desarrollados en idénticas condiciones
en DCSO. Esta conclusion se basa en la disminucion del AC, determinada
por el aumento de la longitud de las cadenas acidic as en la posicion sn-2
(insaturada), que aumenta las areas de membrana de mayor inmovilidad.
Acorde a estos resultados se observo el incremento de fosfolipidos en DCSL
con respecto a DCSO, lo que incrementaria la densid ad de las cadenas
acidicas y consecuentemente su inmovilidad. Es necesario remarcar que los
efectos de las interacciones elestrostaticas de las cabezas polares de los
fosfolipidos no han sido abordados en este trabajo y que los resultados
encontrados representan solo una parte de un sistema complejo de interacciones

electrostaticas e hidrofobas, positivas y negativas.

4.4 Sobrevida acida y pH en suspensiones bacterian as de

Streptococcus mutans

Muchas bacterias de la biopelicula dentobacteriana contribuyen de manera
significativa a la formacion de caries, ya que son capaces de producir suficiente
acido (pH 5) como para iniciar una lesion de caries. Los organismos implicados en
la enfermedad de la caries, como S. mutans, deben ser capaces no sélo de crecer,
sino que deben poseer la capacidad de sobrevivir en ambientes acidos.

Los autores de Soet y col. (de Soet et al., 2000) analizaron en un rango de pH
entre 7,0 a 5,0, la velocidad media de produccion &cida de S. mutans y S. sobrinus
en comparacién con otros estreptococos orales (S. mitis, S. oralis , S. gordonii, S.
sanguis, S. intermedius, S. anginosus, S. constellatus y S. vestibularis)
concluyendo que la velocidad con la que S. mutans produce &cido es

significativamente mayor que la de los otros estreptococos orales.
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En nuestros hallazgos al comparar pH inicial y pH final entre DCSL y DCSO
encontramos que la muestra que acidificd mas el medio fue DCSL (pH final: 3,1)
(Tabla 24). La diferencia en la capacidad de acidificacion del medio de los
microorganismos provenientes de las distintas superficies estudiadas muestra el
diferente comportamiento o expresion fenotipica de las cepas desarrolladas en la
superficie DCSL. Esto estaria indicando la mayor capacidad cariogénica de la
cepa, probablemente inducida por el diferente ecosistema desarrollado en la
superficie lisa cariada, poniendo de manifiesto la particular importancia del mismo
El poder acidégeno (factor de virulencia) de S. mutans puede conducir a cambios
ecologicos en la flora de la biopelicula dental, que incluye un aumento de la
proporcion de S. mutans productores de acido al medio y la disminucién de la
flora sensible a dicha acidez (Streptococcus mitis, oralis y sanguis) (Banas, 2004).
Acompafiando al poder acidogeno, S. mutans posee la caracteristica de la
tolerancia acida. Conserva su capacidad de sobrevida incluso a niveles de pH que
son inhibitorios para algunas especies bacterianas (pH 4.4), siendo esto una
caracteristica distintiva de S. mutans (Matsui y Cvitkovitch, 2010). En nuestro
trabajo, encontramos que la sobrevida acida, medida como UFC/ml, fue mayor en
DCSL comparada con DCSO (Tabla 27), coincidiendo con el desarrollo de una
membrana posiblemente mas rigida y mas resistente al medio externo adverso
(mayor acidez) y en consecuencia con una cepa con mayor poder acidégeno.

En definitiva, en DCSL los microorganismos fueron m as acidogenos y
simultaneamente tuvieron una mayor resistencia y so brevida a la acidez del
medio. Esto nos permite definir a los microorganism os desarrollados en
DCSL como los de mayor capacidad cariogénica compar ados con los
desarrollados en DCSO.

Nuestros resultados indican que una de las posibles estrategias para el
incremento de la sobrevida acida de S. mutans en DCSL consistiria en cambiar el
propio perfil de 4cidos grasos de su membrana desde cadenas saturadas y cortas
(pH 7) a cadenas monoinsaturadas y largas (pH 5). En las secciones anteriores
se analizaron estos cambios y se definieron como inductores de un incremento en

la interrelacion de las cadenas acidicas en la bicapa lipidica, que permite

78 Bioquimica Maria Alejandra Bojanich



Estudio del comportamiento de cepas autdctonas de Streptococcus mutans en diferentes
localizaciones de la caries dental

correlacionarlo con el posible incremento de la estabilidad de la misma (mayor

rigidez).

45 Actividad de la F-ATPasa y P-ATPasa de membra na de

Streptococcus mutans

Se conoce que F-ATPasa y P-ATPasa estan presentes en la membrana de S.
mutans para mantener la homeostasis intracelular. Estas enzimas constitutivas
representan ATPasas con funciones de bombas de protones (Bender et al., 1986).
La induccion de las bombas de protones en ambientes acidos y la consiguiente
expulsion de protones de la célula al exterior ayuda a mantener un elevado pH
citoplasmatico en relacion a su entorno (Kuhnert et al.,, 2004). La actividad de
estas enzimas es de suma importancia para la tolerancia acida de
microorganismos tales como S. mutans, de tal manera que el pH éptimo de la F-
ATPasas esta directamente relacionado a la capacidad del microorganismo para
sobrevivir en condiciones acidas (pH 5) (Bender et al., 1986). Ademas de las F-
ATPasas, Magalhaes y col. (Magalhaes et al.,, 2003) demostraron otros
mecanismos enzimaticos que pueden ayudar a mantener un pH citosolico cercano
a la neutralidad durante el crecimiento del microorganismo. Magalhaes y col.
identificaron una proteina de membrana 100-kDa que puede mantener un pH
intracelular por encima del medio externo. Este grupo postulé que esta proteina,
diferente a la F-ATPasa, debido a su sensibilidad a ortovanadato y lansoprazol
funciona como una P-ATPasa.

Los protones provenientes de la via glucolitica anaerdbica, acidifican el
citoplasma, pero las enzimas glucoliticas como otras funciones celulares son
sensibles a la inhibicion por la acidez intracelular. Por lo tanto, la funcion de la F- y
P-ATPasa es la de translocar protones al exterior y mantener un gradiente de pH a
través de la membrana citoplasméatica compatible con la vida (Thedei et al., 2008).
La actividad de la F- y de la P- ATPasa es un reflejo de la capacidad de sobrevida
del microorganismo. Bender y col. (Bender et al., 1986) determinaron la actividad
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de ATPasa total en cepas de referencia (ATCC) de diferentes microorganismos (S.
sanguis NCTC 10904, S. salivarius ATCC 13419, S. faecalis ATCC 9790, S.
mutans GS-5, y Lactobacillus casei ATCC 4646). Estos autores encontraron
incrementada la actividad de la F-ATPasa de membrana de microorganismos
desarrollados en medio acido, indicando que la actividad enzimatica es uno de los
mecanismos principales de la tolerancia acida para estreptococos orales.
Considerando que el funcionamiento de las ATPasas es dependiente de la
organizacion y/o composicion de la membrana y basado en nuestros resultados
gue evidenciaron diferencias en la sobrevida acida y diferencias estructurales de
membrana dependientes de la superficie (DCSL y DCSO) propusimos estudiar la
actividad de las ATPasas en ambas superficies. De esta manera intentamos
ampliar los conocimientos referentes a los posibles mecanismos involucrados en
la tolerancia &cida desarrollada en un ambiente de heterogenicidad ecoldgica,
como la cavidad oral. A nuestro entender los efectos de las diferentes superficies
de una misma cavidad oral, sobre las bombas de protones (ATPasa), no han sido
abordados hasta el momento.

Por otro lado, segun Marcelle y col. (Marcelle et al., 2004) S. sobrinus 6715 posee
una mayor resistencia acida que S. mutans UA159; estos autores expresaron que
las diferencias en los mecanismos de tolerancia é&cida entre los dos
microorganismos se debe a que S. sobrinus es constitutivamente o genéticamente
acido tolerante.

De esta manera Marcelle y col. (Marcelle et al., 2004) estudiaron los mecanismos
moleculares génicos que regulan la adaptacion de S. sobrinus a un ambiente
acido. Sin embargo, estos autores no consideraron factores epigenéticos como la
organizacion de la membrana que alberga las proteinas translocadoras de
protones, ni la viabilidad que puede desarrollarse en una misma cavidad oral. Por
esta razon, consideramos que los resultados de esta Tesis, constituyen un
antecedente con respecto al estudio de estos factores epigenéticos.

Como se mencion6 anteriormente, en la membrana plasmatica existen proteinas

integrales o transmembrana (F-ATPasa y P-ATPasa); las interacciones entre este
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tipo de proteinas de membrana y el ambiente lipidico que las rodean son
importantes para determinar la estructura y funcion de la misma.

Segun los estudios de Marsh Derek (Marsh Derek, 1995) las proteinas integrales
de la bicapa lipidica requieren que la seccién transmembrana hidrofoba de la
proteina coincida con la region hidréfoba de los lipidos, a fin de evitar un contacto
energéticamente desfavorable en dichas regiones. En dicho trabajo, se expreso
gue cuando no hay coincidencias en las zonas hidrofobas lipido-proteina, se
producen desajustes que llevan a una separacion de fase o segregacion de los
componentes lipidicos con los proteicos, creando dominios enriquecidos en uno de
los dos componentes. Ademas, concluyeron que la longitud de las cadenas
acidicas de los lipidos de la bicapa afectan el estado de agregacion de la proteina
o desajuste hidréfobo lipido-proteina. Marsh Derek (Marsh Derek, 1995), en su
trabajo, concluyd que cuando la longitud de la cadena acidica (C;5) es mayor que
la extension hidréfoba de la proteina, esta tiende a agregarse formando dimeros,
separandose del lipido y disminuyendo la interaccion hidrofoba entre ambos; por el
contrario cuando la longitud de la cadena es menor (C;2) que la zona hidréfoba de
la proteina, se producen agregados monoméricos de la proteina con lipidos
atrapados dentro de los mismos, estableciendo interacciones con la proteina. Con
longitudes de cadenas intermedias (C14), Se producen coincidencias con las zonas
hidréfobas de la proteina y esta adopta una forma monomérica, quedando la
totalidad de su superficie hidréfoba en total coincidencia con la de los lipidos.
Estos resultados indican que el desajuste 0 no coincidencia en la zona hidrofoba
puede conducir a la separacion del lipido en relacién a los componentes proteicos,
y formar dominios con predominio de lipidos o proteinas.

Nuestros resultados indican que el AC (diferencia entre las longitudes de sn-1y
sn-2) es menor en DCSL en comparacion a la de DCSO (Tabla 17). Esto nos
indica que las superficies hidrofobas en ambos casos serian diferentes, siendo
mayor en el caso de DCSL. Este resultado junto con la mayor actividad de ATPasa
(Tabla 30) encontrada en DCSL y homologando los mismos con las conclusiones
de Marsh Derek (Marsh Derek, 1995), podemos hipotetizar que el mayor contacto

hidrofobo del lipido con la proteina, en el caso de DCSL, favoreceria la mayor
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actividad de la ATPasa. Por el contrario, el menor contacto hidréfobo
lipido/proteina en DCSO produciria un desajuste entre el componente lipidico y
proteico, que podria afectar negativamente la funcionalidad enzimatica (ATPasa
total).

Coincidiendo con Marsh Derek (Marsh Derek, 1995), Lee (Lee, 2004), expresa en
su trabajo, la necesidad de una correlacion entre las regiones hidréfobas de la
proteina con la de los lipidos que la rodean, para la 6ptima funcionalidad de la
misma. Lee (Lee, 2004) enuncia que el espesor hidréfobo de la bicapa debe
coincidir con el espesor hidrofobo de la proteina embebida en la bicapa, a causa
de los altos costos energéticos que se producen cuando las cadenas de acilo de
los acidos grasos o los aminoacidos hidrofobos contactan con agua. Sin embargo
Lee (Lee, 2004), a diferencia de Marsh Derek (Marsh Derek, 1995), hace foco
sobre aspectos geométricos o topologicos de la membrana y puntualiza que la
falta de coincidencia entre los espesores hidrofobos de la bicapa del lipido y la
proteina conduce a la distorsion de la bicapa lipidica, o de la proteina, o de ambos,
para minimizar el desajuste. Lee (Lee, 2004) asume, en su trabajo, que las
cadenas de acilo vecinas a una proteina de membrana ajustan su longitud para
gue coincida con el espesor hidréfobo de la proteina. En efecto, cuando el espesor
hidrofobo de la bicapa es menor que el de la proteina, las cadenas lipidicas
vecinas a la proteina se “estiran” para proporcionar una bicapa mas gruesa,
creando una curvatura positiva (exocitosis). A la inversa, cuando el espesor
hidréfobo de la bicapa es mayor que el de la proteina, las cadenas lipidicas se
“comprimen” para proporcionar una bicapa mas delgada, creando una curvatura
negativa (endocitosis). Los cambios relativamente pequefios en la union de lipidos
con las proteinas son debido a los cambios de las longitudes de las cadenas de
acilo. Los resultados de Lee (Lee, 2004), sugieren que las cadenas de acilos se
“estiran” o “comprimen” para proporcionar, tanto como sea posible, una igualacién
hidréfoba completa con la zona proteica. Esto conlleva a cambios de curvatura
espontanea de la bicapa lipidica acoplada a posibles cambios conformacionales o
de distorsidon de la proteina de membrana para proporcionar las interacciones mas

fuertes. Tanto el lipido como la proteina se modifican para favorecer la mejor
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interaccion, con el resultado de una éptima actividad. De esta manera la funcion
de la proteina es dependiente de la estructura del lipido que la rodea.

Tomando en conjunto los trabajos de Marsh Derek (Marsh Derek, 1995), y de Lee
(Lee, 2004) y nuestros resultados, que muestran una diferente organizacion de la
membrana microbiana segun la superficie, ejemplificamos en las Figuras 32 y 33,
como podrian interaccionar los lipidos y las proteinas y como dicha interaccion
podria afectar la actividad enzimética de la ATPasa (factor de virulencia).

En DCSL, el aumento de los &cidos grasos insaturados de cadena larga
(sn-2) mejoraria la interrelacion de los mismos con los sectores hidréfobos de la
proteina ATPasa, lo cual contribuiria a la mayor actividad enzimética 6 expulsion
de H" al exterior (Figura 32), por lo que en DCSL, el factor de virulencia del S.
mutans estaria aumentado. Por el contrario, cuando las cadenas de los acidos
grasos de membrana son mas cortas y saturadas (sn-1) como en DCSO, podrian
producirse espacios o “bolsillos” entre el lipido y la proteina, influenciando el
comportamiento de la ATPasa. En este caso las zonas de contacto entre la
porcion hidrofoba de la proteina y la de los acidos grasos no estaria totalmente
coincidente (Figura 33). Como consecuencia de este desajuste la actividad
enzimatica estaria disminuida y no se produciria una suficiente expulsion de H" al
exterior (factor de virulencia disminuido).

Tanto el cambio en el perfil de los acidos grasos de membrana de S. mutans como
los cambios de la actividad de la ATPasa total son procesos simultaneos. Es de
hacer notar que la relacion causal entre los mismos resta aun por demostrar.

En sintesis, sugerimos que la mayor actividad enzim  atica en DCSL estaria
relacionada a los cambios de la organizacion de la membrana, inducidos por
los cambios en la composicion lipidica, que favorec en la mejor interaccion

entre los segmentos hidrofobos de ambas partes, lip  ido y proteina.
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Figura 32: Modelo hipotético de la interrelacion li  pido-proteina de DCSL
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Figura 33: Modelo hipotético de la interrelacion li  pido-proteina de DCSO
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La zona hidréfoba de las cadenas de acilos no coincide totalmente con la zona hidréfoba de la
proteina, creando huecos o “bolsillos”, donde la interaccion lipido / proteina es deficitaria

afectando la actividad de la enzima.
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CONCLUSIONES

Las cepas aisladas de superficies sanas (DSSL y DSSO) se comportaron
de manera similar con relacion a la cepa de referencia ATCC.

El perfil de los acidos grasos de membrana de S. mutans se diferencio a
pH 5, con respecto al desarrollo del microorganismo a pH 7, en todas las
muestras.

En DCSL, a pH5, se observé mayores diferencias significativas en acidos
grasos de cadena larga con relacion a ATCC y DCSO, lo que indicaria una
diferencia de las cepas autdctonas de S. mutans aisladas en este trabajo.
En DCSL, a pH5, se observd mayor diferencias significativas en acidos
grasos insaturados con relacion a ATCC y DCSO, lo que indicaria una
diferencia de las cepas autéctonas de S. mutans aisladas en este trabajo.
La relacion incremento / disminucidn de los acidos grasos de membrana de
las cepas estudiadas fue menor comparada con las cepas de referencias
ATCC utilizadas por otros autores, lo que indicaria caracteristicas
particulares de la cepa autdctona de S. mutans utilizada en este trabajo.
Las muestras controles DSSL y DSSO se diferenciaron, a pH 5y 7, de la
muestra control de referencia ATCC por la mayor cantidad de fosfolipidos,
lo que indicaria otra diferencia de las cepas autéctonas de S. mutans
aisladas en este trabajo.

La estabilidad de la bicapa lipidica en DCSL a pH 5, no dependeria
especificamente del grosor del ndcleo hidrofébico, ni de la longitud del
segmento lineal méas largo de la cadena acidica sn-2 (insaturada). El factor
estabilizante observado a pH 5 pareceria depender de la menor diferencia
entre longitud de sn-1(saturado) y la longitud de sn-2 (insaturado);
indicando un probable mayor contacto y/o interaccion entre las cadenas
hidrofobas de los fosfolipidos, favoreciendo una mayor rigidez de la
membrana.

El incremento de fosfolipidos en DCSL, a pH 5, se corresponderia con un

aumento de la densidad de las cadenas acidicas. En consecuencia a pH
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acidos la movilidad de las cadenas dentro de la bicapa estaria disminuida,
lo que se traduciria como una mayor rigidez u organizacion de la
membrana.

* Los microorganismos desarrollados en DCSL expresaron mayor sobrevida
acida y actividad total de la ATPasa en relacion a la cepa de referencia
ATCC y DCSO.

 En resumen, sugerimos que en DCSL, los cambios especificos en la
organizacion de la membrana que ocurren a pH 5 favoreceria una mejor
interaccion entre el lipido y la proteina (ATPasa) aumentando la actividad
de la misma, lo cual se traduciria como una mayor capacidad cariogénica
de los microoganismos crecidos en DCSL comparado con los desarrollados
en DCSO.

Finalmente es importante remarcar que las investigaciones realizadas en este
trabajo de Tesis Doctoral contribuyen al mejor conocimiento del rol modulador de
los lipidos sobre la actividad de la ATPasa (factor de virulencia del S. mutans)
favoreciendo la mejor comprensién del comportamiento cariogénico de cepas

autoctonas en las superficies lisas cariadas.
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ANEXO 1

Todas las cepas microbianas, trabajadas en esta Tesis, fueron obtenidas de un
estudio de investigacion titulado: “Evaluacion de la Efectividad de Protocolos de
Tratamientos Preventivos en nifios con denticion Temporaria y Mixta segun
Criterios de Riesgo Cariogénico”. EIl protocolo de la investigacion fue aprobado
por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Medicas, Universidad
Nacional de Cordoba, Argentina sobre Actividades que Involucra a Sujetos
Humanos. Los padres y/o tutores de todos los sujetos firmaron el consentimiento
informado, después de una explicacion detallada del protocolo.
Las cepas de los microorganismos fueron obtenidas de nifios de ambos sexo, con
6,2t1,4 anos de edad, de la poblacion de Coérdoba, que concurrieron
espontaneamente a la Cétedra Integral Niflos y Adolescentes, Facultad de
Odontologia, Universidad Nacional de Cordoba, Argentina, razon por la cual son
denominadas cepas autoctonas.
A los nifios se les realizd una exploracion buco dental, efectuada por un
profesional competente, matriculado y perteneciente al plantel docente de la
Facultad de Odontologia. UNC. (Dra Maria Cecilia Martinez).
Los criterios de inclusion considerados fueron los siguientes:
> Presentar denticién temporaria pura y denticion mixta temprana con y sin
enfermedad de caries.
» No haber estado sometido a ningun tratamiento preventivo odontolégico
gue pudiera interferir con los resultados
» No haber recibido ningun tratamiento terapéutico durante las dos ultimas
semanas antes de la recoleccion de la muestra
Las diferentes zonas fueron secadas con torundas de algodon realizandose la
recoleccion de la biopelicula dentobacteriana de la cara lingual de primeros
molares inferiores, con no mas de seis meses de erupcién, con una sonda
periodontal para la superficie libre y con un pequeiio cepillo “microbrush” para la
zona oclusal de fosas y fisuras.
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Se estudiaron los elementos dentarios con diagndstico de caries de una misma
cavidad oral, tomando como control los elementos crontralaterales clinicamente
sanos (sin signos ni sintomas de lesion cariosa). Para ello se siguieron los criterios
de Pitts (Pitts, 1997), los cuales indican que el nivel C, son cavidades clinicamente
detectables en el esmalte.
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ANEXO 2

« *BOJANICH M A, CALDERON R O : “Relacién entre la composicion lipidica de
membrana y la Actividad de la ATPasa de cepas de Streptococcus mutans”
XLIIl Reunién anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Odontolégica.
S.A.1.O. 7-8-9 de Octubre de 2010. Los Cocos. Cordoba. Argentina. Expositor
poster.

« *BOJANICH M A, CALDERON R O : “Relacién entre la Tolerancia acida y la
Actividad de la ATPasa de cepas de Streptococcus mutans en distintas
superficies de la lesion cariosa” XLIV Reunién anual de la Sociedad Argentina
de Investigacién Odontoldgica. S.A.1.O. 27-28 y 29 de Octubre de 2011. San
Javier, Tucuman. Argentina. Exposicion oral.

e *BOJANICH M A, CALDERON R O: Estudio de la Tolerancia acida y la
actividad de la ATPasa en cepas autéctonas de Streptococcus mutans en
distintas superficies de la lesion cariosa. Il Jornadas de Investigacion Cientifica
en Odontologia (Il JICO). 17,18 y 19 de Noviembre de 2011. (N°10) Res. HCD
N°92/11. Exposicion oral.

e Ganadora del 1° Premio del Capitulo Biologia Bucal : Trabajo cientifico
titulado : Estudio de la Tolerancia acida y la actividad de la ATPasa en cepas
autéctonas de Streptococcus mutans en distintas superficies de la lesion
cariosa, otorgado por ACFO durante las Il Jornadas de Investigacion
Cientifica en Odontologia (IIl JICO). 17,18 y 19 de Noviembre de 2011. Res.
HCD N°92/11

* Virulencia factors and structural parameters relate d to Streptococcus
mutans membrane lipid composition . M.A.Bojanich, R.O.Calderdn. 2013.

Enviado para su publicacion a la Revista : FEMS Microbiology Letters
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