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" COMPARACION DE LOS EFECTOS DE LA GALACTOSA Y LA GLUCOSA EN

LAS RESPUESTAS DEL PH DE LA PLACA DENTAL HUMANA, SEDIMENTO

SALIVAL Y CULTIVOS PUROS DE BACTERIA ORAL .

N.O. SALAKO y KLEINBERG*
Departamento de Biologia Oral y Patologla, State University de
Nueva YOrk, :Stony Brook .

SUMARIO: ;
Comparaciones hechas en,lé’plaéa.dentélyﬁhfvivo demostraron
que la galactosa produce ‘una disminubiéﬂfeﬁlelrpﬂ significativa-
mente mas pequefia que la glucosa. Estudios in vitro con la pla-
ca, sedimento salival y cultivos puros de bacteria oral reali-
zados en ausencia de factores intraorales tales como la saliva
fluida, confirmaron esta menor acidogenicidad de la galactosa.
Cultivos puros mostraron que la mayoria de la bacteria probada
produce una disminucién de moderada a larga con la glucosa, pero
solamente es poca con la galactosa; la mayoria produjo una dis-
minucién de moderada a pequefia o ninguna respuesta del pH con
este azlcar. Estp sugirié que las disminuciones mds pequefias en
el pH vistas en la placa in vivo con galactosa, fueron amplias
debido a diferencias bacteriales bédsicamente que, individualmen-
te, los microorganismos residentes tienen menos capacidad galac-
tolitica que glucolitica. Las variaciones en la capacidad se a-
tribuyeron a las diferencias en el proceso de transporte de mem-
branas y sendas metabélicas normalmente disponibles a las bacte-
rias para el catabolismo de glucosa y galactosa. En los experi-
mentos in vitro, debido a que la placa y el sedimento pueden pro-
ducir base tan facilmente como pueden producir &cido, los subs-
tratos de nitrogenados identificados anteriormente como mayores
estimulantes de la formacién de base, urea y arginina, fueron



ntes en-las
Estos mostraron,

alactosa podria ser

combatida més* facllmente en’ su habllidad de reduc1r el pH, me-
diante uno u otro de esos dos substratos de formac1on de base,
que lo que podrla la glucosa. Los efectos fueron diferentes con
urea y con arginina; la atenuacibén de la urea ocurrié més tempra~
no y la atenuacidén de arginina més tarde en la placa y el sedi-
mento. Las perfiles de pH de base 4cida correspondientes a cul-
tivos puros, fueron diferentes. E1los mostraron que la mayoria
de las bacterias carentes de una o mds capacidades galactoliti-
cas, glucoliticas, ureoliticas y arginoliticas es claramente e~
vidente tanto en la placa como en el sediemnto. Un descenso sig-
nificante con la glucosa fué encontrado en los perfiles del pH

de la mayoria de las bacterias examinadas, considerando que tal,
no era el caso con la galactosa, con los dos substratos de forma-
cidén de base examinados al mismo tiempo. Esto sugiere que los
cultivos puros mezclados serdn necesarios en la construccién de
modelos para simular los perfiles del pH de base &cida vistos en
la placa y el sedimento con los substratos anteriores. También,
el conocimiento de los perfiles del pH de base 4cida de bacteria
individual debe hacer posible la seleccidén de la bacteria apro-
piada para tal propdsito, asi como facilita el entendimiento de
cbémo la composiciédn microbial de la placa y sus respuestas de

pH estédn relacionadas.

Palabras Claves:

Galactosa, glucosa, pH, placa. sedimento, cultivos orales.



" "INTRODUCCION ".

@ebido’al papé1‘primario de los azlicares dietéticos en la
caries dental, 1a55ﬁ§toéa y sus monosacidridos constituyentes,
glucosa y fructosé,»han sido extensivamente estudiados por sus
efectos en la produccién de Acido y pH acidico mediante la f£lo-
ra microbial mezclada en la placa dental y otros sistemas micro-
biales oraleé](Stephan, 1944;>Stephan y Hemmens, 1947; Stralfors
1950; Kleinberg, 1961; Neft, 1967; Frostell, 1973; Geddes, 1972
1975; Imfeld, 1983; Harper y Laesche, 1983; Rugg~Gunn, Roberts
y Wright, 1985).

Ha sido demostrado que el enjuague con soluciones de tales
azlcares resulta en una réapido. disminucién en el pH de la placa
seguida por un lento retorno al nivel inicial (Stephan, 1940;
Stralfors, 1950; Imfeld, 1983).

Esta respuesta a un resto del azficar ha demostrado diferir
en indivuduos y en sitios de diferente actividad de caries, con
mayor actividad asociada a una o mas respuestas de pH acidico
(Steohan, 1944; Kleinberg y Jenkins, 1964; Mandel y Zengo, 1973).

Otros azficares comunes han sido estudiades por su habilidad
para producir un pH acidico en la placa dental incluyendo los di-
sacadridos, maltosa y lactosa (Birkhed, Wickholm y Frostell, 1975).

La maltosa produce un pH y efectos cariogénicos similares
a aquellos de la glucosa, fructosa y sucrosa (Stephan y Hemmens
1947; Neff, 1967; Frostell, 1973; Burdevold et al.,1983), donde
la lactosa, el disacdrido encontrado en la leche humana y de bo~
vino y en muchos alimentos conteniendo productos lécteos, apa-
rece para ser menos acidogénica y menos cariogénica (Shay, Ein-
seld y Wollman, 1959; Jenkins y Ferguson, 1961; Frostell, 1973;
Mor y McDougall, 1977).

Esto ha sido atribuido a la lactosa siendo fdcilmente hidro-

lizada por la bacteria oral, y a la galactosa, uno de sus azlicares



ativa ente menos’

monosacarldo (K1e1nberg>1970a)

1f;crimehté estﬁdiada (Stéﬁhénvy He-
) ’11;1983), pero podria ser-un impor-
tante éub't'at tabollsmo de base &cida de la. placa, de-
bido ‘& que podrla favorecer una menor acidogenicidad que cual-

qulera_de,los azficares comunes anteriores.

La galactosa es el carbohidrato mds prevalente en la glico-
proteina salival (Caldwell y Pigman, 1966) y sobre la degrada~
cidén por la bacteria oral (McDougall, 1963; McGaughey y Stowel,
1966; Leach y Critchley, 1966) podria ser disponible a la bac-
teria de la placa para una continua produccién de 4cido, especial-~-
mente, entre comindas (Stephan, 1944; Kleinberg et al.,1982).

En adicién, podria, a travéz de la seleccidn bacterial (co-
mo podrian otros azlcares glicoproteinicos), influir en la com-
posicién microbial de la placa dental (De Jong, van der Hoeven
y van Os, 1986; van der Hoeven, 1990).

Nuestro presente estudio tuvo dos objetivos. Uno fué eva-
luar a la galactosa como un acidbgeno en la placa y el sedimen-
to salival, asi como parte de un intento que marcha a identifi-
car y caracterizar los substratos que son centrales a los meta-
bolismos de base Acida de estos sistemas microbiales mezclados
y su habilidad para producir cambios substanciales en el pH (Klein-
berg, 1970b).

La habilidad de la galactosa para aminorar el pH fué eva-
luada comparando, primero, su habilidad para disminuir el pH de
la placa dental in vivo en relacibn a la bien estudiada, acidé-

geno fuerte, glucosa.

Los dos azlicares fueron después comparados en la placa y el
sedimento salival in vitro donde los factores orales que pueden
afectar el pH, tales como la saliva fluida (Englander, Shkalir

y Fosdick, 1959), estdn ausentes.



Estudios  més. tempranos - han'indicado-gque las comunidades de
bacterias mezcladas tantof'efla'plécé como -del’sedimento, son ca-

ise tan fAcilmente comp ueden producir dcido

paces de produc1

y tal formacién de base puede afectar 51gn1f1qat1yamente el pH
(Kleinberg, 1961, 1967 Slnger et al.,1983)

Los dos substratos nitrogenados identificados como las més
capaces para realizarlo fueron la urea y la-arginina (Kleinberg
y Craw, 1976; Kleinberg, et al.,1979). 7

Consecuentemente, en los experimentos in vitro de placas y
sedimentos, la distribusién de los efectos de estos substratos
de aumento de pH en la produccibén de galactosa y glucosa de res-—

puestas del pH acidico, también se examinaron.

Un segundo objetivo fué examinar fia bacteria oral que colec-
tivamente comprende el conjunto de microorganismos normalmente
encontrados en la placa dental humana y en el sedimento salival,
para determinar cudles tienen actividades galactoliticas, gluco-
liticas, ureoliticas y arginoliticas.

Esto se efectud para determinar la amplitud en la cual se
aprecian diferencias en las respuestas de pH en galactosa y glu-
cosa vistas en la placa y sediento en las primeras series de ex-
perimentos, pueden ser debido a diferencias en la capacidad bac~

terial de la fermentacidén de los azficares.

También, hizo posible la obtencién de perfiles de pH de ba-
se 4cida de la bacteria anterior, para una posible uso ensamblan-
do cultivos puros de bacteria oral, en mezclas con perfiles de
pH como los de la placa o sedimentos, o como placas de las dife-
rentes actividades de las caries (Stephan y Hemmens, 1947; Wi-

jeyewveera y Kleinberg, 1989%a).



" MATERIALES 'Y METODOS .

RESPUESTAS DEL PH in vivo AL ENJUACUEﬂ
CON GALACTOSA O CON GLUCOSA. ' :

Cinco sujetos que se habian absetnido de cualquier forma de
higiene oral por 72 h. y habian‘ayunado por-al menos 12 h. antes
de que fueran hechas las mediciones, fueron cada uno examinado
mediante el método sucesivo (Stephan y Millar, 1943; Kleinberg
1961; Kleinberg et al.,1982) para la respuesté,de pH antes y des-
pués de un enjuague de 1 min. con 560 mM de solucién de galacto-
sa.

Los sitios medidos de la placa fueron las cince regiones la-
biales sproximales entre los seis dientes maxilares anteriores
usando electrodos pH de antimonio tipo-toque (Kleinberg, 1958;
KLeinberg et al.,1982)/

Después de tomar lecturas a intervalos regulares sobre un
periodo de 1 h., los mismos sujetos enjuagaron después sus bhocas
con 560 mM de solucién de glucosa.

El pH fué nuevamente leido a intervalos similares y en los

mismos cinco sitios por un segundo periodo de 1lh.

Experimentos similares fueron hechos con (i) enjuagues su-
cesivos con 560mM de glucosa y (ii) enjuagues sucesivos con 560mM

de galactosa.

EXPERIMENTOS in vitro CON SEDIMENTO
SALIVAL Y PLACA DENTAL.

Para cada experimento, fué colectada placa de tres sujetos
que habian evadido toda medida de higiene oral por 72h. y no ha-

bian comido por 12h. antes del tiempo de coleccibn de la placa,



Las suspensiones de:la

te Y—Ceﬂtrifﬁgadas~a‘1740g?p6

tres veces mediante una resu
‘tilada y centrifugacidny

Una suspensién final fpe después-hecha en.agua'destilada
para llevar a cabo una concentracidén del 25%.de suspensién. de

provisién (v/v) (Singer et al.,1983).

Para los experimentos del sedimento salival, toda la sali-
va estimulada con cera fué colectada de los mismos sujetos en
tubos de ensaye enfriados en hielo picado.

Las pruebas de saliva fueron puestas en un recipiente y cen-~
o trifufadas a 1740g por 15min aﬂ@éé;

El excedente fué descartado‘j el sediemnto fué lavado tres
veces y suspendido en agua destilada ante una concentracidn de

la suspensidn del 50% (v/v).

Las mepclas de incubacibén de ambas suspensiones de la pla-
ca vy el sedimento salival, fueron después preparadas en microe-
" lectrodos de vidrio acopados de pH (Radiémetro G2221C, Copenha~
gen, Dinamarca) e incubados en los aparatos descritos por Singer
et al., (1983).

Las mezclas tuvieron las composiciones finales y concentra-
ciones siguientes: (a) 8.3% (v/v) placa o 16.7% (v/v) sedimento

salival; (b) 2.8 mM glucosa, 2.8 mM galactosa o ninguno de estos



subs;:aﬁés

pH:: fue monltoreado a lo ‘largode varlos in|

EXPERIMENTOS DE CULTIVOS PUROS.

Los microorganismos enlistados en la tabla 1 fueron, cada
uno, desarrollados en el medio mostrado en la tabla.
Después de 18-24 h., cada uno fué cosechado por centrifuga-

cién a 10,000g y por 30 min. a 4°C.

La tableta bacterial en cada cso fué lavada tres veces con
agua destilada esterilizada y después de cada lavado fué centri-
fugada a 1740g por 15 min. a 4°C. La tableta fué después incuba~
da en agua destilada esterilizada ante un pH 7.0 en un stat de
pH [Radidémetro (Denepitiya y Kleinberg, 1984)] por lh. a 37°C
para disipar los substratos endbgenos, especialmente el carbohi-
drato (Critchley, 1969; Gibbons y Socransky, 1962; von Houte,
1964; Berman y Gibbons, 1966; Tanzer et al.,1976), el cual, po-
dria afectar significativamente el pH (Denepitiya y Kleinberg,
1984; Wijeyeweera y Kleinberg, 1989b).

De otro modo, la placa o sedimento salival colectados bajo
condiciones de abstinencia, los cultivos puros son cosechados de
un medio de crecimiento rico y tal como la preincubacién ha si-
do encontrada necesaria en el pasado (Denepitiya y Kleinberg,
1984; Wijeyeweera y Kleinberg, 1989b) para hacer las comparacio-—

nes posibles.



La bacteria fﬁé;deépdééJéénéf{fﬁgadgya 1740g por 15min. a 4°C

lavada con ‘agua destiladafééﬁ rilizada y”despuéé,suspéndida en

varias: mezclas de incubacibn

(v/v)..

una‘concentracién ‘final de 8.3%

Asi como en los exﬁériﬁen a pléca y el sedimento,
la glucosa o galactosa estaba?é 2;86“;:en las mezclas contenien-
do arginina o urea, las cohtent;ébibnés de estos substratos ni-
trogenados fueron 3.3 y 3.0mM{Aré$pebtivémente.

Nuevamente, como en los experimentos de bacteria mezclada,
el pH inicial fué ajustado a 7.0 con 0.1M HCl o 0.1M NaOH y 1los
cambios de pH fueron monitoreados a intervalos regulares y a la

largo de una incubacién de 4 h.

Los valores de pH observados fueron graficados contra tiem-
po y el area entre la curva y el pH inicial de 7.0 en cada caso
fué calculada y expresada en unidades pH-h (Denepitiya y Klein-
perg, 1984). '



" RESULTADOS .

RESPUESTAS DEL PH ANTE PLACAS in ‘vivo:
DE_GALACTOSA Y GLUCOSA.

ambas ‘una‘rdpida caida
-aproximada-

mente, su pH 1n1cal.

»de'ph que’ la

galactosa. : : : T
Como en tales pruebas més tempranas (Stephan y Mlllar, 1943;

Kleinberg, 1961), las pruebas sucesivas con‘el mismo azpucar,

dieron resultados casi idénticos (Fig.1).

COMPARACION DE LAS RESPUESTAS DEL PH DE LA PLACA
Y SEDIEMNTO SALIVAL in vitro CON GALACTOSA Y GLU-
COSA EN LA PRESENCIA Y AUSENCIA DE UREA O ARGININA.

Resultados comparables fueron obtanidos con sedimento sali~
val y placa dental en todos los substratos probados (Figs. 2 y
3).

Una respuesta de pH acidico (caida de pH seguida de elva-
cién de pH) fué obtenida con glucosa y galactosa, pero la gluco-
sa produjo una respuesta mas acidica que la de la galactoéﬁ [(Fig.
2 (a)l].

Cuando la glucosa y la urea estuvieron ambas presentes en
la mezcla de incubacibén, hubo una répida caida inicial de pH se-
guida por una mas lenta elevacién de pH [Fig. 3 (a)].

De otra manera, cuando la galactosa reemplazé a la glucosa,
el reverso fué observado, habia una répida elevacidén del pH se-
guida por una caida mids lenta [Fig. 3 (a)].

Cuando cada azlcar fué combinado con arginina [Fig. 3 (b)],
el pH en ambos casos cayd al minimo y después regresd lentamente

a los nivieles iniciales.



on galacto-

sa y arginina, por-:loitar I#primero,

alcanzaron un nivel mésacidi :a las cur-

vas de este {ltimo.

En las mezclas controladés,:631’  5 1a$.mezé1as donde los
substratos fueron urea o arginina y‘ia’éa15ctosa y la glucosa
fueron omitidas [Figs. 2(b) y (c¢)], -una elevacidn de pH réapida
y substancial fué observada con urea.

De otra manera, una elevacidén mies lenta y progresiva se ob-—
servd con arginina [Fig. 2(b)], pero con la arginina, como la
base libre y por tanto una capacidad de bufer menor que si estu-
viera presente como la sal bicarbonatada usada en nuestros expe-
rimentos, un pequefio declive inicial en el pH se observd entes

de mostrar la elevacidn gradual subsecuente [Fig. 2(c)].

COMPARACION DE LAS RESPUESTAS DEL PH DE CULTIVOS PUROS
INDIVIDUALES CON GALACTOSA Y GLUCOSA EN LA PRESENCIA Y
AUSENCIA DE UREA O ARGININA.

Con excepcién de la Veillonella aislada, la cual nos did
una respuesta de pH con glucosa o galactosa, todos excepto unas
cuantas bacterias que fueron probadas produjeron una mayor dismi-
nucién de pH con glucosa (Tabla 2), y todas excepto unas cuantas
diferentes que dieron una moderada a pequefia o ninguna reducciédn
de pH con galactosa (comparar columnas 1 y 2 de Tabla 2 y ver
Figs. 4-8).

Para expresar la magnitud y el nivel de significacién esta-
distica de las casi universalmente mids pequeflas respuestas de pH
con galactosa que con glucosa, las respuestas con los diferentes
cultivos puros probados han sido promediados en la Tabla 2 (cf.
columnas 2,4 y 6 a columnas 1,3 y 5, respectivamente) y la sig-
nificacién estadistica de estos promedios se muestran en la Ta-
bla 3.

- 11 -



permitir~alguna comparacidn
or.“la variacién en los
nos intentos para aplicar

gar en la placa in vivo.

i : generalmente inmediata
y répida, 'y miéntras que aquella con galactosa fué generalmente

mas. lenta o significativamente retrasada.

En las incubaciones donde los aziicares se combinaron con ar-
ginina o urea, las diferencias galactosa-glucosa fueron todavia
vistas (ver Tabla 2 y los ejemplos en las Figs. 4 y 8).

Esto fué tan parejo que la bacteria varid ampliamente en su
habilidad para responder al cuarto substrato de prueba, glucosa,
galactosa, urea y arginina. Por ejemplo, el Estafilococcus epi-~
dermis, aislado rdpidamente en todos los casos, fueron usados
todos los cuatro substratos para la formacidén de la base 4cida
( Fig. 4).

El Actinomyces viscosus, usd rdpidamente galactosa, glucosa
y urea pero no arginina (Fig. 5).

El Estreptococcus sanguis tipo II, usdé {inicamente galacto-
sa y glucosa (Fig. 6).

El Estreptococcus miller y Estreptococcus mitior, usaron
rdpidamente glucosa, y dificilmente usaron galactosa o urea, pe-
ro en el caso del Estreptococcus milleri, éste usd arginina y en

el caso del Estreptococcus mitior, éste no lo usd. (Figs. 7 y 8).



" DISCUSION ".

1é-gafa¢to—

despues de -

un eJuagu'Q %

mucho.:menos cidogénica:(Fig;'l).

:-Chath'los dos azlicares fueron comparados en mezclas de in-
cubaciénaconteniendo cada recipiente placa dental o sedimento sa-~
lival® bajo condiciones que producen cambios en el pH de base &-
cida .como aquellos vistos en la placa in situ (Singer et al.,
1983), la galactosa mostrd todavia, un declive més lento y mas

pequefio en el pH que los hecho por la glucosa (Fig. 2).

Tanto los factores intraorales que pueden afectar la res-
puesta del pH, como la continuamente saliva fluia (Englander et
al.,1959), estdn ausentes en estos experimentos in vitro, las
diferencias vistas con los dos azficares in vivo debieron ser de-
bidas a diferencias en la capacidad de fermentacibdn bacterial.

Los experimentos de cultivo puro apoyaron esta conclusidn.

Excepto para la Veillonella aislada, casi todas las bac-
terias probadas fueron aptas para producir decreciones substan-
ciales en el pH con glucosa donde sélo unas pocas podrian hacer
lo mismo con la galactosa.

La mayoria de las bacterias mostraron una respuesta mode-
rada a pequefla o ninguna respuesta de pH con este azficar (Ta-
bla 2).

La diferencia en la habilidad de 1la bacteria individual pa-
ra fermentar glucosa y galactosa podria ser el resultado de las
diferencias en el transporte de la membrana y/o las sendas me-
tabbélicas (Lawrence, Thomas y Tenzaghi, 1976; Thomas, 1976; Tho-
mas, Turner y Crow 1980; Denco, Blantan y Benoit 1972; Le BLanc
et al, 1979). . o



A diferencia’d 6n-.de las’ permeasas

necesitadas’pbr’laﬂ a trahspd;faf'y‘metaboiizar ga—

lactosa ocurre“féciimé te: '19793'Hickey, Hillier y
Jago, 1986). : V‘, : )
Las sendas metabdélicas para 1avga1actosa son aptas para ser
aquellas resultantes en: un tipo heteroléactico de fermentaciébn,
en vez del tipo homoléictico mds comdnmente visto con la glu-—
cosa (Thomas et al.,1980; Arias y Cervenamsky, 1986).
Esto pudiera resultar en una respuesta de pH menos acidi-
ca. En consecuencia, la inhabilidad para transportar o para u-—
tilizar la galactosa, se podria considerar en el efecto visto
en algunos cultivos puros donde no habia, o habia una muy peque-

fla- caida del pH con este azlcar (Figs. 7 y 8).

El catabolismo heteroléctico de la galactosa con la forma-
cién de niveles mds altos de 4cidos débiles (tales como el a-
cético) y no &cidos (como el etanol), se podria considerar en
las caidas moderadas de pH vistas para otra bacteria con galac-—

tosa (Figs. 4-6).

Una fermentacidn homolActica con galactosa se podria consi-—
derar, en la poca bacteria restante, para sus. largas disminucio-

nes de pH y su semejanza con aquellas para la glucosa (Tabla 2).

En los experimentos in vitro de la placa y sedimento sali-
val, donde los efectos de formacidn de base en la formacibdn de
dcido a partir de la galactosa y la glucosa, se examinaron, la
reduccidén en el pH con galactosa se vid mucho mds afectada que
la observada con glucosa; esta observacién es consistente con
la galactosa, no obstante ser mds débil acidégeno que la gluco-

sa.

Con la urea que estimula la formacién de base, el pH au-
menta con galactosa y disminuye con glucosa [Fig. 3(a)].
Con arginina como estimulante, la respuesta del pH fué di-

.
ferente que la realizada con urea; basicamente, la urea trabajé



més pronto y mas rap‘do

ﬁlé:éfginigafhyétré;un au-~ ..
mento de pH. mas. lento» : : o fa
Esta caracterlstlc

se encuéntre presente'
to YFlgs. 2(b),y (c)]
: La ‘forma de bicarboné E rglnihafactﬁe
como un .inhibidor més efectiv del. pH .median-
te el empleo de bicarbonat princ1pal bu-
fer en la saliva in v1yoi(L1l;en
En la presencia de'méé;g;uc sa grléérespuesta
total de pH se redyjo ménoé;ébh‘a;g nina que‘cuéndo el azficar

fué la galactosa (Fig. 3).

Colectivamente, los cambios de pH en estos experimentos,
reflejaron la relativa capacidad de formacidn de base acida de
los sedimentos de microfloras de placa y salivas con los varios
substratos.

Esto se ilustra en los experimentos de arginina, donde la
galactosa de formacibén &cida mds débil y la glucosa de formacién
4cida mas fuerte, produjeron curvas de pH de configuracion si-
milar con la placa y el sedimento, pero a diferentes niveles
en la escala de pH.

También se observaron diferencias en los niveles a pesar
de las similitudes en la configuracibén de las respuestas del pH
de la placa (como las que aparecen en la Fig. 3), en comparacidn
de placas de caries activas y caries inactivas in vivio e in
vitro (Steohan, 1944; Kleinberg et al.,1982).

En cada caso, las diferencias en pH se pueden atribuir a
diferencias en las magnitudes relativas de procesos de formacién
de 4cido y de base (Kanapka y Kleinberg, 1983).

Sin embargo, las bases de las diferencias de las placas de
caries activas y caries inactivas, probablemente se puede atri-

buir a agentes microbiales, mientras que las bases de la Fig. 3,



pueden ser atr1bu1das prlnclpalmente a“la dlferencla de la de-

gradabllldad del” substrato.

) Es evidente que de nuestras investigaciones con cultivos
puros los perfiles de pH de base 4cida de la mayoria, fueron
substancialmente diferentes de los perfiles de pH de la placa
y del sedimento.

Esto se debe a que la mayor .parte de la bacteria oral care-
cia de una o de mids de las actividades galactoliticas, glucoli-
ticas, ureoliticas o arginoliticas, claramenté evidentes en la

placa y sedimento de sistemas bacterianos mixtos.

La mayor parte de las bacterias examinadas, mostraron una
significativa reduccibn del pH con glucosa en sus perfiles de
pH de base 4cida.

Este, no fué el caso de la galactosa, urea y arginina.

La inhabilidad de producir un cambio de pH con estos tres
substratos fué comin en muchas de las bacterias.

Esto significa que la mezcla de cultivos puros, tal como
fué hecho por Stephan y Hemmens (1947) y Wijeyeweera y Kleinberg
(1989a), podria ser necesario si los modelos de cultivos puros
se tuvieran que comtrufr con perfiles de pH como los de la pla-
ca y el sedimento. Por si mismos, los cultivos puros no se pue-

den considerar como representativos.

La construccién de modelos microbiales mixtos a partir de
una apropiada mezcla de cultivos puros de bacteria oral, tiene
la ventaja de producir un sistema microbial mixto definido.

Esto podria facilitar el estudio de cbémo la composicidn mi~-
crovial de las placas y su pH responden como relacionados entre
si, y ambos se pueden manipular para controlar la patogenicidad
de la placa (Kleinberg, 1990).

Como se puede ver en ésta y otras dos investigaciones ante-
riores de nuestro laboratorio (Denepitiya y Kleinberg, 1982; Sin-

ger et al., 1983), las respuestas del pH de grupos dentales de



de sediemntos salivales y de la palca, adecuadamente ajustados
para la concentracibén de células, son bAsicamente similargé]
(Kleinberg, 1970c; Singer et al.,1983).

Tal similitud ha demostrado ser afortunada, porque el sedi-
mento salival es mucho mds completo que la de la placa dental;
ésto ha permitido estudiar extensivamente los aspectos metabd-
licos de los cambios de pH de las placas (Kleinberg, 1970 c;
Kleinberg et al., 1982), asi como la identificacibén de substra-
tos usados para producir los perfiles de pH de base acida aqui

vistos.
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Respuesta del pH in vivo de la placa dental
después de un enjuague de 1 min. con 560 mM
de galactosa o glucosa. En (a) la galactosa
y la glucosa son comparadas secuencialmente
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respuestas de pH. En (b) la comparacibén fué
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Fig. 2 Respuesta del pH in vitro de la placa dental y sediemnto salival para una
estimulacidn con (a) 2.8mM de galactosa o glucosa, (b) 3.3mM de arginina
bicarbonato o 3.0mM de ures y (c) de arginina base libre.
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Fig. 3 Respuesta del pH in vitro de la placa dental y sedimento salival para una
estimulacidén con galactosa o glucosa en combinacién con (a) urea o (b) ar-
ginina. Las concentraciones del substrato aqui y en las figuras siguientes

son las mismas que en la captura de la Fig. 2.

- 19 -



Table 2. Acid production in.a.4-h- incubation of the different: pure cultircs tesied

Glicose 2~ .- Galactose Glucose . Gulactose

Micro:organisms Galactn ; X
#a C4arginine +urea +ures Argime Urza

tested - Glucose © " Galactose

Strepiococcus sanguis 1 1003 "~3.00 10.01 257 —a 0.37
Steep, sanguis 1l 10,31 6.58 - - 1031 6.62 ~0.29 0.18
Strep. mitior S 1S i 1.04 11.51 0.54 -0.04 0.42
Steep, milleri 8.50 =590 8.51 239 —6.87 ~0.07
Strep. mutans BHT 211 -3.29 6.98 .35 —35.05 0.52
Strep, mutuns 10449 12.59 6.32 12.37 6.62 —0.50 0.46
Steep, mutans LM7 92.62 1.98 9.64 144 [{AR] 0.80
Strep. faccalis 11.64 -4.16 11.56 1.69 ~5.35 0.08
Steep, salivarius 5.09 1.92 4.71 2,01 0.59 0.27
Actinomyces viscosus 7.25 4.89 6.45 5.2 -0.13 -1.37
A. odontalyticus 7.10 327 7.10 346 0.5 0.04
A, naeslundii 6.57 3.88 5.45 4.0t —0.15 0.15
Neisseria sicca 4.03 —-0.08 3.98 088 —0.06 0.33
N. subflava 8.12 0.41 R0y 0.44 0.16 0.04
Staphylococcus epidermidis 8.16 ~2.70 5.38 ~0.76 ~4.0! ~2.36
Fuyabacterivn nucleatum 10.14 0.52 10.14 0.58 ~0.05 0.0
Laciobatillus casei 088 6.91 R.76 7.10 0.0 0.27
L. fermentum 6.47 -0.22 6.47 6.21 —4.64 ~0.09
L. acidophilus 9.67 0.39 9.66 0.51 0.21 0.0t
L. salivarius 1.2 7.57 9.98 521 0.10 0.03
L. cellobiosus 8.01 -1.29 7.74 4.96 ~4.04 0.66
L. brevis k20 0.57 8.19 8.40 -4.12 -0.04
Veillonella spp. 0.0l 0.00 0.00 0.00 ~0.61 ~0.01
Provetelly intermedius 449 J.04 4.19 3.54 -0.4] 0.98
Porphyromonas gugivalis .69 2.86 4.13 2.46 L0 1.46
Hemaphilus parainflucnzae 7.24 2.05 5.98 1.85 6.82 2.65 -031 ~121
(Biotype 1)
H. segnis 278 1.42 265 1.02 2.79 1.52 0.03 0.02
Mecun + SD . 7.72+297 3.36 £2.53 5.20 £ 365 281 £231 743 4£295 161 2300 ~145+2.08 016+ 0.58

Expressed in pH h units (Denepatsya and Kleinberg, 1984).

Tabla 2. Produccién de &cido en una incubacién de 4h de los diferentes cultivos puros probados

Tabla 3. Andlisis estadistico (Student's t~test)

de comparaciones de la habilidad de los cultivos .
puros de bacteria oral para producir las respues-

tas* de base Acida mostradas en Tabla 2 (n=27).

! Id
hE < (hiXH
ose + arginme 34 ' <000l
Cilecone 0o palaciose = ured 48 <0.00!
Gl Vs plucose - atginine 19 <05
Cialacrose vensns palsctose « argrriac £33 <0.001
Glueoee versus glucose - urea (] >05
Cintactone vents saluctose + urea 313 <hnos

1ene AETSIY WIS T <ns

v
Gtczse » Urea

#Debido a que la bacteria en cada substra-
to se compara tratada igualmente y no se
valora de acuerdo a sus nlmercs en la pla-
ca dental, a nayor nimero de bacteria en

cada comparacidn que muestra una diferen- 20 g b

cia del substrato a mayor es la diferen- 0 2 § e % 2 4

cia entre los substratos promediados y !

la probabilidad de estos promedios a ser Fig. 4 Respuesta del pH in vitro del Esta-
estadisticamente diferentes. philococcus epidermis aislado para una si-

mulacién con glucosa o galactosa en (a) au-
sencia y (b) presencia de urea o arginina.
Nétese que este organismo usa todas las
cuatro pruebas de substratos,

- 20 -
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Fig. 5 Respuesta del pH in vitro de Acti-

nomyces viscosous para estimulacidn con
glucosa o galactosa en (2) ausencia y (b)

presencia de urea o arginina. Nétese
que este organismo usa glucosa, galac-
tosa y urea pero no arginina.
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Fig. 7 Respuesta del pH in vitro de Es-

treptococcus milleri (ATCC 10708) para
estimulacibén con glucosa o galactosa en
(a) ausencia y (b) presencia de urea o
arginina. Nbtese que este organismo usa
glucosa y arginina pero no, o muy poca,
urea o galactosa.
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Fig.6 Respuesta del pH in vitro de Estrepto-
coccus sanguis tipo II (ATCC 10557) para es—
timulacién con glucosa o galactosa en (a) au~
sencia y (b) presencia de urea o arginina.
Nétese que este organismo usa glucosa y ga-
lactosa pero no urea o arginina.
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Fig. 8 Respuesta del pH in vitro de Estrepto-
coccus mitior (ATCC 905) para estimulacidn
con glucosa o galactosa en {a) ausencia y (b)
presencia de urea o arginina. Nétese que este
organismo usa glucosa pero no, o muy poca,
urea, arginina o galactosa.
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" NIVELES DE CISTATINAS SALIVALES EN SALUD Y ENFERMEDADES

PERIODONTALES EN ADULTOS DE EDAD AVANZADA ".

A. Aguirre, L.A. -Testa-Weintraub, J.A. Banderas, R. Dunford y M.
J. Levine._Departamento de ‘Biologis Oral e Instituto de Investi-
. 109-. Foster Hall Escuela de Med1c1na Dental _Sate
‘e‘Nueva York en Buffalo ‘

=" “Buffalo, NY 14214, USA.

'( Acéptado 13 Noviembre 1991 )

‘gac1on dent'

SUMARIO.

Las cistatinas son inhib?dores de proteasa cisteina presen-
te.en una variedad de tejidos y fluidos corporales incluyendo 1la
saliva. Una posible funcidén de esas moléculas podria ser la de
modular la destruccién de tejidos en enfermedades periodontales.
Para investigar el papel potencial de las cistatinas salivales
en esos eventos, los niveles de cistatinas en la saliva de indi-
viduos periodontalmente sanos o enfermos, se midieron mediante
ensayos inmunosorbentes ligados a enzimas. Los ritmos de flujo
y contenldo total de protelnaq, se determinaron en todas las mues-
tras que se colectaron, mientras que la actividad inhibidora de
la proteasa se fijdé en secreciones sublinguales—-submandibulares.
Andlisis estadisticos no mostraron diferencias significativas en
los niveles y en la actividad de cistatinas salivales en indi-
viduos sanos y enfermos periodontalmente; estos resultados su-
gieren que la comparacién de niveles de cistatinas en la saliva
glandular puede no ser un indicador adecuado de estado de enfer-

medad periodontal.

Palabras calves:

Cistatinas, saliva, inhibidor de proteasa cisteina, adultos, pe-

ricdontitis, envejecimiento.

Abreviaciones: ELISA ensayos inmunosorbentes ligados a enzimas
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SDS-PAGE, gel electroféresis de sulfatoipoliacrildamido-dode-

¢il sédico. ..




" INTRODUCCION: ",

La superfamilia de cistatinaéicomprende un diverso grupo de
inhibidores de proteasa cisteina amﬁiiaménte distribuidos en te-
jidos mamarios y plasma. Ellos protegen al organismo contra la
accibén incontrolada de proteinazas de cisteina enddbgenas y/o exé6-
genas (Lindhal et al.,1988).

Originalmente, miembros de la superfamilia de cistatinas se
agruparon en tres familias: familia I de estefinas, familia II
o cistatinas (incluyendo cistatinas salivales) y familia III o
quinibgenas (Barrett et al.,1986ab). De cualquier manera, fami-
lias adicionales fueron sugeridas por Rawlings y Barrett (1990)
para acomodar aquellas proteinas que no podian ser incluidas en

las tres familias establecidas.

Genes de cistatina salival humana son parte de una familia
multigene compuesta de siete miembros segregados en el cromoso-
ma 20 (Saitoch et al.,1989). Estos, se reconocieron primero como
fosfoproteinas con contenido de cisteina (Shomers et al.,1982a)
pero no fué sino hasta recientemente que se identificaron como
inhibidores de proteasa cisteina (Isemura, Saitoh y Sanada,1984a
1986, 1987; Isemura et al.,1984b).

Las cistatinas salivales S(SAP-1), SN(SA-I) y SA, contienen
121 amino &cidos y tienen una secuencia homdéloga de ~ 90%.

En adicidn, las cistatinas salivales tienen una secuencia
hombloga del 54% aon cistatina serosa C que estd presente en él
fluido gingival cervicular y, consecuentemente, en el medio ambien-

te oral.

La regulacidn perjudicada de protedlisis es un aspecto bio-
quimico importante en la etiologia de la enfermedad periodontal
(Sandholm, 1986).

Estudios recientes han mostrado niveles incrementados de

proteasa cisteina (catepsins D, B y L) con un incremento severo
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de 1nflamac1on en f1u1dos cervlculares y homogenatos gingivales
‘pbrc1a1mente purlflcados (Eisenhaur et al., y Lah e% al.,1986)
(Lah et al.,1985) ’

: ‘De 1a misma manera, homogenatos gingivales obtenidos de si-
tios periodontalmente enfermos, mostraron uné disminicidn en los
niveles de cistatina C que estd inversamente corelacionada con
el grado de enfermedad periodontal (Skaleric et al.,1989).

De cualquier forma, no ha sido determinado si los niveles
de cistatinas salivales glandulares estén también asociados con
la situacién de la enfermedad periodontal. Una asociacibén debe
servir como indicador de la actividad de la enfermedad.

Ve,

Acordemente, nuestro propbésito era ver si hay una corela-
cidén entre los niveles de cistatinas salivales glandulares y su
actividad inhibidora de proteasa cisteina y el estado periodon-

tal.



"t MATERIALES Y METODOS ".

MATERIALES

Las tazas Lashley fueron de Instrumentaciones H&I (Teaneck
NJ, USA). Colectores universales Block-Brotman fueron de Prosé-
ticos Dentales Flory (Star City, WV, USA). El 4cido citrico (a-
nhidro), sulfato de amonio, hidrbdxido de sodio y Brij 35? fueron
de la Compafiia Cientifica Fisher (Fair Lawn, NJ, USA). El vinil-
polisiloxano del materialde impresién (Express light-body set),
las varillas mezcladoras pensadoras y disponibles fueron de 3M
(St. Paul MN, USA). La papaina (P-3125), fosfato p—niRrofenil
disbébdico, N-x-benzoil-L-arginina-7-amido-4-metilcumarina (B-7260),
fosfataia alcalina de la mucosa intestinal de bovino y albdmina
de suero de bovino (A-790) provienen de Sigma (St. Louis, MO,
USA), Membranas de nitrocelulosa (0.45pm), peroxidasa de rabani-
llo de caballo, suero anjugado de cabra y anti-conejo (IgG H-ca-
denas) y 4-cloro-l-naftol provienen de Bio~Rat (Richmond, CA,
USA). Adjutores completos e incompletos de Freund provienen de
GIBCO (Grand Island,NY, USA). Las placas de ELISA (96-well con
fondo plano modificado, 25805-96) provienen de Corning Glass Wor-

ks (Corning, NY, USA).

POBLACION DE PACIENTES

Individuos clinicamente sanos de ambos sexos (edades de 55-
74) fueron reclutados de la poblacién general de Buffalo,WNY,
USA. Algunos de estos individuos estaban bajo prescripcién mé=

dica, en particular, drogas anti-hipertensivas.

Los pacientes seleccionados tenian al menos 16 dientes natu-
rales (dos de los cuales eran molares) sin aparato prostético
fijo, obscureciendo la junta de esmalte de cemente y sin previo

historial de tratamiento quirfirgico periodontal.



E1 criteriéi(Gfdgs; et
estado periodontalide

consistib -en<in

nian una pérdid

po B estaba compue iodontitis moderada

a severa (pérdi m: o-mas_en los si=

tios interpréximos de: iferentes.
Todos los pérficlpantes fﬁéron eSqudrlnédos por un éxamina—
dor, quien habia siddeomeﬁido a un1entfenémiento'adeCQado para’
calibraciédn (Miller--etal.;1987). R SR

Un total de 52 sujetos fueron seleccionados,: 22.individuos

en el grupo A y 30 individuos en el grupo B.

COLECCION DE_SALIVA

Sujetos que se abstuvieron de comer, beber, fumar de prgc—
ticar higiene oral por 2 hrs, fueron utilizadps para. la coleccidn_
de saliva.

Para colectar la saliva submandibular-~sublingual, fué usado

un aparato comercial Block-Brotman (Block y Brotman, 1962); la

saliva parétida fué colectada en cuna taza Lashley (Lashley, 1916).

Las salivas fueron estimuladas mediante la aplicacién de
2% de Acido citrico a los lados de la lengua a intervalos de 30s
y el primer mililitro de saliva fué descartado (Baum, 1981).

La saliva se colectd en tubos enfriados de polipropileno
pre—experimentados, por medio de las cuales, la rapidez de flu-
jo se determindé gravimétricamente y se expresd como ml/mm/g;én—
dula. Las salivas fueron después divididas en muestras de 100~p1

y congeladas a -20°C.

Antes del andlisis, las muestras fueron lentamente derreti-

das en un bafio de hielo, y fué afiadido NagEDTA para dar una con-



centracién final de 5 mM péra,1a,salivgfsﬁbma@dibuiar—sublinguél

y de 1 mM para la saliva parétida“(pr;et a13;l986); A

CONTENIDO DE PROTEINA

El total de proteina'cgﬁfénida é g
fué determinado por la absorbenciaia 215:nm
por Arneberg (1971). o

PURIFICACION DE LA CISTATINA SN
Y PREPARACION DEL ANTICULRPO

La cistatina salival SN fué purificada (Al-Hashimi, Cickin-
son y Levine, 1988; Ramasubbu et al., 1991) para ser usada como
inmundégeno para elevar anticuerpos policlonales y como una norma
para pruebas ELISA y de inhibicién de preteasa cisteina.

El contenido de proteina de las preparaciones de cistatina
se determind mediante un anélisis de amino Acidos (Al-HAshimi et
al., 1988).

Para obtener una antisera policlonal monoespecifica, 6 co-
nejos blancos femeninos, viejos y débiles, de Nueva Zelanda fue-
ron inmunizados como lo describid Aguirre et al., (1987).

En breve, inyecciones dorsales subcutdneas de cistatina SN
(200 pg proteina/ml 0.154 M NaCl) emulsificadas con un adjutor
completo de Freund (1:1,v/v) fueron usadas para preparar a los
animales.

Inyecciones subcutdneas impulsadoras se dieron ante 6 dé-
biles intervalos con lOO}Ag proteina/ml de 0.154 M NaCl emulsi-

ficadas con un adjutor incompleto de Freund.

Después de 10 dias, métodos analiticos "titre" fueron moni-
toreados mediante SDS-PAGE (Laemmili 1970) y PAGE anidnico (Orn-
stein 1964) segidos mediante un inmunosecante (Towbin, Stahelin

y Gordon 1979).
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(B)].

Mas adelan “reveld que es—

te antisuerorecon ‘embros’ de la familié'de cistati-
nas salivéles'j no € do*ddn'amilasa [Placa Fig.2 (B)].
Para ELISA,;ffa cio egidéncentradas de IgG fueron obteni~
das por precipitacién:de sulfato de amonio (Beutner et al.,1987)
y subsecuentemente, conjugado con fosfatasa alcalina (Voller-

Bidwell y Brtlett, 1976).

INMUNOCUANTIZACION DE_CISTATINAS SALIVALES

Las cistatinas salivales fueron cuantificadas mediante una
técnica sandwich de ELISA de doble anticuerpo en placés 96-well.

En breve, las placas fueron, primero, cubiertas con fraccio-
nes de IgG (1:500 en 0.05 M NaCl bufer de carbonato de sodio,
pH 9.6) e incubadas a 37°C por 2 hrs.

Después de lavarlas, (0.154 M NaCl, 0.05%Z Tween-20) muestras
de saliva fueron examinadas ante tres diluciones diferentes, ca-

da una triplicada.

Curvas normales se generaron usando cantidades conocidas de
cistatina SN (0.06-~2.1 mg de proteina, cada uno triplicado).

Las placas, fueron después incubadas durante la noche a
25°C.

Después de otro lavado, el fosfato p-nitrofenil sédico (1
mg/ml de 0.05 M de bufer de carbonato de sodio, pH 9.8 con 1 mM
MgCl,) fué afiadido para desarrollo de "colour", e incubado por
60 min a 25°C.

Las placas fueron leidas a 405 nm en un Lectora ELISA

2550 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) interfasada a una computadora
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rMac1ntosh

Los valores de la c1stat1na'sa11'al

"11nea de regre51on derlvada “d

vma 0. 2) ¥ los reeultadoq expresados

mln o}*g/mg de 1la’ protelna sallval'

: E Para monitorear la réproducibilidéﬂ'dia'é dia de las prue-

',baé, las..salivas submandibular—subliﬁéﬁal y parétida estimuladas

:con‘22vde dcido citrico de cuatro sujetos clinicamente saluda-
Eleé, fueron subdivididas en agrupaciones y congeladas a -20°C.

: Estas muestras fueron usadas como controles para todas

;és proteinas subsecuentes y pruebas -ELISA.

ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA
CISTEINA PROTEASA

La actividad inhibidora de la proteasa cisteina de las sa-
livas fué determinada mediante una modificacién del procedimien-

to de Barrett Y Krische (1981).

El vollimen de la saliva submandibular~sublingual usada, se
basd sobre la concentracién de cistatina previamente determina-
da inmunoldbgicamente.

asi como los antecedentes inmunolégicos indicaron que los
vollmenes largos de saliva pardtida serian requeridos, sé6lo la

submandibular-sublimgual (n=44) fué examinada.

Para cada muestra, cinco concentraciones diferentes de cis-
tatina (0.62; 1.25; 2.5; 5.0 y 10 tkg, cada uno en duplicade) fue-
ron mezcladas con 200 #1 de 0.4 M de fosfato de potasio sbdico.
pH 6.0 conteniendo 8 mM de dititretiol y 4 mM de EDTA.

Papaina (0.4 unidades en 0.1% de Brij 35) fué afiadida y las

soluciones, incubadas por 10 min a 40°C.

Subsecuentemente, 250 41 de una solucién preparada reciente-

mente conteniendo 20 M de N-x~benzoil-l-arginina-7-amido-4-metil-

-9 -



La‘iibefécién'del‘NexFbenédii?Lfargiﬁiné;7eamido—é—me;ilcu—
marina se determind médiantevun espectroscopio de fluoreécencia.
(longitud de onda de la excitacién = 345 nm; longitud de onda
de la emisién = 438 nm) en un espectrofotbémetro de fluorescen-
cia 650-40 (Perkin - Elmer, Norwalk. CT, USA).

ANALISIS ESTADISTICO

La prueba-U no paramétrica Mann~-Whitney se utilizé para ana-
lizar los datos. Las variables evaluadas fueron: proporcidn de
flujo salival (ml/min gléndula), concentraciones de proteina
(mg/ml), concentraciones de cistatina salival (peg/ml), propor-
cidén de secrecidn de cistat}na salival (/}g/ml/min) y el conte-

nido de cistatina por total de proteina salival (g g/ml proteina).

Estas variables, se determinaron para ambas salivas. En adi-
cibén, una examinacién de la actividad inhibidora de la proteasa-

cisteina para saliva submandibular-sublingual fué hecha.

Debido a que variads pruebas estadisticas para niveles va-
riables comprendiendo cistatina salival fueron hechas, un nivel
significante de 17 se escogid para reducir el riesgo de un error

estadistica del tipo I.



" RESULTADOS .

SIALOMETRIA

El promedio de la propdréién"de'flhjo‘sélival‘(ml/min/glén—
dula) para sujetos sanos 'y enfefmés périodontalhente se muestran
en la Tabla 1. -

Diferencias no significanfes fueron encontradas en la pro-
porcidén de flujo de la saliva parédtida (p=0.7248) y submandibu-
lar-sublingual (p=0.8679), entre sujetos periodontalmente sanos

y enfermos.

CONTENIDO DE PROTEINA SALIVAL

Concentraciones de proteina por el métoﬁo Arneberg, son mos-
tradas en la Tabla 1.

No se observaron diferencias estadisticamente significan-
tes entre los sujetos periodontalmente sanos y enfermos (sali-

va submandibular-sublingual p=0.3951; saliva pardtida p=0.3083).

CUANTIZACION DE CISTATINAS SALIVALES

La cuantizacibén inmunoquimica de cistatinas en la saliva
submandibular~sublingual reveld un valor medio de 129.7+100.9
}g/ml para sujetos sin enfermedad periodontal (grupo A) y 92.0%
58.1 gtg/ml para sujetos con enfermedad periodontal (grupo B).

La concéntracibén de cistatina en la saliva parétida‘tuvo
un valor medio de 1.6%2.04g/ml para el grupo A (n=22) y 1.2+1.8
Mg/ml para el grupo B (n=30), casi 100 veces menos que en la

saliva submandibular-sublingual (Texto Fig.3).



El SD para ambas:secreciones, bastante largo, indicé una -

amplia variaciéniindividual-enconcentraciones de cistatina (Tex="
to Fig.3).. g S e b

De cualddier fo:ma,‘noxée ébservaron diferenciasbégtéﬁ sﬁiaf
caﬁenteksignificantes'entre‘ios grupos Ay B (salivé subﬁéﬁdlbﬁ-’
lar-sublingual: p=0.1537; -saliva parétida: p=0.5784). :

El anticuerpo utilizado para estos estudios,; reacciona cru-
zadamente cpn cistatina S, SA y SN [Placa Fig.2 (B)].

Por lo tanto, las cantidades relativas de estas cistatinas

diferentes en las salivas no pudieron ser distinguidas.

La distribucidn de la proporcién de secrecidn de cistatina
(Mg/ml/min) para ambas salivas fué también hecha (Tabla 2).

Nuevamente, diferencias significantes no fueron observadas
entre los grupos A y B (saliva submandibular-—sublingual: p=0.1537

saliva pardtida: p=0.5784).

Similarmente, diferencias estadisticamente significantes
no fueron observadas entre los grupos A y B cuando el contenido
de cistatina salival se expresd en base al contenido total de la
proteina salival (saliva submandibular-sublimgual: p=0.0820; sa-
liva pardtida: p=0.3544; Tabla 2).

ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA PROTEASA CISTEINA

s
Subsequentemente, se realizaron estudios para determinar si
la cuantizacidn inmunoquimica de cistatinas corelacionadas con
la actividad biolégica de esas proteinas en-la saliva estaban
relacionadas entre ellas. '
Bajo nuestras condiciones de prueba ~10fg de cistatina sa-
lival SN purificada fueron requeridos para dar una inhibicién

del 100% de la actividad de la papaina.



':Unfgschdriﬁamiento preliminar del dato mostrado que'comple?
ta'la-inhibicién de la actividad de la papaina mediante salivas
subﬁandibulares—sublinguales, fué directamente corelacionado a

una -concentracidn de cistatina salival.

Como™lo mostrado en el Texto Fig.4, cada dato anotado repre-
senta el voldmen de aquella saliva de una s6lo individuo. la cual
se necesitd para lograr una inhibicidbn del 1007Z de la actividad

de papaina.

Una amplia variacidn individual en la act1v1dad de inhibi-
cibén de la proteasa cisteina, se obsegvo en quetoq periodontal-~
mente sanos {(Grupo A) y enfermos (Grupo B).

De cualquier forma, alli no hubo difetencias estadisticamen-
te significantes entre los dos grupos para las cantidades de cis-
tatina requeridas para dar una inhibicidén del 100% de la activi-

dad de la papaina.



L9 DISCUSION. M

Nuestros datos paraﬁléipf porci efflujoyﬂe saliva paré-

tida estimulada (0. 34'm1/m

g on aprox1madamen+
te, los mismos que. aquello, dos.en dlversos estudios ante-
riores (Ben-Aryeh et al.,1986 YWolf et al.,1990 Ship, Fox y
Baum, 1991), pero no son menoree que aquellos reportados por o-
tros (Benedeck-Spat, 1973 Baum;-" 1981 “Heft y Baum, 1984).

Asi mismo, el promedio de.la proporcién de flujo para la sa-
liva submandibular-sublingual estimulada (%¥=0.31 ml/min/ gléndu-
la; n=50), fué similar a aquél reportado por diversos grupos
(Tylenda et al.,1988; Wolf et al.,1990; Ship et al.,1991).

En contraste, nuestros datos fueron mds altos que aquellos
reportados por Pedersen et al. (1985), pero mAs bajos que aque-

llos reportados por Ericson, Hedin y Wiberg (1972).

Las diferencias entre estos estudios de cruce seccional, po-
drian ser el resultado de diversos factores incluyendo la colen-
cibén de aparatos/técnicos o del tipo y frecuencia de simulacibn

gustativa.

Otro factor a considerar, es el consumo de medicamentos pres-
critos y no prescritos, muchos de los cuales, han sido asociaéd
dos con la hipofunciébén de la glandula salival (Sreebny y Schwar-
tz, 1986)¢

Interesantemente, el uso de medicamentos prescritos por al-
gunas de nuestros sujetos, no tuvieron un efecto aparente en las
proporciones de flujo salival, como se demostrd mediante la se-
gregacidn y comparacidén de datos entre los grupos medicados y no

medicados (datos no mostrados).

Para el anilisis de la concentracidén total de proteina en

salivas humanas, los métodos Lowry y Arneberg, han sido utilizados.



de la presencla de ‘amino &-
cidoS”arém;  y ntras que el método Ar-
neberg se pgptldo ‘a- 215 nm (Ar-
neberg;fi971:“ :

Debido a que menospreciar el total
del contenido'de séiiva, escogimos

el método Arneberg, ellcua LB ara usarse con pe-

quefias canleades ‘de fluldos sal viaes.: (Johnson: y Cortez, 1988).

Nuestros datos del total dé la.concentracidn de proteina

en la saliva parétida (%=3.01 mg/ml; n=52) Ueron similares a a-
quellas (%X=2.87 mg/ml n=50) reportadas por Baum (1981) en las
cuales, una poblacidén con un rango de edad ‘de 60-88 afios fué es~

cudrifiada.

Nosotros usamos el método Arneberg sugiriendo que provee
una técnica confiable y reproducible para la distribucién de la

concentraciédn del total de proteina salival.

La mayoria de las cistatinas (S, SA y SN) en toda la sali-
va, provienen de las glidndulas salivales, mientras que la peque-
fia cantidad de cistatina C es derivada, probablemente, del flui-
do cervicular (Skaleric et al., 1989).

Nuestros decubrimientos son similares a aquellos obtenidos
por Shomers et al., (1982b), quien usdé una inmuncelectroféresis
ascendente para determinar los niveles de cistatina salival.

En ese estudio, la concentracibén de cistatina en la saliva
submandibular-sublingual fué 163x137 tAg/ml (n=30) y en la sall—
va pardtida 5.0Z3.3 pg/ml (n=15).

En el parénquima "acinar" de las glandulas parétidas salu-
dables estd compuesto exclusivamente por células serosas mientras
P
que las glédndulas submandibular y sublingual contienen células

mucosas asi como serosas.



EStuleS inmunoc
-salivales son produc1da . '
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Nuestros datos y aquellos reportados por Shomers et al.,

(1982b) indican ‘que la saliva- humana’ submandlbular sublingual con-
tiene aprox1madamente 100 veces tanta-cistatina como la saliva
parbétida.

Estos hallazgos son sostenidos por el trabajo de Rathman et
al. (1990), quien encontréd que la actividad inhibidora de la pro-
teasa cicteina de la saliva submandibular, fué mucho mis alta que

aquella de los fluidos parétidos.

Estudios de inhibicién "in situ" han mostrado un contenido
mds alto de traslados de cistatina en la gléandula submandibular
humana que en la parétida (Bobek, Aguirre y Levine, 1991).

estas observaciones con algo perplejaé debido a que la pa-

rétida contiene una mayor abundancia de células "acinares" serosas.

Los eventos moleculares responsables de esta diferencia,

persisten para ser elucidados.

Un estudio de Ship et al. (1991) sugiere que estudios lon-
gitudinales de secreciones salivales que examina cambios indivi-
duales fuera de tiempo, podria proveer una estrategia més apro-
piada para avaluar el impacto de la saliva en la salud oral.

Sus observaciones se basaron sobre las largas variaciones
individuales obtenidas en estudios sialoquimicas de secreciones

en cruz.

Asi, monitoreando los niveles de cistatina salival de indi-
viduos fuera de tiempo, podrian proveer un mejor indicadpr del
estado de salud que las comparaciones hechas con los estudios

de secreciones cru=zadas.



Todav1a,‘

las c1stat1nas de suero.

~Por’ejemplo, una part1c1pac1on de c1stat1na de suero en la
modulacién de las enfermedades periodontales fué sugerida por
Skaleric et al. (1989), quienen:encontrd una corelacibén inversa
entre los niveles de cistatina C en homogenatos gingivales y el

y el grado de gingivitis y ‘periodontitis.

Estudios mis amplios estén en camino a explorar estas posi-

bilidades.
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" LOS EFECTOS DE LAS CISTATINAS Y ESTATERINA SALIVALES

HUMANAS EN LA CRISTALIZACION DE LA HIDROXIAPATITA ".

M. Johnsson, C.F. Richardson, E.J. Bergey,:M J Levlne y G H

Nancollas. Departamentos de Qu1m1ca, Blomaterlales y. Blologla

Oral. State University de Nueva York en Bﬁffalo
Buffal
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SUMARIO. :
La adsorcidn en superficies de hidroxiapatita de cistatina
inactiva SN, cistatina acidica S y el contenido de fosfoserina
en cistatina acidica S1, fué comparada con la de estaterina. Los
efectos de estas proteinas aﬁsdbidas en el crecimiento dinémico
de constante composicién de hidroxiapatita fueron también estu-
diados. La cistatina inactiva SN tiene una mAs alta adsorcién
maxima que las cistatinas acidicas S y S1. Aunque la afinidad de
cistatina para superficies hidroxiapatitas fué mds baja que aque-
lla de estaterina, su influencia en la acrecentada dindmica de
hidroxiapatita fué considerablemente mayor, con la cistatina aci-
dica S1 siendo la mas activa. Ante una concentracién de superfi-
cie de 7.0 x 10-8 mol m~2 de hidroxiapatita, las cistatinas decre-
cieron el rango de crecimiento cristalino en un 80 -~ 95% como se
compard con aquella en ausencia de proteina. Ante esta concentra-

cibén, la estaterina mostrd una inhibicidén de crecimiento del 403

Palabras Claves:

Gistatinas, estaterina, adsorcibn, cristalizacién, hidroxiapatita.

Abreviaturas:
PTH, feniltioidancién; SDS-PAGE, gel electrofdresis de sulfato-
poliacrildamido-dodecil sbédico; FPLC, cromatografia liquida de

proteina réapida.



% INTRODUCCION ".

Muchas protelnas salivales ‘humanas previeneﬁ'ia eiceéiva re
y desmlnerallzac1on de supérflcles esmaltadas por la part151pa—
cibén: en la. formac1on de pe11cula esmaltada obtenida.. Las mejor
caracterizadas de estas son la estaterina conteniendo fosfoserina
(Schelsinger y Hay, 1977) y las proteinas ricas en prolina (Hay
et al.,1988; Kousvelari et al.,1980). .

En general, fosfoproteinas, y especialmente aquellas con un
contenido de amino &cido anibnico, adsorben fuertemente en direc-.
cibén hacia la hidroxiapatita y de este modo, inhiben la cristali-
zacidén (Bennick, Cannon:y Madapallimattam, 1979; Moreno, Varughe-
se y Hay, 1979; Schelsinger et al.,1987).

La estaterina y las proteinas ricas en prolina tienen un ni-~
mero de residuos con grupos laterales negativos en las porciones
de terminal-N de las moléculas (Schelsinger y Hay 1977; Bennick
1982) que son aptas para estar en contacto con la solucién del
contorno y accesible para la adsorcién de hidroxiapatita. Otras
moléculas salivales con varios residuos negativamente cargados
en cercana proximidad hacia otra, pueden también tener altas afi-
nidades por superficies apatitas y cristalizacién inhibida apre-
ciable. .

Isemura et al. encontrbé diversas cistatinas en la saliva,
una siendo la cistatina acidica S (Isemura, Saitoh y Sanada 1984%)
y otra de cistatina inactiva o neutra SN (Isemura, Saitoh y Sana-
da 1986). Ambas moléculas tienen diversos residuos cargados en
su término-N y de este modo, seria posible unir fuertemente ha-
cia la hidroxiapatita.

lLlas cistatinas son 51m11areq a las fosfoproteinas con conte-
nido de cistatina descrltas por Shomers et al.(1982a,b,c) y Al-
Hashimi, Dickinson y Levine (1988) que han sido mostradas para
ser unidas fuertemente a superficies de apatita. En adiciébn, u-
na larga forma dehla cistatina SN no fosforilada previamente de-
nominada cistatina SA-1, es también detectada en la pelicula es-
maltaqa 2-h "in vivo" (Al-Hashimi y Levine, 1989).



Ahora’; hemos examinadq/la‘adsorc1on en superflcles de hidro-

xiapatita ‘de ‘una‘gran forma de la c1stat1na 1nact1va SN, de 1la
cistatina acidica S’y dela clstatlna ac1d1ca,Sl conteniendo fos-

foserina. Y-comparando esto'con la adsorc1on de estaterina que
) Kresak y Hay 1978,1984).

ha sido como un patrén p031t1vo (M
La influencia de estas prote as preadsobldas en la minera-
lizaciébn de h1drox1apat1ta se’ determlna tisando el método de com-

p051clon constante (Thomson y Nancollas, 1978).




" MATERIALES Y METODOS ".
N\

PURIFICACION‘DE LAS PROTEINAS

Las cistatinas salivales y estaterina fherbn aisladas de la
_saliva .submandibular-— sublingual de una donante femenlna de 30 a-
fios. de edad. La saliva se colectd y se proceso segun Shomers et
al. (1982) y Ramasubbu et al. (1991). R

En todos los pasos cromatograficos subsecuentes, las frac-
ciones reunidas fueron diaisladas extensivamente contra agua fria
destilada usando el sistema de tubos "Spectra Por 3" y después,
liofilizadas.

El fraccionamiento inicial de saliva, se efectud por crmato-
grafia de columna por el método '"Sephodex G-200". La saliva lio-
folizada (430 mg) se disolvid en 40 mg m1=1 en‘6 mol 1-1 de guani-
dina-HC1 en 100 mmol 1 l¢ris-HCl, pH 7.5, y sujeta a la filtra-
cibén de gel a temperatura ambiente en una columna de Sephadex G-
200 (2.6 x 95 cm), que habia sido equilibrada con el mismo bufer
de guanidina.

Fracciones de seis mililitros fueron colectadas en un f£lu-
jo a razbén de 4 ml n-! y cuatro agrupaciones (A-D) fueron hechas,

basadas en una absorbencia de 280 nm.

Cistatinas acidicas y neutras fueron pﬁrificadas desde el
grupo C modificando nuestros procedimientos previamente descri-
tos (Shomers et al.,1982; Al-Hashimi et al.,1988); la estateri-
na fué preparada del grupo D. Todos estos pasos cromatograficos
fueron realizados a 6°C. N

El grupo C (600 mg) fué suspendido en 50 ml de 5 mmol 1-1
tris-HC1l ante un pH 7.6, agitado a 4°C por 30 min., dialisado
contra el mismo bufer durante la noche y centrifugado a 12,000 g
para remover cualquier material no disuelto.

Lo que sobrenadaba, fué aplicado a una columna (2.5 x 50 cm)
de celulosa DE-52 y eludido inicialmente con 5 mmol 17 leris-Hel
ante un pH 7.6.

-4 -



‘La c1stat1na neutra
neal con31st1end
un pH e 6‘

Despues
pH 7.6, ;aS;C
1ineai‘dé“é€i
HC1 pH 7.6,

Fracc1 nes
de 50-60 ml

cia a,,289:nfn-

monlﬁqpeadps'pbr absorben~

Las c1stat1nas acidlcas eludldas en aprox1madamente 0.4 mol
11 NaCl, [ueron separadas mas adelante_por medlo de ung croma-
tografia en una columna larga (1.5 x 120 cm) de celulosa DE-52
usando un gradlente lineal quperf1c1a1 de 1000 ml cada 100 mmol
1~ leris-HC1 pH 7.6, y el mismo bufer conteniendo 0.2 mol 11 wnac1.

Fracciones de 7.2 ml se colectaron en un flujo a razdn de

15-20 m1 h~! y monitoreados por medidas dg absorbencia a 280 nm.

Se obtuv1eron tres isoformos de cistatinas acidicas y su pu-
r1f1cac1on flnal se efectué a temperatura ambiente usando un sis-—
tema ”Bharmac1a FPLC" con columnas de intercambio de aniones Mono-
Q HR5/5¢{ Aqui, las muestras (10 mg m1™! en 0.01 mol 1~ leris-HCI

1

pH 8.0) en un flujo a razén de 1 ml min~! sobre 30 min. Columnas

elueptes de monitorearon a 230 nm.

Para la purificacién de estaterina, el grupo D (11 mg m1~1

en 5 mmol 1 ltris-HC1 pH 7.6) se fraccionaron en una columna (2.5
x 50 cm) de celulosa DE-52 y la estaterina fué eludida con los

mismos bufers usados por las cistatinas acidicas.

Después de la didlisis.y la liofolizacién, la estaterina se
desaliniz6 aGn mas usando Sephadex G-50 con 0.02 mol 17! ge acido
acético.

En caso necesario, una purificacidn adicional de estaterina
se efectud por FPLC usando los gradientes empleados para las cis-

tatinas acidicas.



cromatografla de fase rever

co en linea.

La cistatina (0.5-1.0 x 10-9 mol), disuelta en 20 x 10-6.1
de agua desionizada, se secd en un filtro de~-fibra de vidrio con
dcido trifluoracético tratada .y precondlc;onada con 3'x 10” 3.g

de Bioberne-Plus (Biosistemas aplicados, Foster Clty, CA USA).

El promedio de todo el rendimiento fué de 50-607% del total
de proteina cargada con. un ciclo repetitivo de rendimiento mayor

a 93%7 sobre 35 ciclos.

La presencia de fosfoserina en las regiones de terminal-N
de cistatinas acidicas, se determind midiendo su conversién a
etilcisteina (Meyer et el.,1987). ESto se realid por adicién de
1.0 x 1074 1 de mezcla reactiva consistiendo en 8.0 x 1072 1 de
etanol, 6.5 x 10-3 1 de 5 mol 1-1 NaOH, 6.0 x 1079 1 de etane-
tiol (J.T. Baker) y 4.0 x 107% 1 ge agua de muestras disecadas
(2 x 1079 mol) en 1.0 x 1073 1 en ampolleta de reaccién (Pierce
Chemical Co. Rockford, IL)

La mezcla se incubd por i h a 50°C en nitrégeno, y después

se acidificd con 1.0 x 1072 1 de 1 mol 17! de 4cido acético.

La presencia de etilcisteina-S se confirmbé por la serie de
terminal-N de la cistatina derivada, como se describié anterior-
mente.

El contenido total de fosfato de las cistatinas salivales

x



y estaterina, se determind por. medid de'ﬁn'éspectfoécopio'nucle;
ar-P de resonancia magnética, como el descrlto por Vogel ¥ Brld—
ger (1982) y Ramsubbu et al. (1991) ‘ : an

ADSORCION Y CRECIMIENTO DE
CRISTAL DE HIDROXIAPATITA

Todos los reactivos fueron de grado ‘analitico. Las concen-
traciones de iones de calcio se determinaron por el espectrosco—
pio de absorcién atbmica YPerkin Elmer 503) usando una columna
intercambiadora de iones catidnica "Dowex 50W-8 en forma de hi-
drbégeno con titulacién de los iones de hidrbgeno intercambiados
contra soluc1oné< estandarizadas de hidréxido de pota51o

. Las soluciones de fosfato de potasio dihidrogenado se ana-
lizaron espectroscbdpicamente con complejo de vanabdomolibdato
(Tomson, Barone y Nancollas 1977) o mediante titulacidn de hi~

dréxido de potasio.

Las semillas de cristales de hidroxiapatita se prepararon
como describibébplohnssen et al. (1991). El1 Area especifiéa de la
superficie determinada por adsorcibn de nitrégeno BET (Brunauer-
Emmett-Teller), fué 29.2 + 0.3 ng‘l (30/70,N5/He Quantasorb,

Quantachrome).

El tamafio de las particulas de las semillas de cristal se
encontraron mediante un microscopio de exploraciébén de elctrones
(Cambridge S-90B) para menos de 5.0 x 107 m. La relacibn molar
de fosfato de calcio fué 1.65 * 0.05.

Los cristales se caracterizaron mediante rayos-X de difrac~
cidén de polvo (Nicolet/Nic con un aditamento Stoe usalido un det
tector de posicién sensitiva en el modo de transmisidn).

.

En los experimentos de adsorcién, cantidades conocidas de
proteina disuelta se equilibraron por méds de 4h -en soluciones
saturadas de hidroxiapatita a pH 7.4 y fuerza idnica de 0.15 mol

l"l, usando 1.20 x 10_3g de cristales en tubos de policarbonato



de soluc10n.,El mayor numero de experlmen—

Soluc1ones saturadas de h1drox1apat1ta se prepararon mezclan-
do fosfato de amonio-y soluc1ones de nitrato de calcio en 0.5
mol 17! de cloruro de sodio. El pH ‘'se mantuvo en 7.4 anadiendo
4dcido nitrico e hidrbxido de potasio.

Para evitar la degradacidn bacterial durante la equilibra-
cibn, todas las soluciones de proteinas se hicieron con 0.1%1,1,1
de tricloro-2metilo~2propancl como parte del medio ibnico.

El timepo de incubacién fué usualmente 4h a 37°C.

Los cristales resultantes se separaron de’la solucién de pro-
teinas por centrifugacién.a 250g por 10 min a temperatura ambien-
te, lavados conuna solucibén saturada de hidroxiapatita y resus-
pendidos antes de usarse en los experimentos de cristalizacidn.

o

Las concentraciones iniciales y finales de proteina se mi-
dieron mediante un anilisis de aminocdcidos (analizador de amino-
4cidos Beckman 6300).

En experimentos paralelos sin cristalitos, la adsorcibn por
proteinas mediante susperficies de policarbonato resulté ser in-

significante.

Los experimentos de cristalizaciédn se realizaron mediante
el método de composicidn constante en vasos de doble pared a 37°C.

Soluciones de 0.15 mol 1~1 de fuerza ibnica, sobresaturados
con respecto a la hidroxiapatita, se prepararon mezclando cloru=
ro de calcio, fosfato de potasio dihidrogenado y soluciones se
cloruro de sodio: Las concentraciones finales de cloruro de cal-
cio y fosfato de.potasio fueron usualmgant:e'4’.00)(10"4 y 2.40x10™
mol 1”1, respectivamente, resultando una sobresaturacién relati-

va 0* = 3.60, con respecto a la hidroxihpatita.



Mqui, 0= [(R/M/91, ©

donde:el i6n pféducfd; +15(304?'53(0H_)] o (2)

y Ksp es el producto-de solub paﬁita} En: la prepa-—

racién final de una solucién'sdbrésaturaﬂé,iél pH- se elvevd a

7.4 mediante la adicién cuidadosa.de solucién de hidréxido de po-
tasio. Experimentos de crecimiento se ‘iniciaron mediante la adi-
cién de 1x1073 1 de suspensién conteniendo 5x10—3g de semillas

de cristales sobre las cuales, las proteinas preparadas como se
describidé snteriormente, habian sido preadsorbidas.

La proteina tomada de las semillas de los cristalitos se de-
terminé mediante el andlisis de la solucién antes y después de
la adsorcién. ’

Después de la adicidn de cristales a la solucidn sobresatu-
rada, todas las concentraciones se mantuvieron constantes duran-
te la mineralizacién mediante la adicién controlada potencialmé-
tricamente de dos soluciones tituladas consistiendo de cloruro
de calcio + cloruro de sodio ¥ un fosfato de potasio + hidréxi-
do de potasio con una efectiva concentracién titulada de hidroxia-

patita de 1.0x10~% mo1 1-1.

Durante la mineralizacién, se retiraron muestras filtradas
(Millipore 2.2x10~7m) y analizadas con calcio y fosfato para con-
firmar que la sobresaturacidén constante se mantuvo.

Experimentos paralelos se realizaron en ausencia de protei-~
na. Todas las reacciones se hicieron por triplicado con un 3% de

reproducibilidad a ritmo de crecimiento medido. -
AY



" - RESULTADOS - ".

Las proteinas investigédas-incldyeron tres cistatinas y esta-~
terinas salivales tenlendo las composlcl'nes de am1noac1dos dadas
en la tabla 1. ; : L

La cistatina neutra, que es’ de51gnada c1stat1na SA-I por Al-

Hashimi et al. (1988), es idéntica en composmcion a la cistati-
na SN descrita por Isemura et al. (1986).j Saitoh et al. (1987,
1988). Para eliminar la confisidn, esta cistatina inactiva seré
referida aqui como cistatina SN.

Las tres cistatinas méAs acidicas (S, S1 y S2), nombradas
Cl1-C3 por Shomers et al. (1982c), eran idénticas entre ellas en
sus comp051c10nes de aminoécidoas y secuencias de terminal-N y
a aquellas de cistatina S (Tablal) (Isemura et al., 1984c).

De este modo, las diferencias en movilidad anidnica entre
las tres cistatinas acidicas fué probablemente debido a los ni-
Qeles variables de fosforilacién (Shomers et al., 1982c).

La molécula mds anidbnica (Cistatina S2) se encuentra en can-—
tidades muy pequefias en la saliva y por esto, no fué usada en es-

te estudio.

La derivacidén de la mayor cistatina acidica (cistatina S1)
con etanetiol y una serie de terminal-N subsecuente, indicdé que
la serina en la posicién 3 era fosforilada.

En contraste, otra cistatina acidica (cistatina S), no es
menor en eliminacidén~@B de residuos de serina indicando que esta
proteina no era fosforilada.

Finalmente, cuando menos dos de las cistatinas acidicas re-
presentan variantes de cistatina S, la cual difiere en su grado
de fosforilacidn y de esta forma se designan cistatina S (no fos-

fato) y cistatina S1 (un fosfato).

'El residuo 16 de secuencia aminodcida de terminal-N de cis-
tatina S y S1, se encontrbé para ser Ser-Ser-Ser-Lys—-Glu-Glu-Ans-
Arg-Ile-Ile-Pro-Gly-Gly-Ile-Tyr-Asp-. Esta secuencia difiere de

la de la cistatina SN en las posiciones 1,3,7 y 16 donde la cis-

- 10 -



“tatina SN tiene. Trp Pro Asp ¥y Asn respectlvamente (Al- Hash1m1
et al,,1988). S o :
Las c1stat1nas ac1d1cas el

nactlvas tlenen secuencias idén-

ticas de am1noac1dos entre: los re51duos 17 35 La diferencia en
aminodcidos con grupos 1aterales p051t1vos y negatlvos entre las

cistatinas y estaterlnas, se muestran en la Taba 1.

Los datos de adsorcién con hidroxiapatita de tres cistati-
nas, son comparados con estateriné (Fig.l), la cual tiene dos
residuos de fosfoserina en las posiciones dos y tres.

La adsorcién Q(mol m=2), de las cistatinas y estaterina gra_
ficada como una funcidn de la concentracién de equilibrio c(mol
1'1), se muestran en la figura 1 y se expresan en térmpos del mo-

delo de Langmuir (Kresak et al.,1977)

C/Q = 1/KN + C/N, (3)
en la figura y la Tabla 2.
En la ecuacién (3), K es el coeficiente de afinidad (1 mol‘l)

y N es el nimero méximo de sitios de adsorcién (mol m'z).

Nuestro dato de adsorcidén reportado tiene un SD de menos
del 57.

La estaterina tiene un mucho méds alto coeficiente de afini-
dad y méxima adsorciédn que las cistatinas. La adsorcién méxima
de estaterina N(0.44x10‘6'm01 m‘z), es algo menor que el 0.49
x10-6 publicado por Moreno et al. (1978); también, el coeficien-
te de afinidad de 11.3x10+3 1mol~l fué menor que los valores re~
portados anteriormente de 110x10%3 y 111x10%51 determinado en so-
luciones de 0.05 mol 1-1 de concentracién iénicél(Moreno et al.,
1978; Hay y Moreno, 1979).

Ante una concentracién de equilibrio de 1,0x10"1mo1 171,
la estaterina mostré una adsorcibn de 0.4x10 0mo1 m_z, mientras
que las cistatinas adsorbieron entre 0.10-0,15x106mo1 m~2.

Es de interés que la cistatina inactiva SN mostré una ads~

orcibén méxima mAs alta que las cistatinas S y SIl.

ESTA NZ"L
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Los resultados de los exper1 entos de crec1m1ento 'y comp051—
cibén constante se graflca en laiflgura 3 e e :

La cistatina Al fué un inhibiddr mé’s éfécti?o -que-las cista-
tinas S o SN, mientras que la 1nh1b1c1on de la estaterina fue de
cerca de la mitad que la de las cistatinas.

Ante la concentracién de la superficie de 7.0x1078no1 m~2,

la c¢istatina-S]1 inhibié el crecimiento de cristal en un 95%, mien-—

tras que las cistatinas S y SN mostraron una inhibicidbén del 857

y 79%Z, respectivamente.

En esta concentracién de la superficie, el valor de la es-
taterina fué de 407%.

Interesantemente, e¥ las superficies con concentracibén en-
tre 0.2 - 0.8x10"8 mo1 m'z, todas las proteinas mostraron una
inhibicidn menor de crecimiento de cristal, que en las concen-—
traciones de superficies mé&s altas a en las concentraciones de

superficies més bajas.



" DISCUSION ".

Diversos inhibidores de cisteina proteinizados, se detecta-
ron- - en la saliva humana (Saitoh et al.,1988).

La presencia en la pelicula esmaltada adquirida de al me-
nos una de éstas, sugiere quepueden adsorberse a superficies es-
maltadas)] (Al-Hashimi y Levine 1989).

Nosotros mostramos aqui que las cistatinas adsorbieron hi-
droxiapatita con una adsorcidén méxima aproximadamente del 30-507%
de la encontrada en la estaterina (Fig 1, Tabla 2).

) El nimero maximo, de sitios de adsorcidén, para las cistati-
nas (Fig.l) era similar a aquella para la proteina 3 rica en pro-
lina, una molécula con tamafio y carga similar (Aoba, Moreno y Hay
1984).

Las cistatinas tienen, de cualquier manera, un coeficiente
de afinidad inferior que el de la estaterina o que el de la pro~

teina 3 rica en prolina.

Es de interés que la presencia de un residuo de fosfoseri-
na en la cistatina acidica S1 no incrementd la adsorcibén maxima
o el coeficiente de afinidad significativamente, comparada con
la idéntica, mas no fosforilada, cistatina acidica S.

Tampoco la cistatina inactiva SN mostrd una diferencia sig-
nificativa en la afinidad. Aunque tienen diferentes puntos isoe-
léctricos, todas las tres moléculas tienen segmentos similares
conteniendo varios residuos con grupos laterales cargados en la

estructura.

La distribucidén de residuos cargados parecen ser, por consi-
guiente, tan importantes para determinar la conducta de adsorcidn

como 1o es la presencia de residuos de fosfoserina.

Meyer y Nancollas (1973) sugirieron que la fuerte ligadura

de difosfonatos e hidroxiapatita podria ser debido a la quelacidn

de calcio superficial mediante grupos cargados negativamente en




cercana proximidad entre ellos.

Si tal ligadura ocurre, varlos “de los re51duos cargados en

los segmentos cargados de c1stat1nas poﬁrlan part1c1par en liga-

duras similares.

Otros, han sugerido requerlmlentos estereoqulmlcos simila-

res para una proteina, que muestra una uerte llgadura para su-

perficies de hidroxiapatita.

Aunque varios residuos cargados se localizan en las partes
de terminal-N de ambas, estaterina (Schelsinger y Hay 1977) y las
cistatinas, la adsorcién méaxima, asi como la constante afinidad
de estaterina, fueron considerablemente mas altas que aquellas
de las cistatinas.

La mds alta adsorcidén mdxima de estaterina refleja las dife-

rencias en tamaiio de los dos grupos de proteinas.

La alta afinidad de la estaterina, es probablemente, debi-
da al término-N altamente cargado, juntos, con la gran flexibili-
dad de estos segmentos como se compard con partes de igual tama-

fio de proteina mis larga.

La mayoria de las moléculas de estaterina estan en forma de
rotacibén-B o de espirales casuales (Tseng et al.,1987), que in-
crementaron la posibilidad de cambios estructurales que pueden

influir en la adsorcibdn.

La diferencia entre el coeficiente de afinidad de estateri-
na en nuestro trabjo y en estudios anteriores (Moreno et el.,1987)
puede ser atribuida a una mayor fuerza idnica en nuestro estudio,
y de este modo, decreciendo el coeficiente de afinidad.

‘ Por lo tanto, la intersepcidn del eje-y de nuestra adsor-
cién Langmuir para la estaterina fué 1.0 'Fig.2) mientras que

en el estudio de Moreno et al. (1978), la intercepcién eje-y fué
de cerca de 1/10 del valor mostrado en la Fig.2.

A valores siilares de N, este resultaria en una diferencia

de 10 veces en el valor de K. Una diferencia en la pendiente de



oléculas’de cistatina per-

mite un'sitiomhltiple ‘que -hace la desorcién menos

probable:

La fuerte inhibicién de' crecimiento de cristales también su-
giere que la desorcidn de las moléculas durante la cristalizacién
es baja.

Las moléculas mAs grandes de cistatina pueden también cu-
brir sitios de las superficie mas eficientemente que la estate-—
rina mas pequefla, acrecentando de este modo la inhibicién de cre-
cimiento de cristal.

Encontramos una inhibicidén creciente con carga de proteinas,
con la cistatina Sl de contenido de fosfoserina siendo la més ac-
tiva. Esto puede sugerir un mejor ligamiento en la superficie,
pero la carga més alta podria también disminuir la posibilidad
de desorcibn.

La mayor inhibicién de las cistatinas como se compara con
aquella de estaterina, indica que las partes mis largas o seg-
mentos varios de cada molécula se ligan en sitios de la superfi-

cie, ocacionando una mayor efectividad de cobertura.

Interesantes cambios en la inhibicidn de crecimiento de cris-
tal se observd para todas las proteinas a muy bajas concentracid-
nes superficiales.

A 0.2—0.8x10_8 mol m—2, las propiedades inhibidoras fueron
realmente menores aue en las concentraciones de la superficie
de 0.].-0.2x.10'8 mol m~2 (Fig.3). Ante concentraciones arriba de

0.8x10"8p01 m"z, la inhibicién fué mAs alta nuevamente.’



cristalitos.. Campbelly Nancollas (1991) encontraron que esas pro-
teinas adsorbidas en una superficie pueden,actuar como sitios
de nucleacién para precipitaciédn de fosfato de calcio. Tal nu-
cleacibén, podria probablemente, aumentar con las cantidades de
proteina adsorbida, pero la proporcidn de tal crecimiento es, de
cualquier manera, considerablemente menor que aquella de hidroxia-
patita sembrada perteneciendo a una mucho menos &rea de superfi-
cie disponible.

Consecuentemente, la inhibicibén debido a la presencia de u-
na proteina podria resultar en una disminucién del ritmo de cre-
cimiento global que podria exceder en valor el incremento anti-

cipado debido a la nucleacidn.

La nucleacidn podria, por consiguiente, ser detectada en un
estudio de cristalizacién sbélo como un grado un poco mas bajo de
inhibicién comparado en condiciones donde no ocurrié nucleacibn.

Si la nucleacidén es dependiente de la concentracidn de la
superficie de la proteina, discontinuidades en el grado de inhi-
bicidén podrian esperarse como estos cambios, ofreciendo una po-
sible explicacién para el ritmo de excursidn observado en la re-
gién 0.2-0.8x10"8 mo1 m2.

Esto, debe indicarsinembargo, que nuestros descubrimientos
no demuestran conclusivamente nucleacidén en las peliculas de pro-

teinas adsorbidas.



La participacibn en el proc

aniénicos en las partes de ‘terminal

soportado por el alto grado de inhibidién

tales, como se compard con la estaterina

La presencia de esos dominios, puede~también’resultar en mo-

léculas que tienen un grado bajo de desorcibn..d raﬁtéilds expe~

rimentos de crecimiento.

Ademds, las mas baja afinidad de las cistatinas, sugiere
que estos ligamentos dominen menos especificamente que aquellos
de moléculas de estaterina.
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