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: INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad de los tejidos calcifica~--

»dos del diente, que se caracteriza por la desmineralizacifn -
de la parte inorgdnica y la destruccibn de la sustancia orgi-
nica de la pieza’. Es una enfermedad infecciosa caracteriza-
da por una serie de reacciones quimicas complejas que resul~--
tan en primer lugar, en la destrucciftn del esmalte dentario y
posteriormente, si no se le detiene, en la de todo el diente.
La destrucciég mencionada es la consecuencia de la accién de
agentes guimicos gue se originan en el ambiente inmediato a -
las piezas dentariasz.

Para poder entender el proceso de la caries dental, es -
necesario conocer primeramente dos puntos fundamentales que -
son:

1) La estructura dentaria.

2) La etiologifa de la caries dental.

ESTRUCTURA DENTARIA.

El diente se encuentra formado por cuatro tejides princi
pales gue son: esmalte, cemento, dentina y pulpa.
1) Esmatte.
Recubre la corona del diente. Su dureza y, asimismo,

su fragilidad, se deben al contenidec extremadamente alto de -



sales minerales. Su espesor varfa de 2 a 2.5 rm a nivel Qel
borde incisivo o cfispide, haéta cero en la uni&n del esmalte
con el cemento. Es translGcido y de color blanco o gqris azu-
lado a nivel del borde incisal, y amarillento en el resto del
dierte, debido a la coloracibn amarillenta de la dentina.
a) Composicién Quimica: 92-96% de materia inorgénica,
1-2 % de materia orqgénica,
3-4 % de agua.
b) Estructura: El esmalte se encuentra formado por:
- Prismas del esmalte.

- Vaina del prisma (alrededor de la cabeza de cada -~
prisma)

- Cristales de hidroxiapatita.
- Matriz orgénica del esmalte.
- Estriaciones transversales y estrias de Retzius.

- Laminillas, penachos y husos del esmalte’.

2} Cemento.

Es un tejido mineralizado que recubre la rafz del --
diente; es tejido conectivo especializado que presenta varias
similitudes estructurales con el hueso compacto, pero difie--
ren en que el hueso es vascularizado y el cemento es avascu--
lar.

a) pistribucién y Tipos de Cemento: Estudios morfolbgi-~

cos realizados con microscopfa 6ptica, han revelado dos cla--



ses de cemento; acelular y celular. Generalmente el acelular
se encuentra en la mitad coronaria de la rafz y el celular se
encuentra en la mitad apical de la misma:; sin embargo, en la
mitad apical de la rafz se pueden observar capas alternantes
de cemento celular y acelular.

b)' Composicién: 65% contenido mineral.

23% porcibn orgénica.
12% aqua.

c) Estructura: Como todo tejido conectivo, se encuentra
compuesto p&f«células y sustancia intercelular, en las que se
observan las siguientes caracteristicas estructurales:

~ Fibras de Sharpey.

- Fibras de la matriz.

~ Lineas de crecimiento.

- Precemento.

~- Cementoblastos.

~ Las lagunas y canalficulos,

- Cementocitos.

3} Tentina.
Tejido conectivo avascular y mineralizado que esti -~
vestido por el esmalte en su porcién coronal y por el cemento
a nivel de la ralz del diente.

a) Composici8n: 70% materia inorginica.
18% materia orginica.
12% agua.
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~ Porcibn inorg&nica.- Formada principalmente por crista
les de hidroxiapatita, tambi&n posee fosfatos cilcicos amor--
fos, otras sales minerales tales como carbonatos, sulfatos, -~
asi como trazas de ciertos elementos como F, Cu, Zn, Fe y ~-
otros.

~ Porcifn orgénica.~ Consta principalmente de coldgena -
que representa el 17% de la masa tisular total, es decir, al-
rededor del 95% del conjunto de materia orgénica. Posee tam-
bién fracciones de lipidos, gucosaminoglicancs y compuestos -
proteicos noﬁidentificados; cada uno de ellos constituyendo -
alrededor del .2%., Ademis, el Acido citrico comprende algo -
menos del 1%.

b) Estructura:

- Qdontoblastos y prolongaciones del odontoblasto.
qu fibras de Tomes son prolongaciones del citoplas
m;'de los odontoblastos o dentinoblastos, que son -~
las cé&lulas productoras de una matriz extracelular
(ej. colégena), que al calcificarse constituyen la
dentinaq.

- Canaliculos o tubfrculos de la dentina.

-~ Espacio periodontobl&stico.

~ Pentina pericanalicular e intercanalicular.

¢) Distribucidn de la materia orgédnica: Las fibras coll-
genas, elementos constituyentes de la mayor parte de la mate-

ria orginica, se encuentran principalmente en la dentina in-~-
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tercanalicular. En la dentina pericanalicular, asf{ como en -
el espacio periodontobl8stico, sflo existen pequefias propor~-
ciones de materia orgénica, habiéndose podido demostrar fi--~
bras coligenas tipicas en estas localizaciones.

En la dentina de revestimiento, las fibras se orientan -
perpendicularmente al limite amelo-dentinario, mientras que -
en la dentina peripulpar las fibras adoptan una posicibén para
lela al mencionado lfmite amelo~dentinario, o a la superficie
de la pulpa; Sin embargo, la direccibn de las fibras es di--
versa seg(n los planos, es decir, las fibras exhiben una posi
cidn regularuen un planc mientras estin orientadas irregular-

nmente en otros planos.

4) Pulpa Dentaria.

Se situa en la posicibn central del diente; se en-
cuentra rodeada por la dentina en toda su extensibn, excepto
a nivel del conducto apical gue es por donde se comunica con
el tejido periodontal.

a) Composicidn: 75% de agqua.

25% de materia orgénica.

Durante el envejecimiento, la pulpa dentaria se hace me
nos celular y més rica en fibras. Estd formada por ejido co-
nectivo laxo, similar al tejido conectivo de cualquier parte
del organismo.

h) Estructura bisica:

-~ Células de tejido conective, predominando fibro--
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blastos, células mesenquimatosas indiferenciadas, histiocitos
o macrﬁfagbs. En ocasiones pueden observarse linfocitos, cé-
lulas plasm&ticas y granulocitos eosinéfilos. En pulpas in--
flamadas pueden observarse c8lulas cebadas, no apreci&ndose -
células adiposas.

-~ Fibras principalmente coldgenas; hay ademds fibras -~
‘elssticas, reticulares y fibras coligenas finas.

Ademis posee vascularizacibn dada por artericlas y vé&nu-

.las. El flujo sanguineo estd bajo control nervioso.

ETIOLOGIA DE LA CARIES.

Se han elaborado dos teorias principales, la acid6gena ~
(teoria quimioparasitaria de Millers) y proteolitica. Mas re
cientemente se propuso una tercera teorifa, la de proteblisis
Y quelacién’.

1) TeorZa Acidbgena.

Ww.D. Miiler, probablemente el mis conocido de los pri
meros investigadores de la caries dental, public6 ampliamente
los resultados sobre sus estudios a partir de 1382, los cua-~-~
les culminaron en la hipdtesis que afirmaba que "la caries -~
dental es un proceso quimioparasitario que consta de dos eta-
pas: Descalcificacién del esmalte, cuyo resultado es la des-~
truccibn total, y descalcificacién de la dentina, seguida de
la disolucifn del residuo reblandecido. El &cido que causa -

esta descalcificacifn primaria es el &cido lictico que provie
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ne de la fermentaciéﬂ de azficares y almidones alojados en las
zonas retentivas de los dientes".

Miller® aisl6é una cantidad de microorganismos de la cavi
dad bucal, muchos de los cuales eran acidbfgenos y algunos pro
teoliticos; como una cantidad de estas formas bacterianas te-
nia capacidad de formar &cido lictico, Miller crey6 que la ca
ries no era causada por un solo tipo de microorganismo, sino
por una gran variedad de ellos. Esta teorfa ha sido aceptada
por la mayoria de los investigadores.

2) Teoada Proteolitica.

Aunque las pruebas de la teoria de la caries denomina
da acid6gena son considerables, todavia no se acepta como con
cluyente, ya que es de naturalezz muy circunstancial. Como -
explicaci®n alternativa estd la teorfa proteolftica. Se han
acumulado pruebas de que la porcién orgénica del diente puede
desempenar un papel importante en el proceso de caries. Gott-
1ieb7“9 y Gottlieb, Diamond y Applebaum‘o, postularon que la
caries es un proceso esencialmente proteolitico: los microor-
ganismos invaden los pasajes orgénicos y los destruyen en su
avance. Admitieron que la proteblisis iba acompanada de for-
macibn de 4cido, en cantidades menores cuando se trataba de -
laminillas y en cantidades mayores en las vainas de los pris-
mas. Gottlieb sostenfa que la pigmentacibén amarilla era ca--
racteristica de caries y que se debfa a la produccidén de pig-

mentos por microorganismos proteoliticos.
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Manley vy Hardwick11 intentaron reconciliar las dos prin-
cipales teorfas sobre la etiologfa de la caries dental vy sefa
laron que mientras los mecanismos acidfaenos y proteolfticos
pueden ser separados y diferentes, no lo son necesariamente.
Asi, algunas bacterias capaces de producir &cidos de los car-
bohidratos, llegan a degradar las protefnas en ausencia de &s
tos. Sobre esta base se propuso que pueden haber dos clases -
de lesiones cariosas: 1) los microorganismos invaden las lami
nillas del esmalte y atacan el esmalte y la dentina antes de
que existén manifestaciones apreciables; 2) no hay laminillas
del esmalte; esta alteracibn se hace mediante la descalcifica
ci6n del esmalte por &cidos generados por las bacterias de la
placa microbiana que cubre el esmalte.

3) Teoria de fLa Prote6lisis y Quelacibn.

La quelacibn es un proceso de incorporacifén de un ion
metdlico a una sustancia compleja, mediante la unién covalen
te coordinada, que di por resultado un compuesto muy estable.

Segftn Schatz12, el ataque bacteriano del esmalte inicia-
do por microorganismos queratinoliticos, consiste en la des--
truccién debproteinas y otros componentes orginicos del esmal
te, fundamentalmente la queratina. Esto d§ por resultado la
formaciﬁp de sustancias capaces de formar quelatos solubles -
con el cohponente mineralizado del diente y por esa via des--
calcificar el esmalte en presencia de un pH neutro o hasta al

calino. El esmalte tambi&n contiene otros componentes orgéni



cos ademds de la queratina, como qlucosaminoglicanos, lipidos
y citratos que pueden ser susceptibles al ataque bacteriano y
actfan como quelantes.

La teoria de la proteflisis y quelacifén afirma que tanto
la porcifn orgdnica como la inorgénica del esmalte, pueden --
ser atacadas simulténeamente. Si se acepta esta teorfa deben
hacerse varias conciliaciones:

- Observacién del aumento de frecuencia de caries al
aumentar el consumo de azfcar.

- 0b§ervaci6n del aumento de la cantidad de lactoba-
cilSS cuando la actividad de caries es elevada, y

- Observaci6én de la disminucibn de frecuencia de ca-
ries después de la administraci6n t6pica de flflor,
o su consumo por via general.

Todas las teorias actuales sobre la etiologia de caries
asumen la presencia de microorganismos en el proceso13.

Las més recientes investigaciones respecto a la caries
y a la prevencién de la misma, tienen su mirada fija en el -
estreptococo mutans14 , adem&s el lactobacilo acid6filo ha -
recibido especial atencidn debido a su presencia, con mucha
frecuencia, en la dentina cariosa.

Bibby y Hine15 encontraron un gran nGmero de cocos, ba-
cilos, microorganismos fusiformes y filamentos gram negati--
vos en las extensiones de la dentina cariosa, lo cual parece

estar de acuerdo con los hallazgos de Burnett y Scherp16, -



-10-

quienes aislaron 250 cepas de microorganismos proteoliticos -~
de la dentina cariosa.

Estudios gnatobiSticos han revelado que los principales
agentes cariogénicos son los estreptococos mutans, salivarius
Yy sanguisz, ademds del lactobacilo acid6filo y actinomicetos14
Los lactobacilos, considerados anteriormente como los princi-
pales invasores, han sido relevados de dicha posicién, ya que
en realidad su potencial cariogénico es bastante reducido2.

orland'’ observé que no se producfa caries en los dien--
tes de animales libres de gérmenes, aun cuando los animales -
fueran alimentados con dietas caribgenas. No obstante, se --
produjeron caries cuando en el medio del animal fueron intro-
ducidos estreptococos y bacilos gram negativos.

A pesar de todas las pruebas, no hay una indicacién cla-
ra de un microorganismo causal. Hay datos indicativos de una
asociacibn entre lactobacilos, tanto de la saliva como de la
placa y caries dental, pero esto dista mucho de ser completo.
También hay una asociacibn entre estreptococos en la placa y
caries dental, pero esto no es aplicable a los estreptococos
en la saliva'C.

En varios estudios realizados con cepas de microorganis-
mos tomados de diferentes placas dento-bacterianas, de dife--
rentes nifios, se encontrb que los estreptococos eran los mi--
croorganismos aislados con mayor frecuencia de la placa, du--~

rante el perfodo de actividad de caries14.
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Estreptococo facultativo 27%

Difteroide facultativo 23%
bifteroide anaerobio 18%
Peptoestreptocd&o 13%
Veillonella 6%
Bacteroides 4%
Fusobacterias 4%
Neisseria 3t

Razones gquimicas y observaciones experimentales presen--
tan apoyo a las afirmaciones aceptadas generalmente de que --
los agentes destructivos iniciadores de la caries son &cidos,
los cuales disuelven inicialmente los componentes inorgénicos
del esmalte. La disoluci6n de la matriz org&nica del esmalte
tiene lugar despu&s del comienzo de la descalcificaci6n y obe
dece a factores meclnicos o enzim&ticos. Los &cidos gque ori-
ginan la caries son producidos por ciertos microorganismos bu
cales que metabolizan hidratos de carbono fermentables, para
satisfacer sus necesidades de energfa. Los productos finales
de esta fermentaci®dn son &cidos, en especial l&ctico y en me-
nor escala, acético, propibnico, pirtvico y quiz8 fuméricoz.

Se ha sefialado que los microorganismos acidSgenos produ-
cen la descalcificacitn de la dentina en el proceso de caries,
pero que debe ser necesarlo otro mecanismo para la destruc~
cibn definitiva de la matriz orgénica remanente. La explica-

cién més légica es que la matriz es destruida por la accibn -
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de enzimas proteolfticas generadas por microorganismos en la
profundidad de la cavidad. Esta digestifn enzimética es de -
mixima actividad s6lo cuando la matriz orglnica estd descalci
ficada y tiene poco efecto sobre la dentina sana1

De los microorganismos de la pulpa fueron aisladas enzi-
mas que afectan a los tejidos conjuntivos. Smith, Thomassen
y sweet!? demostraron gue muchos microorganismos aislados de
dientes no expuestos a los liquidos bucales producian esas -~
enzimas. Sin embargo, no encontraron relacién alguna entre -~
las enzimas bacterianas, tales como colagenasa, hialuronidasa
y otras, y las cualidades invasoras de las bacterias con res-
pecto al tipo de lesibén radiogr&ifica observada.

La actividad colagenolitica esti asociada a la variedad
de microorganismos, con particular &nfasis en aquellos micro-
organismos de la flora bucal. Todas las especies de bacteroi
des, .inluyendo los B. Gingivales, B. Melaninogénicos, S.S. -
melaninogénicos e intermedios, B. Capillus, B. Oris, B. The--
taiotaomicron y B. Fragilis, producen colagenasa, la cual fue
asociada primeramente con la fraccién de la cé&lula. La acti-
vidad de las enzimas parece estar aumentada cuando estos orga
nismos crecen en un medié completamente peptidico. La produc
cibén de colagenasa por especies de bacteroides y A. Actinomy-
cetecomitans fue finica entre otros miembros de la flora bucal
incluyendo especies de fusobacterias, actinomices, capnocyto-
phaga y selenomonas, que no demostraron tener actividad cola-

genolitica bajo las mismas condiciones de cultivozo.
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COLAGENA,

La coligena se encuentra ampliamente distribuida en el -
reino animal y su funcién depende del tejido en que'se encuen
tre21. En los tejidos conectivos extracelulares la colfigena
es la protefina mis abundante, que funciona como protefna es--—
tructural y sirve esencialmente como un soporte de los teji--
dosQQ. La col&gena representa un tercio de la proteina total
en los vertebrados y en algunos invertebrados, como esponjas
o equinodermos, la colégena puede representar una parte atn -
mayor de las protefnas totales del organismogs.

La unida&\b&sica de la coldgena tiene un peso molecular
de 300 000 daltones, con una longitud de 280 nm y un difmetro
de 1.5 nm2l.

El hueso y la dentina contienen exclusivamente coldgena
del tipo I. Los resultados demuestran que dos tejidos mine-—
ralizados diferentes que poseen el mismo tipo genético de co-
l&gena, pero diferente organizaci6n macromolecular, pueden te
ner funciones diferenteszu.

El contenido de col&gena de la dentina humana normal co-
rresponde del 80 al 90% de la matriz orgfnica, dependiendo de

25 y ha sido calculado en 18% por peso sec023. Co-

la especie
mo se dijo anteriormente, la coldgena que se encuentra en el
tejido dentario es principalmente la col&gena de tipo I, la -
cual estid formada por tres cadenas polipeptidicas llamadas --

¢l ¥y a2, cuya f6rmula estructural es 2{al(I)}a2. Durante las
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etapas tempranas de la dentinogénesis, se lleva a cabo la sin
tesis de la colégena tipo III y en las Gltimas etapas se hace
casi exclusivamente coldgena tipo I. La mineralizacifn de la
coldgena comienza en la superficie y avanza répidamente al in
terior de la fibra. Las fibras colfgenas son ordenadas en ha-
ces con una periodicidad de 64.0-70 nm25,

1} Propiedades Fisico-Quimicas.

Es una molécula excepcional. Es una triple h€lice de-~
recha formada por tres cadenas polipeptfdicas de aproximada-
mente 1 000 residuos de aminodcidos, cada una denominada cade
na a2?,

La colidgena es relativamente insoluble; sin embargo, se
puede extraer un 5 a 10% de la proteina total con soluciones
&cidas diluidas?6, con soluciones ligeramente aclalinas?? y -
con soluciones salinas a pH neutro?®. Su rasgo m&s distinti-
vo es su patrén de difraccién de rayos X de un &ngulo obtuso,
obtenido de colfgena en estado s6lido, siendo esto aceptado -
comé el criterio fundamental para definir la colfgena. El dia
grama de rayos X representa una configuracién de polipéptido
Gnica que consta de tres cadenas helicoidales hacia la iz~
quierda, dispuestas linealmente en una superh&lice hacia el
lado derecho.

Estudiada bajo miecroscopio electrbnico, la colfgena del
tejido mesenquimatoso aparece formada por fibrillas que repre

sentan un mb6dulo repetido de estrias transversales llama-
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do perfodo de repeticibn de 64 nm (70 nm de forma hidra-
tada) . ' -
Quimicamente, la col&gena posee alqunos rascos notables.
Un tercio de los residucs de amino&cidos son de glicina, mien
tras los amino&cidos prolina e hidroxiprolina constituyen al-
rededor de un 20 a un 25% del total?’. Estos residuos de pro
lina e hidroxiprolina juegan un papel importante en la estabi
lizacidn de la estructura y algunas de las propiedades fisico
quimicas de las protefnas estdn asociadas a la presencia de

estos dos aminoacidoszg.

COLAGENASA.

Las colagenasas pertenecen 2 dos grandes grupos. El pri
mexr grupo comprende las colagenasas elaboradas por microorga-
nismos que nho contienen col&gena, y el segqundo grupo, O sea,
el de las colagenasas tisulares, son producidas por células -
de organismos superiores que contienen coligena como componen
te principal de su matriz extracelular. Se ha definido a la
colagenasa como una enzima capaz de provocar desdoblamiento -
hidrolftico de los enlaces peptfdicos en las regiones helicoi
dales caracteristicas de la col8gena no desnaturalizada, a pH
y temperatura fisiol6gicos.

Por-lo general, las colagenasas de tipo bacteriano como
la producida por bacterias anaerbbicas del género clostridia,

hidrolizan enlaces prolina glicina~prolina~x dentro de la re-
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gitn helicoidal. Las colagenasas de cé€lula de mamifero rom-~
pen selectivamente uno o dos enlaces localizados a una distan
cia de aproximadamente 210 nm del amino terminal. El amino -
que queda libre después de la hidr6lisis enzimdtica puede ser

una leucina o una iso—leucina30.

OBJETIVO DEL TRABAJO,

Tanto la pulpa como la dentina estdn constituidas princi
palmente por col&gena. Por consiguiente, la formacibén de ca-
ries implica la desmineralizacién de la dentina y la destruc-
cién del tejido conjuntivo de la misma y de la pulpa. Por lo
tanto, es imporxrtante analizar la presencia de enzimas especi-
ficas que degraden la coldgena del diente (colagenasa) y esta
blecer si son producidas por algunas bacterias (Bacteroides,
Actinobacillus Antinomycetemcomitans15), por las c&lulas que
participan en el proceso inflamatorio (polimorfonucleares y -
macr6fagos) o por los elementos celulares propios del diente
{(odontoblastos) .

Por lo tanto, nuestro principal objetivo, es determinar
la actividad colagenolitica en el material obtenido de caries
de sequndo a cuarto grado, y establecer si la colagenasa es -
producida por las bacterias o por las células del mismo dien-

te.
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MATERIALES Y METODOS

REACTIVOS UTILIZADOS,

Los siquientes reactivos se obtuvieron de la casa Merck-

México, S.A. de C.V.:

Acido acético.

Acido clorhidrico fumante (37%).
Benceno.

Etanol absoluto.

Formal&ehido en solucibn (35%).
Hidr6xido de sodio.

Metanol.

De la casa J. T. Baker, S.A. de C.V. (Xalostoc, México),

fueron

comprados los siquientes reactivos:
Acido picrico. .
Acido acético.

Cloruro de calcio.

Cloruro de sodio.

Etanol.

Fosfato dibasico de sodio.

Fosfato monobisico de potasio.
Fosfato monob&sico de sodio.
Glicerol.

Rojo de fenol.
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Los siquientes reactivos fueron obtenidos de importaci®n

de las siguientes casas comerciales:

Sigma Chemical Co. (St. Louis, Mo., U.S.A.)
- Acido desoxic6lico (desoxicolato de sodio)
- Colagenasa bacteriana
~ Desoxirribonucleasa
~ Dodecil sulfato de sodio (SDS)
- Etilen diamino tetracetato dis6dico (EDTA)
-~ Glicina
~ N-etilmaleimida (NEM)
- Pepsina
- Tripsina

- Trizma (base)

Bio~Rad Laboratories {Richmond, Ca., U.S.A.)
- Acrilamida y Bis~acrilamida
- Azul brillante de Coomassie
- Glicina

Persulfato de amonio

I

New England Nuclear.
- Anhidrido acético {1-!‘c}

- Aquasol

Aldrich Chemical Company Inc.

- Salicilato (Acido salicflico)
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OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS,

Las muestras se tomaron al azar, de pacientes que fueron
atendidos en las clfnicas de Acatl&n e Iztacala.

A cada tubo con tapbn de 'rosca que se utiliz6 para reci-
bir la muestra (5 ml de capacidad), se le colocd 1 ml de agua
destilada. Los tubos y las cucharillas para tomar las mues
tras se esterilizaron en el autoclave durante 20 min a 120°C
y a 20 libras de presibn.

La obtencibn de las muestras se llevé a cabo con las cu-
charillas filosas, para lo cual se utilizaron dos tipos Qe
aislado del diente por estudiar, el relativo y el absoluto;
para el aislado relativo se utilizaron rollos de algodfn y pa
ra el aislado absoluto se utiliz6 dique de hule; en ambos ca-
sos, despu&s de haber efectuado el aislado, se secd el diente
y con la cucharilla filosa se obtuvo la muestra de dentina re
blandecida, la cual se colocf en su tubo correspondiente. Con
forme se llevd a cabo la obtencién de las muestras, se fueron
tomando los datos correspondientes de cada una de ellas y que
eran necesarios para poder efectuar el estudio sobre activi-
dad colagenolftica en los diferentes pacientes. Los datos que
se tomaron en cuenta para este estudio son: sexo, edad, grado
de caries, nfimero de diente y tipo de aislado.

Posteriormente las muestras fueron trasladadas al labora

torio, donde se liofilizaron.
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DISTRIBUCION DE LAS MUESTRAS.

Se obtuvieron 102 muestras de pacientes de ambos sexos,
56 de sexo masculino y 46 de sexo femenino. Cerca del 22.54%
del total eran sujetos de menos de 10 afios, aproximadamente -
64.7% entre 20 y 40 afos y el resto eran mayores de 40 anos -
{ver Grafica 1). De las muestras tomadas, 51.96% fueron de -
caries de segundo grado, 22.54% de tercer grado y 25.49% de -
cuarto grado. La distribucidédn de caries en las diferentes -~
piezas dentales se presenta en la Tabla I.

Aproximadamente la mitad de las muestras provinieron de
la arcada gﬁperior y la otra mitad de la arcada inferior.

El 78.43% de las muestras fueron tomadas con aislado re-

lativo y el 21.56% con aislado absoluto.

TABLA I
Nimero de Diente Nimero de Pacientes
13 - 23 14
14 -~ 1S 4
16 - 18 11
24 ~ 25 1
26 - 28 8
33 - 43 2
34 - 35 5
36 - 38 14
44 - 45 4
46 ~ 48 10
53 - 63 1
54 - 55 7
64 ~ 65 7
73 - 83 0
74 -~ 75 6
84 - 85 8
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Distribucidn de pacientes con respecto
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PREPARACION DE COLAGENA, _

1) Coldgena de Rii6n de Res>'.

a) Métodos para obtener fibras de coligena: El tejido
fresco del rastro se limpid, se cort6 en fragmentos y se guar
d6 congelado a -20°C hasta ser utilizado.

Todo el procedimiento se llevé a cabo a 4°C; la muestra
se descongell, se pesaron porciones equivalentes a 10-15 grms,
se licuaron durante 15 seg a alta velocidad en una licuadora
"Warring"; para evitar el calentamiento de la muestra y la -~
desnaturab@zacién de la col&gena, se agregaron fragmentos de
hielo moliéo durante la preparacién del licuado.

El licuado se filtréAen una malla de nyion; el filtrado
se desech$ y a la porcién retenida se le agregaron 10 ml de -
agua bidestilada por cada gramo de tejido, lo cual se agitf -~
durante una hora dentro del cuarto frfo. Se filtré nuevamen-
te en una malla de nylon; el filtrado de desechS§ y la porci6n
retenida se lav6 1 hr con una solucién de NaCl 1 M + 2 mg de
desoxiribonucleasa por cada 500 mg de porcibn retenida. Se -
£filtré nuevamente, y la porcidn retenida se lavd durante 1 hr
con 100 a 200 ml de desoxicolato de sodio al 1%. Se filtr6 -
nuevamente, y la porcibn retenida se lav8 durante 20 min con
10 ml de agua bidestilada por cada gramo de tejido. Se fil--
tré y se repitif el lavado anterior, se filtré nuevamente y -

las fibras se secaron en un papel filtro.
Una vez secas las fibras fueron pesadas y se calculé el

porciento de rendimiento.
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b) Solubilizacifin de la coldgena: Para favorecer la ex--
traccidén de la col&aena y eliminar algunas protefnas no cola-
génicas, la biomatriz obtenida se picé finamente con tijeras
y se pesaron las fibras. Posﬁeriormente, por cada gramo de -~
fibras se agregaron 75 ml de &cido acético 0.25 M y se agqgité
durante 24 hrs a 4°C. Se centrifugd en una centrifuga modelo

Beckman durante 1 hr a 16 000 rpm a 4°C.

c) Pepsinizacidn:; En un volumen de &cido acético 0.25 M
igual al usado para obtener extracto &cido, se resuspendié el
precipitado residual de dicho extracto. La cantidad necesa--
ria de pepsina (0.25 mg/ml) se disolvié en 2 a 3 ml de HCl -~
0.01 M, y se agreg6 a las fibras que contenian acido acético
0.25 M. Se agitS suavemente durante 24 hrs a 4°C y posterior
mente, se centrifugé en una centrifuga modelo Beckman durante
1 hr, a 16 000 rpm a 4°C. Las coldgenas disueltas quedaron -
en el sobrenadante y éste se utiliz6 para obtener los distin-

tos tipos genéticos.

d) Fraccionamiento de los tipos de congena32: Al sobre-
nadante se le agreg6 NaCl 0.7 M y se agit6 toda la noche, se
centrifugd con las mismas condiciones descritas. El sobrena--
dante se llev6 a pH 7.4 y el precipitado (colégena I y III) -
se disolvib en tris 0.05 M y se dializé contra tris 0.05 M --
NaCl 1.7 M. Se centrifugqb y el sobrenadante (collgena I} se -

dializ6 contra 8cido acético 0.25 M y el precipitado se disol
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vidé en &cido acético 0.25 M y se dializé contra &cido acé&tico
0.25 M. La coligena se almacen$ en &cido acético 0.25 M a --

4°C.

7} Coldgena de Tenddn de Cofa de Rata?®.

Se extrajo el tend6n de cinco colas de rata y se colo
caron desmenuzados en 500 ml de &cido acético 0.5 M; se agita
ron durante 24 hrs a 4°C y posteriormente se centrifugb en --
una centrifuga modeio Beckman durante 1 hr, a 16 000 rpm a =~
4°C. El sobrenadante fue la colégena tipo I, la cual fue al-
macenada a 4°C y el”precipitado se disolvi6 en 500 ml de &ci-~
do ac&tico 0.5 M y se repitif el mismo procedimiento de agita
ci6n y centrifugacién, con lo que se obtuvo sobrenadante que
correspondif a la colédgena tipo I y el precipitado se eliminé.

Para determinar la pureza de las coldgenas obtenidas, se
procedif a correr cada muestra en geles de SDS-acrilamida al

5433,

PROCEDIMIENTO PARA MEDIR LA CANTIDAD DE
COLAGENASA PRESENTE.

La coligena se dializ6é contra buffer de fosfatos 0.15 M,
pH 7.4 durante 24 hrs, para obtener un pH adecuado (7.4) para
su gelificacifn. Se colocaron 50 ul de coldgena en cada poci

to de la caja de cultivos mGltiple* y se coloc6 1 hr a 37°C -

* Linbro, Div. of Flow Lab, 96 flat bottom wells, diam 0,6 cm
Cat. No. 76-~001-085,



para que se gelificara la colégena34. Transcurrido este tiem

po, se colocaron 200 ul de aqua, dentro de cada uno de los po
citos, para lavar durante 45 min a 37°C. Se eliminé el aqua.

Cada una de las muestras-obtenidas de los pacientes, des
pués de ser liofilizadas, se disolvi6§ en 100 6 200 ul de tris
0.05 M, dependiendo de la cantidad de muestra obtenida. Se -
coloc6 una muestra en cada pocito, teniendo la precaucién de
colocar siempre una cantidad uniforme de 100 pl para cada po-
cito; se colocaron los controles que fueron de tris 0.05 M, -
un control con tripsina-EDTA (2 mg tripsina + 7.44 mg EDTA +
2 ml tris 0.05 M), un control con colagenasa bacteriana (1 --
mg/ml de agua) y un control con agua; la cantidad de liquido
utilizada en cada control fue tambi&n de 100 ul. Una vez co-
locados los controles y las muestras dentro de los pocitos, -
se dejb que &stos actuaran sobre la col8gena durante 24 hrs a
37°cC.

Transcurrido este tiempo se aspir8 el liguido con mucho
cuidado; los pocitos se lavaron con 200 pl de agua durante al
gunos minutos; se elimind el agua y se colocaron 200 yl de --
formaldehido 10% en PBS en cada uno de los pocitos durante -~--
1 hr.a 37°C. Se elimin6 el formaldehido y se lav6é varias ve-
ces con 200 ul de agua durante algunos minutos. Posteriormen
te se despeg6 el gel de coldgena de cada uno de los pocitos -~
y a cada uno de ellos se le colocaron 200 ul de rojo sirio (1

mg/ml solucibn de &cido picrico saturadoJ% durante 3 hrs a 37°C.



-26-

Se lavaron los geles con HCl 0.01 M para eliminar el ex-
ceso de &cido picrico.

En tubos de ensayo pequefios se coloc6 1 ml de sosa meta-
nol (1:1) y dentro de cada uno de éstos, un gel de coldgena.
Se dejaron 48 hrs en la plancha agitadora para destenir los -
geles, ya que el rojo sirio es un colorante que se adhiere a
las col&genas tipo I, II y III y la cantidad de colorante —--
adherido es proporcional a la cantidad de coligena presenteJG.
Se leyeron las absorbancias a 530 nm usando un espectofotéme-
tro modelo Beckman, ya que la cantidad de colédgena puede ser
estimada utilizando un coeficiente de extensifén molecular de

-1
2.0 x 10° M .

IDENTIFICACION DE PRODUCTOS DE DEGRADACION,
1] Marcado de Coldgena con C'*.

Para verificar la presencia de la colagenasa e identi
ficar los productos de la degradacibén, se utilizé coldgena --
marcada con C!", cuya acetilacién se llevé a cabo siquiendo -
el método de Johnson Wint34. Se purificd coldgena de tendén
de cola de rata (2 mg/ml, 125 ml) en &cido acético 0.01% y se
llevé a pH 8.4 por la adicibn de KZHPO4 1 M. El agente aceti
lante, anhidrido acético {1-!“C} se agreg6 gota a gota a 1.5
ml de benceno a la solucibén de coldgena por un perfodo de 30

min a 10°C y la mezcla obtenida se agitd durante 1 hr. Para

remover el benceno y el &cido acbtico '"C, la coligena se pre



cipit6 a 4°C por adicibn lenta de una solucibn de NaCl al 30%,
para tener una concentracibn final de NaCl al 15%. La colége
na precipitada, mantenida a 4°C se sediment8 (27 000 g/20 min)
se resuspendié (~ 2 mg/ml) en- 120 ml de &cido acético 0.5 M -
hasta que no se detecto més C'* en el dializado. 1la solucién
de coligena acetilada C'“ se centrifugé a 78 000 g/hr para re

mover la colfgena no disuelta y se almacen6 a 4°C.

2) Toma de Muestras pana Deteaminan Los
Productos de La Degradacidn.

Una vez identificados los pacientes con mayor activi-
dad colagenolitica, con el objeto de determinar los productos
de la degradacifn, se tomaron 20 muestras de diferentes pa--
cientes con caracteristicas especificas, siendo el método des
crito anteriormente.

Las muestras se juntaron y se trasladaron al laboratorio

donde fueron liofilizadas.

3) Incubacibn de Las Muestras Obtenidas
con Coléigena Marcada con C'*.

La coldgena de tend6n de cola de rata acetilada C!*,~
se dializ6 contra buffer de fosfatos 0.15 M pH 7.4 duranté 12
hrs. Se colocaron 30 ul de coligena acetilada C'* en cada po
cito de la caja de cultivo m@ltiple, la cual se mantuvo en un
dngulo de 45° durante 1 hr, a 37°C, para que la solucién de -

coldgena C!" se adhiriera a la parte baja de cada pocito y de
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jar cubierta sSlo la mitad de la superficie. Una vez que la
colfgena C!* gelificd, se colocaron 200 yul de agua en cada po
cite para lavar durante 45 min a 37°C. Se elimin6 el agua vy
se colocaron las muestras y los controles.

Las 20 muestras juntas, ya liofizadas, se disolvieron en
1 ml de tris-HCl 0.05 M CaCl2 0.005 M. La muestra se distri-
buys de la siguiente manera:

Se colocaron tres pozos, por duplicado, que contenfan: -
el primero, 50 ul de muestra + 150 pyl de tris~HCl 0.05 M CaCl2
0.005 M; el segundo contenfa 100 ul de muestra + 100 pl de --
tris~HC1l 0.05 M CaCl2 0.005 M, y el tercero contenfa 200 pl ~
de muestra. Ademds se colocaron cuatro controles: un control
con 200 yl de colagenasa bacteriana (1 mg/ml), un control con
200 pyl de tripsina-EDTA (2 mg tripsina + 7.44 mg EDTA + 2 ml
tris 0.05 M), un control con 200 ul de tris-HCl 0.05 M CaCl2
0.005 M v un control con 200 pl de aqua.

Ademis, se colocd en un pocito 100 pl de muestra + 100 -
ul de EDTA (7.44 mg/2 ml tris HC1l 0.05 M) y en otro pocito se
colocH 100 pl de muestra + 100 ul de NEM 0.01 M.

Una vez colocadas las muestras y los controles, se dejé
que &stos actuaran sobre la colfgena acetilada con c!'*, duran
te 24 hrs, a 37°C. Se tomaron alicuotas de 50 pyl de cada po-
cito y se transfirieron a viales para medir radioactividad. A
cada muestra se le agregd 10 ml de aquasol, se agitaron, se -

guardaron en el cuarto obscuro a 4°C, durante 30 min, y se de
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terminé su radiocactividad en un contador de centelleo lfquido
modelo Packard Tri-Carb, tomando cuentas de 1 min para cada -

muestra.

DETERMINACION DE LOS PRODUCTOS DE
DEGRADACIGN,

Para determinar los productos de la degradacién se proce
d16 a correr geles de SDS-acrilamida al 10233 de 1las colége--
nas cbtenidas, después de incubar como se describif anterior-
mente. Se corrieron cuatro geles durante 5 hrs a 30 mAm. Dos
geles se utilizaron para tefiir las muestras con azul de Cooma
ssie y los otros dos para determinar la localizacién de las -
bandas por fluorograffa; para esto, los geles fueron sumergi-
dos en salicilato de sodio 1 M durante 30 min. Se secS, y ya
seco se colocH sobre una pelicula Kodak (X-0 mat K) a -80°C,-

en la obscuridad durante dos semanas37.
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RESULTADOS

Después de haber medido la actividad colagenolitica de cada -
una de las muestras de caries de los diferentes pacientes y -
de los controles, se obtuvieron los sigquientes resultados.

Para determinar la actividad colagenolitica se prepara--
ron varios controles: el control de colagenasa bacteriana pa-
ra asegurar que el sustrato utilizado era degradado por la en
zima bacteriana. El segundo control, con tripsina, para de--
terminar que las enzimas proteoliticas no especificas eran --
incapaces de romper la h&lice de collgena, y por lo tanto, es
to era una indicacifn de que la proteina se encontraba en su
estado nativo; sin embargo, como la tripsina comercial puede
venir contaminada con colagenasa, ya que se extrae del pén---
creas y en este 6rgano existe una colagenasa muy activa, se =~
llev6 a cabo otro control con EDTA, compuesto que es un poten
te inhibidor de la colagenasa porque quela el Ca++.

Por iltimo, se utilizaron dos controles, uno con agua y
otro con tris 0.05 M para verificar gue la protefna no se di-
solvia, ya que se encontraba en su estado nativo.

Para comprobar que las colfgenas utilizadas como substra
to eran puras, se corrieron geles de SDS-acrilamida al 5%. Co
mo se observa en la figura 1, las dos bandas de mayor movili-

dad (flechas) corresponden a las cadenas al y o2, respectiva-
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FIGURA 1. Gel de SDS-acrylamida al 75% que contiene la coldgena de tipo
I purificada que se utilizd como substrato para medir la acti

vidad colagenolitica. El gel se corrid con un amperaje cons-
tante de 3 mAm y se tifi6 con coomassie azul.



mente, de la colé@gena tipo I. Con menor movilidad se encuen-

'tran las cadenas Py Yy, las cuales estdn unidas por enlaces ~-
covalentes. En las colfgenas solubilizadas por pepsina, el -
nGmero de enlaces estd muy reducido, ya que estos se encuen--
tran fuera de la zona helicoidal de la proteina y son hidroli
zados por la enzima. Como se observa también en los geles, -
la colégena tipo I utilizada como substrato estd bastante pu-
ra.

De las muestras obtenidas, el 25.49% tuve actividad cola
genolitica; de éstas, hubo un ligero predominio en las mues~
tras obtenidas de sujetos del sexo masculino (61.5%), sobre -
el sexo femenino (38.4%). Sin embargo, este dato debe tomar-
se con reservas, debido a que hubo un ligero predominio del -
sexo masculino entre la poblacién estudiada y esto podria te-
ner influencia sobre los porcentajes encontrados.

En vista de la oraanizacién del diente y que diferentes
grados de caries afectan a diversas estructuras, se analizf -
la actividad colagenolitica obtenida de los diferentes grados
de caries. La actividad colagenolitica fue mayor en las ca--
ries de segundo grado y fue disminuyendo progresivamente has-
ta la caries de cuarto grado, como se observa en la tabla II.

Con respecto a la edad (d&cadas), se encontrd actividad
colagenolitica desde la infancia hasta los 40 anos de edad, -
observandose un incremento de dicha actividad entre los 20 y

29 afios de edad, y encontr&ndose casi nula la actividad cola-
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genolitica de los 40 afios en adelante, como se muestra en la

tabla IIX,

TABLA II. Actividad Colagenolftica Seglin el Grado
de Caries.

Grado de Nimeru de Niinero de Muestras e
Caries Muestras con A. C.
20. 53 16 30.18
3o0. 23 © 26.08
40 . 26 4 15.38

TABLA III. Actividad Colagenolitica en Caries Dental.
Distribucién por Décadas.

Ec_lad Nimero de Nimero de Muestras a
Afiog Muestras con A. C.

0- 9 23 © 26.08
10 - 19 26 6 23.07
20 - 29 27 10 37.03
30 - 39 13 3 23.07
40 - 49 4 o] -

50 - 59 9 1 11.11
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Debido a la diferente anatomia que presentan los dientes,
se analiz6 la actividad colagenolftica obtenida segn el nGme
ro de diente, tanto en nifios como en adultos. En adultos la
mayor actividad colagenolitica se encontrf en los dientes an-
teriores inferiores (dientes 33-43, segln la Federaci6n Den-~-
tal Internacional) como se muestra en la tabla IV; en los ni-
fios, dicha actividad colagenolftica fue mayor en los molares
inferiores derechos como se muestra en la tabla V.

En lo referente a los maxilares, la actividad colagenoll
tica en los adultos fue la siguiente: de un total de 35 mues-
tras obtenidas de la mandfbula, 10 tuvieron actividad colage-
nolitica, lo que equivale a un 28.57% y de 38 muestras obteni
das del maxilar, 10 tuvieron actividad colagenolfitica, lo que
equivale a un 26.31% del total de las muestras. Para el caso
de los nifios, de 15 muestras obtenidas del maxilar, s6lo uno
tuvo actividad colagenolitica (6.66%) y de las 14 muestras ob
tenidas de la mandibula, cinco presentaron actividad colageno
litica, lo que equivale a un 35.71%.

Para descartar que la colagenasa proviniera de la saliva,
se compararon los resultados obtenidos cuando se tomaron mues
tras con los dos tipos de aislado, el relativo y el absoluto,
encontridndose mayor actividad colagenolftica en las muestras
obtenidas de dientes con aislado absoluto; 8 de 22 muestras -
tuvieron actividad, lo que equivale a un 36.36%, De las mues
tras tomadas con aislado relativo, 18 de 80 muestras tuvieron

actividad colagenolitica, lo que equivale a un 22.5%,
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TABLA IV. Actividad Colagenolftica en Caries de Adulto.

Diente Nimero de Nimcro de Muestras
3
Muestras con A,C.

13 - 23 14 3 21.42
14 - 15 4 1 25.00
16 - 18 1 5 45.45

24 -~ 25 1 o} ~
26 - 28 8 1 12,50
33 - 43 2 1 50.00
34 - 35 5 2 40.00
36 - 238 14 3 21.42
44 - 45 4 1 25.00
46 - 48 10 3 30.00

TABLA V. Actividad Colagenolitica en Caries de Nifios,

Diente Nimero de Nimero de Muestras .

Muestras con A.C.

53 - 63 1 o] -

54 ~ 55 ? 8] -
64 - 65 7 1 14.28

73 - 83 (4] Q -
74 - 75 6 2 33.33
84 - 85 8 3 37.50
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IDENTIFICACION DE LOS FRAGMENTOS,

Para identificar los productos de degradacibén, se esco--
gieron 20 muestras tomadas de pacientes del sexo masculino, -
entre 20 y 30 afios de edad, en dientes de la arcada inferior
con caries de sequndo grado, sin importar el tipo de aislado,
que de acuerdo a los datos aqufi descritos, fueron las que con
mayor frecuencia mostraron actividad colagenolitica.

Después de incubar coldgena radiactiva en el concentrado
de las 20 muestras, el material se corrib en geles de acrila~
mida en 10% y las bandas se detectaron por fluorograffa. Como
se obsexva en la figura 2, las bandas de altoApeso molecular -
bcorresponden a las cadenas oo, B Y Y. Por debajo de las cade-
nas a se ohservan fragmentoé de degradacidn, los cuales corres
ponden a los productos ‘de degradacifn de las colagenasas de ma

mifero (TCA y TCB).
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FIGURA 2. Fluorografia de un gel de acrilamida SDS al 10% que contiene la
coldgena radiactiva utilizada como substrato, asi como los pro-
ductos de degradacidn obtenidos después de incubar la coligena
con el concentrado de 20 muestras obtenidas de dientes con ca--
ries. El gel se corrié con una corriente constante de 3 mAm.
Se incubdé con salicilato de sodio y las muestrss se revelaron -
colocando una placa radiogrifica Kodak (X-Omat K) e incubando -
durante 15 dias a -80 °C.

*
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DISCUSION

Se utiliz6 el método de rojo 'sirio para medir la actividad -~
colagenolitica en la mayor parte de las muestras, por ser un
método muy sensible, f&cil y barato. Se basa en la observa--
cibn realizada en varios laboratoriosJB, de que el rojo sirio
en solucibn saturada de &cido picrico, se une selectivamente
a la col&gena; la unién es cuantitativa y proporcional a la -~
concentraci6n y el colorante tiene un coeficiente elevado de-
bido a sus cuatro grupos azoicos. El método ha sido amplia--
mente utilizado en el laboratorio y se ha observado que es un
método adecuado para medir colagenasa. En nuestro material,
la actividad de colagenasa se midid por la degradaci6bn de co-
lagena, lo que iba acompafado de una disminucién en la canti-
dad de colorante fijado. Se tomaron como valores positivos -
aquéllos que mostraron disminuciones mayores de 10 a 15%, de-
bido a que las enzimas proteolfticas no especificas que deara
dan las regiones no helicoidales pueden disminuir la fijaci6n
del colorante por pérdida de algunas moléculas que son solubl
lizadas.

En este estudio se demostr$ la presencia de actividad co
lagenolitica en el 25% de las cavidades de los dientes afecta
dos con caries.

En lo referente al grado de caries, se encontr§ mayor ac
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tividad colagenolitica en dientes gue presentaban caries de =-
sequndo grado y la cantidad de dicha actividad colagenolitica
fue disminuyendo progresivamente hasta la caries de cuarto --
grado, lo cual se atribuye a que las caracteristicas estructu
rales de los tejidos del diente son diferentes, por lo que la
caries en estas zonas est& integrada por procesos patogénicos
diferentes, e incluso, los microorganismos encontrados en di-
chas zonas son diferentes en cuanto a su morfologfa, ya sea -
que se trate del mismo microorganismos que cambie segfin las -
condiciones del medio ambiente propiciado por su propio meta-
bolismo, o sean diferentes microorganismos los productos de -
estas reaccionesza.

Es importante mencionar que no se tomaron muestras de ca
ries de primer grado, debido a su dificil obtencifn, ya que -
el esmalte se encuentra muy s6lido y la cucharilla no puede -
recoger ficilmente el material,

En lo referente a la edad, se encontr$ actividad colage-
nolitica desde la infancia hasta los 40 afios y fue casi nula
a partir de esta edad. Esto es debido a que durante las pri-
meras décadas de la vida, la caries es la principal enferme--
dad que afecta a la cavidad bucal, encontréndose poca o ningu
na afectacién de los tejidos parodontales y después de esta -
etapa se observa una disminucién de la actividad cariogé&nica
y un notable aumento de la enfermedad parodontal. Estos da--

tos, en especial la ausencia de colagenasa en las caries de -
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los adultos, cuando la actividad hormonal ha disminuido, auna
do al predominio de caries de individuos del sexo masculino,
podria indicar que la actividad hormonal puede modificar de -
alguna manera la actividad colagenolftica. En el (tero de la
rata embarazada, la produccifn de colagenasa se incrementa en
el post-parto inmediato, fenb6meno que se acompana de cambios
en la concentracién de hormonas’’.

Se encontrd mayor actividad colagenolftica en la mandfbu
la que en el maxilar, tanto en nifios como en adultos, lo cual
es atribuido al continuo contacto de la saliva principalmente
con los dientes inferiores. Estudios realizados demuestran -
que la saliva contiene colagenasa40, por lo que se cree que -
este factor, junto con los mencionados anteriormente, produ--
cen un incremento de la actividad colagenolitica en esta zona.

De los datos obtenidos en esta tesis, es evidente que en
el 75% de las muestras tomadas de dientes con caries, no se -
encontrf actividad colagenolitica. Estos resultados pueden -
explicarse de varias formas:

La primera serla que la degradaci6én del diente por cola-
genasa no es la causa principal de la caries.

La segunda seria gue, aunque la colagenasa desempeiara -
un papel fundamental en el momento de tomar las muestras, la
enzima no estuviera presente, o que la cantidad de muestra --
utilizada fuera relativamente pequena y no contuviera sufi--

ciente actividad colagenoclftica. Es importante hacer notar -
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el diferente reblandecimiento de las piezas afectadas; al ras
par con la cucharilla se pudo haber extraido materiai necréti
co carente de actividad colagenolitica.

La tercera serfa la presencia de inhibidores de la cola-
genasa en el diente y en el medio bucal. Ha sido ampliamente
demostrado que diferentes tejidos que tienen actividad cola--
genolitica también contienen inhibidores de la misma®'. AGn
mis, la propia colédgena de la dentina podria competir con la
coligena del sustrato. Ha sido demostrado que la colagenasa
extracelular en los diferentes tejidos investigados se encuen
tra pegada a las fibras colagénicasqz, por lo que es necesa--
rio permitir que la colagenasa degrade primero la col&gena --
del tejido utilizado para medir la actividad colagenolitica -
antes de que se degrade el sustrato.

En general, podemos sugerir que la colagenasa es la enzi-
ma responsable de la degradacidén de la colédgena de la dentina
y que podrfamos dividir al proceso de la caries en varias eta
pas: .

la primera corresponderia a la desmineralizacién del es-
malte, la cual se lleva a cabo por cambios en el pH de la sa-
liva, y por la produccién de &cido l&ctico de bacterias que -
forman la placa dento bacteriana.

La segunda corresponderia a la produccibn de colagenasa,
la cual podria provenir directamente de la saliva o de las cé

lulas de la dentina.
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Nuestros datos no descartan la contribucifn de las bacte
rias en la produccibn de colagenasa; sin embargo, por los ~~
fragmentos obtenidos durante la degradaci®n, es probable que
la mayor actividad colagenolitica provenga del individuo; es-
ta posibilidad est& apoyada por el estudio reciente en el que
se encontr6 que la mayor actividad colagenolftica de la sali-
va proviene del individuo4o.

La tercera etapa seria la inflamacién y destruccién de -~
la pulpa; aungue los procesos de caries que afectan la pulpa
no mostraron actividad colagenolitica, esta enzima pudiera --
estar presente y adherida a la colégena, ya que la pulpa es -~
el tejido mds rico en esta proteina. Seria interesante hacer
experimentos con anticuerpos-anticolagenasa y estudiar la lo-

calizaci6n de esta enzima por t&cnica de inmunofluorescencia.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se estudiaron 102 muestras obtenidas de caries de segundo a ~

cuarto grado. Las muestras se obtuvieron de 56 pacientes de

sexo masculino y 46 pacientes de sexo femenino; 79 adultos y

23 ninos.

La colagenasa se midié por la técnica de rojo si

rio; los resultados obtenidos mostraron lo siguiente:

1.

Las muestras obtenidas de individuos de sexo masculil
no mostraron mayor actividad colagenolftica que las

muestras obtenidas de sujetos del sexo femenino.

Las muestras obtenidas de caries de segundo grado -~
mostraron con mayor frecuencia actividad colagenolfi-

tica.

Un mayor nfimero de muestras con actividad colagenolf

tica provenia de sujetos entre 20 y 30 afos de edad.

En ninos, las muestras tomadas de la mandfbula mos--

" traron con mayor frecuencia actividad colagenolitica

que los de maxilar, mientras que en los adultos la -

diferencia no fue significativa.

La actividad colagenolfitica fue independiente del ti
po de aislado utilizado indicando que la contamina--
cibén por pequefias cantidades de saliva no interfiere

con la medicién.
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6. En los nihos, las piezas dentales gue con mayor fre-
cuencia mostraron actividad colagenolftica fueron --
los molares inferiores derechos y en los adultos fue
ron los dientes anteriores inferiores. Sin embargo,
esta sugerencia deberfa ser validada con un mayor nfl

mero de casos estudiados.

Nuestros-resultados sugieren que la colagenasa desempeha
un papel importante en la degradacif6n de la dentina; adem&s,
los resultados sefialan a la colagenasa producida por el hué&s-
ped y no a las bacterias como la responsable de la degrada-—
cibn.

Se sugiere que el desarrollo de substancias qufmicas ca-
paces de inhibir a la colagenasa podrfan ayudar en el con-

trol de las caries.
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