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SUMARIO: 

Comparaciones hechas en la ,pl·aca d~l1tal in vivo demostraron 

que la galactosa produce una dis~inu~i6€~en el pH significativa

mente más pequeña que la glucosa. Estudios in vitre 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 mayoría de la bacteria probada 

produce una disminuci6n de moderada a larga con la glucosa, pero 

solamente es poca con la galactosa; la mayoría produjo una dis

minuci6n de moderada a pequeña o ninguna respuesta del pH con 

este azúcar. Estp sugiri6 que las disminuciones más pequeñas en 

el pH vistas en la placa in vivo con galactosa, fueron amplias 

debido a diferencias bacteriales básicamente que, individualmen

te, los microorganismos residentes tienen menos capacidad galac

tolítica que glucolítica. Las variaciones en la capacidad se a

tribuyeron a las diferencias en el proceso de transporte de mem

branas y sendas metabólicas normalmente disponibles a las bacte

rias para el catabolismo de glucosa y galactosa. En los experi

mentos in vitre, debido a que la placa y el sedimento pueden pro

ducir base tan fácilmente como pueden producir ácido, los subs

tratos de nitrogenados identificados anteriormente como mayores 

estimulantes de la formación de base, urea y arginina, fueron 
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concurrentemente exami~ad~s por sus efectos'aten6antes en las 

respuestas dei pH en la ~~ll'itt6sá \ la sÍ~c~s1". Estos mostraron, 

conforme a su in~l1or aci.de,ge~i.ddad, q~e l~ galactosa podría ser 

combatida más fácilmente en· su hab:Í.lidad ci1{ reducir el pH, me

diante uno u otro de esos dos substratos de formación de base, 

que lo que podría la glucosa. Los efectos fueron diferentes con 

urea y con arginina; la atenuación de la urea ocurrió más tempra

no y la atenuación de arginina más tarde en la placa y el sedi

mento. Las perfiles de pH de base ácida correspondientes a cul

tivos puros, fueron diferentes. Ellos mostraron que la mayoría 

de las bacterias carentes de una o más capacidades galactolíti

cas, glucolíticas, ureolíticas y arginolíticas 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 mayoría de las bacterias examinadas, considerando que tal, 

no era el caso con la galactosa, con los dos substratos de forma

ción de base examinados al mismo tiempo. Esto sugiere que los 

cultivos puros mezclados serán necesarios en la construcción de 

modelos para simular los perfiles del pH de base ácida vistos en 

la placa y el sedimento con los substratos anteriores. También, 

el conocimiento de los perfiles del pH de base ácida de bacteria 

individual debe hacer posible la selección de la bacteria apro

piada para tal propósito, así como facilita el entendimiento de 

cómo la composición microbial de la placa y sus respuestas de 

pH están relacionadas. 

Palabras Claves: 

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

~ebido a~ pap~l primario de los azúcares dietéticos en la 

caries dental, la ~ucrosa y sus monosac6ridos constituyentes, 

glucosa y fructosa, han sido extensivamente estudiados por sus 

efectos en la producción de 6cido y pH acídico mediante la flo

ra microbial mezclada en la placa dental y otros sistemas micro

biales orale~ (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 

azúcares resulta en una r6pid~ disminución 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 azúcar ha demostrado diferir 

en indivuduos y en sitios de diferente actividad de caries, con 

mayor actividad asociada a una o m6s respuestas de pH acídico 

(Steohan, 1944; Kleinberg y Jenkins, 1964; Mandel y Zengo, 1973). 

Otros azúcares comunes han sido estudiados por su habilidad 

para producir un pH acídico en la placa dental incluyendo los di

sac6ridos, maltosa y lactosa (Birkhed, Wickholm y Frostell, 1975). 

La maltosa produce un pH y efectos cariogénicos similares 

a aquellos de la glucosa, fructosa y suerosa (Stephan y Hemmens 

1947; Neff, 1967; Frostell, 1973; Burdevold et al.,1983), donde 

la lactosa, el disac6rido encontrado en la leche humana y de bo

vino y en muchos alimentos conteniendo productos 16cteos, apa

rece para ser menos acidogénica y menos cariogénica (Shaw, Ein

seld y Wollman, 1959; Jenkins y Ferguson, 1961; Frostell, 1973; 

Mor y McDougall, 1977). 

Esto ha sido atribuído a la lactosa siendo f6cilmente hidro

lizada por la bacteria oral, y a la galactosa, uno de sus azúcares 
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constitutivás; ,sienciCi '~ig.ri}~ficati.vaínentei meb"os ferme~table que 

la glucosa, s~'otra:'coÓi'¡iori~!lt.~ ~()nosacárido (Kleinbúg i.970a). 
; •. ,,>. 1~§~2' .,, __ - ;,-¡/-' 

:,);~\: :~·-;~~:;·' ,¿-., .. -~·:s:~;:· ··'"···· ·.>·:· 

La· gaiac b::isa''h'E(0.sifo !áiÚcilmente estudiad a ( S tephan y He

mmens, 194 7¡ Íl\i'r~ii'v6í'<l :'.~t · 81. , 1983), pero podría ser un impor

tan te subsfratc( ~·~·. {{~~tabolismo de base ácida de la placa, de

bido a cide pod~,í~'.favor~cer una menor acidogenicidad que cual-

quiera de lris az6cares comunes anteriores. 

La galactosa es el carbohidrato más prevalente en la glico

proteína salival (Caldwell y Pigman, 1966) y sobre la degrada

ción por la bacteria oral (McDougall, 1963; McGaughey y Stowel, 

1966; Leach y Critchley, 1966) podría ser disponible a la bac

teria de la placa para una continua producción de ácido, especial

mente, entre comindas (Stephan, 1944; Kleinberg et al.,1982). 

En adición, podría, a travéz de la selección bacterial (co

mo podrían otros az6cares glicoproteínicos), influir en la com

posición 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 acidógeno en la placa y el sedimen

to salival, así como parte de un intento que marcha a identifi

car y caracterizar los substratos que son centrales a los meta

bolismos de base ácida 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 relación a la bien estudiada, acidó

geno fuerte, glucosa. 

Los dos azúcares 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), están ausentes. 
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Estudios más tempr;an.?s han .indicado que las comunidades de 

bacterias meztlada•~·tari~0 <le la placa como del sedimento, son ca

paces de produci';· b~se ·ta.n fácilmente comp ueden producir ácido 

y tal formación d~ has.e puede afectar significativamente el pH 

(Kleinberg, 1961, 1967; Singer et al. ,1983). 

Los dos substratos nitrogenados identificados como las más 

capaces para realizarlo fueron la urea y la arginina (Kleinberg 

y Craw, 1976; Kleinberg, et al.,1979). 

Consecuentemente, en los experimentos in vitro de placas y 

sedimentos, la distribusión de los efectos de estos substratos 

de aumento de pH en la producción de galactosa y glucosa de res

puestas del pH acidico, también se examinaron. 

Un segundo objetivo fué examinar ña bacteria oral que colec

tivamente comprende el conjunto de microorganismos normalmente 

encontrados en la placa dental humana y en el sedimento salival, 

para determinar cuáles tienen actividades galactoliticas, gluco

liticas, ureoliticas y arginoliticas. 

Esto se efectuó 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 fermentación de los azúcares. 

También, hizo posible la obtención de perfiles de pH de ba

se ácida 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

jeyeweera y Kleinberg, 1989a). 
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11 MATERIALESY METÓDOS 11 

RESPUESTAS DEL PH in vivo AL ENJUAGUE 

CON GALACTOSA O CON GLUCOSA. 

Cinco sujetos que se habían absetnido de cualquier forma de 

higiene oral por 72 h. y habían 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 respuesta. de pH antes y des

pués de un enjuague de 1 min. con 560 mM de soluci6n de galacto

sa. 

Los sitios medidos de la placa fueron las cinco regiones la

biales aproximales 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 

período de 1 h., los mismos sujetos enjuagaron después sus bocas 

con 560 mM de soluci6n de glucosa. 

El pH fué nuevamente leído a intervalos similares y en los 

mismos cinco sitios por un segundo período de lh. 

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 habían evadido toda medida de higiene oral por 72h. y no ha

bían comido por 12h. antes del tiempo de colección de la placa, 
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ger 

te y 

tres veces mediante una 

.tilada y centrifugaci6n. 

Una suspensi6n 

para llevar a cabo una 

provisi6n (v/v) (Singer et al.,1983). 

recipien-

fué lavada 

25% de suspensión de 

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

trifu¿adas a 1740g por lSmin a.4~C; 

El excedente fué descartado y el sediemnto fué lavado tres 

veces y suspendido en agua destilada ante una concentraci6n de 

la suspensi6n del 50% (v/v). 

Las me7,clas de incubación de ambas suspensiones de la pla

ca y el sedimento salival, fueron después preparadas en microe

lectrodos de vidrio acopados de pH (Radiómetro 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 
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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

ción a 10,000g y por 30 min. a 4ºC. 

La tableta bacterial en cada eso fué lavada tres veces con 

agua destilada esterilizada y después de cada lavado fué centri

fugada a 1740g por 15 min. a 4ºC. La tableta fué después incuba

da en agua destilada esterilizada ante un pH 7.0 en un stat de 

pH [Radiómetro (Denepitiya y Kleinberg, 1984)] por lh. a 37°C 

para disipar los substratos endógenos, especialmente el carbohi

drato (Critchley, 1969; Gibbons y Socransky, 1962; van Haute, 

1964; Berman y Gibbons, 1966; Tanzer et al. ,1976), el cual, po

dría 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 preincubación ha si

do encontrada necesaria en el pasado (Denepitiya y Kleinberg, 

1984; Wijeyeweera y Kleinberg, 1989b) para hacer las comparacio

nes posibles. 
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La bacteria fué. después centrifugada a 1740g por lSmin a 4ºC 

lavada con agua destilada esté;:.:iliiada:· y después suspendida en 

varias mezclas de incubación :a: ·una 'i;:~ncentración final de 8.3% 
-- <·_·-. _::~·:,:: < 

:":/ 
(v/v). 

Así como en los experimento~ ·cte:'la placa y el sedimento, 

la glucosa o galactosa estaba .. a. 2.BmM; en las mezclas contenien

do arginina o urea, las concentraciones de estos substratos ni

trogenados fueron 3.3 y 3.0mM, respectivamente. 

Nuevamente, como en los experimentos de bacteria mezclada, 

el pH inicial fué ajustado a 7.0 con O.lM HCl o O.lM NaOH y los 

cambios de pH fueron monitoreados a intervalos regulares y a la 

largo de una incubación de 4 h. 

Los valore~ de pH observados fueron graficados contra tiem

po y el área entre la curva y el pH inicial de 7.0 en cada caso 

fué calculada y expresada en unidades pH-h (Denepitiya y Klein

berg, 1984). 
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" RESULTADOS " 

RESPUESTAS DEL vivo 

DE GALACTOSA Y 

La .galactosa y la glucosa; tienen ambas tina rápida caída 

inicial de pH seguida por una .más 1e'rita'~e1ev~ación a aproximada

mente, su pH inical. 

La glucosa prodti¿~ una respuest~'~ás_~2{di¿a de pH que la 

galactosa. 

Como en tales pruebas más tempran~s:(Stephan y Millar, 1943; 

Kleinberg, 1961), las pruebas sucesi~as ¿b~ ei mismo azpucar, 

dieron resultados casi idéntico• (Fig.l). 

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 acídico (caída de pH seguida de elva

ción de pH) fué obtenida con glucosa y galactosa, pero la gluco

sa produjo una respuesta más acídica que la de la galactos'a [ (Fig. 

2 (a)]. 

Cuando la glucosa y la urea estuvieron ambas presentes en 

la mezcla de incubación, hubo una rápida caída inicial de pH se

guida por una más lenta elevación de pH [Fig. 3 (a)]. 

De otra manera, cuando la galactosa reemplazó a la glucosa, 

el reverso fué observado, había una rápida elevación del pH se

guida por una caída más lenta [Fig. 3 (a)]. 

Cuando cada azúcar fué combinado con arginina [Fig. 3 (b)], 

el pH en ambos casos cayó al mínimo y después regresó lentamente 

a los nivieles iniciales. 
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La caída fué mayor con' gfucosa;'y Eirgf;i'1Ú 4~e. con galacto-

:; c:n:: :~: i :: 'n ~::1 1:á:ª::~·~iff sq'~·~·t~if:Q!~,i:~~~·r;:.~:~CK~ p:i~:: 0 ~u r-

vas de este último. '·~··•i ;,·')' , 
En las mezclas controladas, ~-~ecir;~~s .mezclas donde los 

substratos fueron urea o arginina.y l~ galictosa y la glucosa 

fueron omitidas [Figs. 2(b) y (c)], una elevación de pH rápida 

y substancial fué observada con urea. 

De otra manera, una elevación más lenta y progresiva se ob

servó 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 pequeño declive inicial en el pH se observó entes 

de mostrar la elevación 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 excepción de la Veillonella aislada, la cual nos dió 

una respuesta de pH con glucosa o galactosa, todos excepto unas 

cuantas bacterias que fueron probadas produjeron una mayor dismi

nución de pH con glucosa (Tabla 2), y todas excepto unas cuantas 

diferentes que dieron una moderada a pequeña o ninguna reducción 

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 significación esta

dística de las casi universalmente más pequeñas 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

nificación estadística de estos promedios se muestran en la Ta

bla 3. 
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Este .promedio: .fué •.··hsee·•·cr:·.•.? ..•.. ºe.~q~·-.pu··· ;.• .. ~.~r!·····.·ªa: '.t~;a€ed1a~.m·····.'·.··ip· otir··-.rl_ aalvgaurn~acc~mo' npaerancil· oo' ns 
cuantitativa y d"ebi'e'rii . • . • • 

: :::: 0 :e::t~füitt:~1qJ!1~'.b:%~f{2{~-H~•~º~.u·~: :e:~o ~a P:~: c: p~ ~c:: v o. 

La caída en el pH con :luc;lés1ffué, generalmente inmediata 

y rápida, y mientras que aquella é6n
1
galactosa fué generalmente 

más lenta o significativamente retrasada. 

En las incubaciones donde los azúcares se combinaron con ar

ginina o urea, las diferencias galactosa-glucosa fueron todavía 

vistas (ver Tabla 2 y los ejemplos en las Figs. 4 y 8). 

Esto fué tan parejo que la bacteria varió ampliamente en su 

habilidad para responder al cuarto substrato de prueba, glucosa, 

galactosa, urea y arginina. Por ejemplo, el Estafilococcus epi

dermis, aislado rápidamente en todos los casos, fueron usados 

todos los cuatro substratos para la formación de la base ácida 

Fig. 4). 

El Actinomyces viscosus, usó rápidamente galactosa, glucosa 

y urea pero no arginina (Fig. 5). 

El Estreptococcus sanguis tipo II, usó únicamente galacto

sa y glucosa (Fig. 6). 
El Estreptococcus miller y Estreptococcus mitior, usaron 

rápidamente glucosa, y difícilmente usaron galactosa o urea, pe

ro en el caso del Estreptococcus milleri, éste usó arginina y en 

el caso del Estreptococcus mitior, éste no lo usó. (Figs. 7 y 8). 
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11 DISCUSION 11 

La comparación de la habilidad de· la 'glucosa y la galacto

sa para d:ismin~:G el pH en la placa dental in•.viv.o., después de 

un ejuag¿~ ~·~. rm. que claramente mostró a la galactos~. para ser 

mucho merios"acidogénica (Fig. 1). 

·Cuando los dos azúcares fueron comparados en mezclas de in

cubación ~onteniendo cada recipiente placa dental o sedimento sa

lival bajo condiciones que producen cambios en el pH de base á

cida como aquellos vistos en la placa in situ (Singer et al., 

1983), la galactosa mostró todavía, un declive más lento y más 

pequeño 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 fluía (Englander et 

al.,1959), están ausentes en estos experimentos in vitre, las 

diferencias vistas con los dos azúcares in vivo debieron ser de

bidas a diferencias en la capacidad de fermentación bacteria!. 

Los experimentos de cultivo puro apoyaron esta conclusión. 

Excepto para la Veillonella aislada, casi todas las bac

terias probadas fueron aptas para producir decreciones substan

ciales en el pH con glucosa donde sólo unas pocas podrían hacer 

lo mismo con la galactosa. 

La mayoría de las bacterias mostraron una respuesta mode

rada a pequeña o ninguna respuesta de pH con este azúcar (Ta

bla 2). 

La diferencia en la habilidad de la bacteria individual pa

ra fermentar glucosa y galactosa podría ser el resultado de las 

diferencias en el transporte de la membrana y/o las sendas me

tabólicas (Lawrence, Thomai y Tenzaghi, 1976; Thomas, 1976; Tho

mas, Turner y Crow 1980; Denco, Blantan y Benoit 1972; Le BLanc 

et al, 1979). 
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A diferencia de' la glÍ.Í~Ó~a', la represión dé. ,las. permeasas 

necesitadas por la bact~ri~ p~ri• tfa~~portar y metabolizar ga

lactosa ocurre fácilmen te/(T~~~~Só!l; 1979; Hickey, Hillier y 

Jago, 1986). 

Las sendas metabólicas para la galactosa son aptas para ser 

aquellas resultantes en un tipo heteroláctico ele fermentación, 

en vez del tipo homoláctico más comúnmente visto con la glu

cosa (Thomas et al.,1980; Arias y Cervenamsky, 1986). 

Esto pudiera resultar en una respuesta de pH menos acícli

ca. En consecuencia, la inhabilidad para transportar o para u

tilizar la galactosa, se podría considerar en el efecto visto 

en algunos cultivos puros donde no había, o había una muy peque

ña caída del pH con este azúcar (Figs. 7 y 8). 

El catabolismo heteroláctico de la galactosa con la forma

ción de niveles más altos de ácidos débiles (tales como el a

cético) y no ácidos (como el etanol), se podría considerar en 

las caídas moderadas de pH vistas para otra bacteria con galac

tosa (Figs. 4-6). 

Una fermentación homoláctica con galactosa se podría 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 formación de base en la formación de 

ácido a partir de la galactosa y la glucosa, se examinaron, la 

reducción en el pH con galactosa se vió mucho más afectada que 

la observada con glucosa; esta observación es consistente con 

la galactosa, no obstante ser más débil acidógeno que la gluco

sa. 

Con la urea que estimula la formación 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; básicámente, la urea trabajó 

- 14 -



más pronto y más rápido~ ~ie'íltras 'q:Je':1a arginüi.a mostró un au

mento de pH má~ leni:o y más P°f6gre~:i~g; . 

Esta característi~a CIÉ! la afgiÍl:lJÍa es ;_'~de;endiente. de qUe 

se encuentre presente en sü iJ~~'~· de J;'~~~·;.Úbre o _de .bicarbona-
.~ ,., ' 

En la presencia de más gl~c~~~-ff'.§~:~*~V~i~i~~. la respuesta 

total de pH se redl)jo menos con arg:i;iífiú1\ 1:(!1J'ec'é:1Jando el azúcar 

fué la galactosa (Fig. 3). 

Colectivamente, los cambios d~ pH en estos experimentos, 

reflejaron la relativa capacidad de formación de base ácida 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 formación ácida más débil y la glucosa de formación 

ácida más 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 configuración de las respuestas del pH 

de la placa (corno las que aparecen en la Fig. 3), en comparación 

de placas de caries activas y caries inactivas in vivio e in 

vitre (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 formación 

de ácido 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 rnicrobiales, mientras que las bases de la Fig. 3, 
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pueden ser. atribuidas prin~ipalm~nte a la diferencia de la de

gradabilidad del su~strato. 

Es evidente que de nuestras investigaciones con cultivos 

puros los perfiles de pH de base ácida de la mayoría, 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

cía de una o de más de las actividades galact~~iticas, glucoli

ticas, ureoliticas o arginoliticas, claramente evidentes en la 

placa y sedimento de sistemas bacterianos mixtos. 

La mayor parte de las bacterias examinadas, mostraron una 

significativa reducción del pH con glucosa en sus perfiles de 

pH de base ácida. 

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

La inhabilidad de producir un cambio de pH con estos tres 

substratos fué común 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), podría ser necesario si los modelos de cultivos puros 

se tuvieran que corutru!r con perfiles de pH como los de la pla

ca y el sedimento. Por sí mismos, los cultivos puros no se pue

den considerar como representativos. 

La construcción 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 podría facilitar el estudio de cómo la composición 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 
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de sediemntos salivales y de la palea, adecuadamente ajustados 

para la concentración de células, son básicamente similare~ 
(Kleinberg, 1970c; Singer et al.,1983). 

Tal similitud ha demostrado ser afortunada, porque el sedi

mento salival es mucho más completo que la de la placa dental; 

ésto ha permitido estudiar extensivamente los aspectos metabó

licos de los cambios de pH de las placas (Kleinberg, 1970 e; 

Kleinberg et al., 1982), así como la identificación de substra

tos usados para producir los perfiles de pH de base ácida aquí 

vistos. 
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S1.;;Jr.1/ot"t1n11.1 qmll'lmid:t 

/..i;11.lunf/1111 oi•n 
l. ·Cm11•111t1m 
J. J;ulr·pliilw 
l. 1,:/11(1'1/lf 

l uli•il1ins11J 
-; /_ l•r1'tiJ 

1 ·rz!lonrlla \pp. 
rr•:·..,r/111 ,,,, •. ,,,,,.,,111.r 
r~·rp>:_.wmmwr .i.:111xi1·111i.t 

--. llr "l'1pl11.'11.\ r111amflu1•n:1u• 
1B1<..l)pe llJ 

_ JI 11',l,"IH 

Ccnter, ffostc•n. MA, 'u.s.A. . 
IJr R. J. Gibhom• ·run.~n;th 
ATCC 4082 0111 hrnln 
ATCC 2l97S lllll hr<>lh 
1\ TCC 1~%7 :\L'linur.-1;• .'~:i hrnlh 
ATCC 1198 .-\c.:11n:1r.1\d< hh11h 
/\TCC 190~9 ,\é:11r.nm:.-~~~ ~-ri_11h. 
ATCC .'.!9.'.!~6 Tr>r-11 .. ... ;. li111th . 
;\TCC lt15!i5 Tr>r111.; ,, .· b1111/i 
Cnagul:l~c·neFJll\·c i~ol.,1~ írom 11111 1'r1•1?i 

p~.1quc: in our lal:oralor)· 
Dr T. F. Mc!'.'11111;11a, SUNY, 

S1ony ArPoJ:, SY. U.S.A. 
scrc 5315 
SCTC 6991 
AlCC 43~6 
ATCC IP·tf 
ArCCl17J9 
ATCC lll77 
holah:d from pf;u111c in uur labor.uory 
,1·1cc ~s611 
ATCC JJ?77 
lsola!ed írom pl.1qu: in nur l.1h~uatory 

A rcc JJJ9J 

PYE. hr:i1h 

Rl1t'l'\:t b: .. :~, 
R11Cc1"1 i-ir.1•h 
Rt1{!11o;;1 ~r •. i:~ 
Rt'J;<''J r.m:h 
R11gu''' 1---·tt:h 
Rort''ª hw1h 
\'c1!i11ri~:; 1 h~1·1h 
PYE bro11:'l 
PYE'brt•lh 
Ol 11 hr .. ~:. ·~•f'pki1wr•.1-. 

\\llh 1 .tnd .\ l;u·111r• 
Blll hw1h ~.1ppll.'111l·n1r~ 

\\llh , .. 1:-.J ,\ 1:1\1111· 

·Tabla 1. Bacteria oral probada, 
su procedencia, y el medio en el 
cual'fueron crecidas. 

\i: bulh!) ftq('ll 1\l'rc ob1ai11c<l íum1 rurco fl>~lroit, MI. U.S.1\ .. 1 

50 
Ciol~tlose or 

Cilucose 

70 

p!I \ 
60 \ •' ,,..-

........... 

500 30 

Golortcu or 
f Glucou 

Gcleclo1r 

_,. 
" ,v _., .. 

1 ,•" \ ... •' 
,../ .. -CJuto\I 

b. 

60 90 120 
Tim 11 , min 

~ 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 
en cada uno de tres sujetos con diferentes 
respuestas de pH. En (b) la comparación fué 
hecha entre la glucosa (i) y la glucosa y 
entre la galactosa (ii) y la galactosa para 
una prueba para cualquier ~fecto de exposi
ción al primer azúcar podría tener un subse- : 
quente. 
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Fig. 2 Respuesta del pH in vitro de la placa dental y ,sediemnto salival para una 
estimulación 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. 

8.0 8.0 

5.0 5.0 

a. b. 

2 4 400 ¿ 3 4 
Time, h 

Fig. 3 Respuesta del pH in vitro de la placa dental y sedimento salival para una 
estimulación con galactosa o glucosa en combinación con (a) urea o (b) ar~ 
ginina. Las concentraciones del substrato aquí y en las figuras siguientes 
son las mismas que en la captura de la Fig. 2. 
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Table 2. Acid produclion in a 4-h. incub3rYQO oÍ_.lhe di:Tcrcnt purc culrurts tes1cd 

~1icro:organisms · ·· : GJUcósc ' Galaclnsc GJuco:.e G.do.ti.:los.e 
IC':ilcJ GIUCO!>C Galac1osc <+argininc +argininc: +urc.1 +urea Ar,:í1.i:ic Un:.:1 

Strrptoro('ru.1 ,fan¡:ui.s 1 10.03 2.58 4.U2 ·-3.09 10.01 2.~7 -4./1 0.37 
S1trp, san¡:ui'l ll 10.31 6.61·':. 10:o1 6.58 10.31 6.62 -0.29 0.18 
Strrp. mitinr 11.52 ·1.20·.:_,· .10.07 1.04 11.51 0.98 -O.O.: 0.42 
Strrp. millt-ri 8.50 2.41 4.15 "-5.90 8.51 2.J9 -6.87 -0.07 
Strt'p. muta1u DHT 7.11 1.37 1.79 -3.29 6.98 1.35 -5.05 0.52 
Strrp. mutuns 10449 12.59 6.57 12.18 6.32 12.37 6.62 -0.50 0.46 
Str('p. mutan.s LM1 9.62 2.45 8.89 1.98 9.(.4 2.44 0.13 o.so 
Strrp. fat'C'Ulis 11.64 1.75 1.41 -4.16 11.56 1.69 -5.35 O.OR 
Strrp. salil'urius 5.09 2.24 4.81 1.92 4.71 2.01 0.59 0.27 
AC'tínomyus risro.rus 7.25 5.19 6.85 4.89 6.46 5.21 -0.13 -1.37 
A. nduntolyt/C'US 7.10 3.46 6.81 3.27 7.10 J.46 0.15 0.04 
A. nMslundii 6.57 4.29 6.24 3.88 5.45 4.01 -0.15 0.15 
/\'t'i.J.uria sicca 4.03 0.88 3.49 -0.08 3.98 0.HR -0.06 0.33 
N. s11hjlaru 8.12 0.45 7.98 0.41 H.07 0.44 0.16 0.().1 
Stoph,1•/ororru:r rpídrrmidis 8.16 2.69 J.79 -2.70 5.3H -0.76 -4.01 -2.Jb 
F11.111har1rriwn nuclrutum I0.14 O.SR 9.76 0.52 I0.14 0.58 -0.05 0.01 
lu•tvhati//u.r 1·asti 9.~~ 7.25 9.55 6.91 8.76 7.IO 0.:0 0.27 
l. frrmrntum 6.47 6.36 0.20 -0.22 6.47 6.21 -4.64 -0.0'J 
L. aC'idophi/us 9.67 0.48 9.46 0.39 9.66 O.SI 0.21 0.01 
L .. "'1/ivarius 10.21 8.21 9.89 7.57 9.98 S.21 O.HI 0.03 
L. rrllobiosus 8.01 5.76 -O.OS -1.29 7.74 4.96 -4.14 O.b6 
L. hrevis S.10 8.35 0.52 0.57 8.19 SAO -4.1:? -0.().1 
Vril/ont'lla spp. 0.01 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 -0.lJJ -0.01 
Pro1v1t'll1J inlrrmetliuf 4.19 .l~O 3.13 3.0.: 4.19 3.54 -0.41 0.96 
r111ph)'fl1'1/<Jna.1 xm¡:iru/is 3.69 2.H7 3.74 2.86 4.13 2.46 1.00 1.46 
Jlrmophilu.t ¡u1ruinflurn:ae 7.24 2.05 5.98 1.85 6.82 2.65 -0.31 -J.21 

(ílio1ypc 11) 
JI St'~nir ~ 78 1.42 2.65 1.02 2.71) 1.5'2 0.1>4 0.02 

Mcan±SD 7.72 ± 2.97 3.Jb .!: 2.53 5.20 .!: 3.1>5 2.81 ± ~.31 7.43 ± .2.IJS J.t\I .!. .1.f>O -1.45 ~ 2.14 0.16.±0.58 

f:.>.prcsS(d m pll h unu~ (Dcnc;ull)J .rnJ l\.h:mhcrp.. l9M4). 

Tabla 2. ProdÚcción de ácido en una incubación de 

Tabla 3. Análisis estadístico (Student's t-test) 
de comparaciones de la habilidad de los cultivos 
puros de bacteria oral para producir las respues
tas* de base ácida mostradas en Tabla 2 (n=27). 

I' - -- ------------- ------'---
Ciluc••'..- \\'t~~' :;.d.1(1••'< 
(i)1;,, ... , •. _ .tr1!1:·.r•·11:.· 

, ,.,,u .. !!.1!."¡1.1,••.: + ;1q;1ninc: 
(jhh·11~1.' • ·:r.',• \~"í\U\ r.1!Jl°l•''1.' - Uf\.'.I 

(i/111.•'•I.' \ i.'hll .. rlu1."1.h.: - ;ir~uu::c: 
G.a! u (lhl' \~'hl•\ ;.1f.1dn\C: .. arstr\OC 
(/Ji 1.·,1·.1.· \L't~u .. ¡¡!11.:11,c .... un:a 
(fa!.11.11"1.' ,,.r,u~ ~.11:.it·ln'c: + un~a 
.\1¡-;111111.· u:r~11~ "-'"-ª-----

:-.s 
_q 
.f ~ 
:.9 
s J 
"4 
J.'\ 
11 

<0.001 

<00()1 
<0.001 
..:::0.(105 
<0.!IOI 
>05 
<:0.IJU5 
<n.(riJS 

*Debido a que la bacteria en cada substra
to se compara tratada igualmente y no se 
valora de acuerdo a sus números en la pla
ca dental, a nayor número de bacteria en 
cada comparación que muestra una diferen
cia del substrato a mayor es la diferen
cia entre los substratos promediados y 
la probabilidad de estos promedios a ser 
estadísticamente diferentes. 
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Fig. 4 Respuesta del pH in vitro del Esta
philococcus epidermis aislado para una si- i 
mulación con glucosa o galactosa en (a) au-i 
sencia y (b) presencia de urea o arginina. · 
Nótese que este organismo usa todas las 
cuatro pruebas de substratos. 
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Fig. 5 Respuesta del pH in vitro de Acti
nomyces viscosous para estimulación con 
glucosa o galactosa en (a) ausencia y (b) 
presencia de urea o arginina. Nótese 
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 
estimulación con glucosa o galactosa en 
(a) ausencia y (b) presencia de urea o 
arginina. Nótese que este organismo usa 
glucosa y arginina pero no, o muy poca, 
urea o galactosa. 

- 21 -

80 

70 .-.::::1=:::.::!}::-..: 
u"º 

pH 

60 ··. C'.ah~leu 

'·······-~········ 
\ 

50 ~-·--
' l 0~2---~ 

T.:-!. h 

Fig.6 Respuesta del pH in vitro de Estrepto
coccus sanguis tipo II (ATCC 10557) para es
timulación con glucosa o galactosa en (a) au
sencia y (b) presencia de urea o arginina. 
Nótese 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 estimulación 
con glucosa o galactosa en (a) ausencia y (b) 
presencia de urea o arginina. Nótese que este 
organismo usa glucosa pero no, o muy poca, 
urea, arginina o galactosa. 
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A. Aguirre, L.A. Testa-Weintraub, J.A. Banderas, R. Dunford y M. 

J. Levine. Departamento de Biologís Oral e Instituto de Investi

gaci6n denti:il ,/ 199 Foster Hall, Escuela de Medicina Dental, Sate 

Universit}r<c(e Nueva York en Buffalo. 
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Aceptado 13 Noviembre 1991 

SUMARIO. 

Las cistatinas son inhib~dores de proteasa cisteína presen

te,en una variedad de tejidos y fluidos corporales incluyendo la 

saliva. Una posible funci6n de esas moléculas podría ser la de 

modular la destrucci6n 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 

~ ~~Rf~Rf~9 t~tal de proteínas, se determinaron en todas las mues

tras que se colectaron, mientras que la actividad inhibidora de 

la proteasa se fij6 en secreciones sublinguales-submandibulares. 

An6lisis estadísticos 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 comparación 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 cisteína, adultos, pe

riodontitis, envejecimiento. 

Abreviaciones: ELISA ensayos inmunosorbentes ligados a enzimas 
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SDS-PAGE, gel' electrofóresis de sulfato-poliacrildamido-dode

cil sódico. 
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.. 

" INTRODUCCION " 

La superfamilia de cistatina• comprende un diverso grupo de 

inhibidores ele proteasa cisteína ampliamente distribuidos en te

jidos mamarios y plasma. Ellos protegen al organismo contra la 

acción incontrolada de proteinazas de cisteína endógenas y/o exó

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 cistatlnas salivales) y familia rrr o 

quiniógenas (Barrett et al., 1986ab). De cualquier manera, fami

lias adicionales fueron sugeridas por Rawlings y Barrett (1990) 

para acomodar aquellas proteínas que no podían 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 ~~omoso

ma 20 (Saitoh et al. ,1989). Estos, s.e reconocieron primero como 

fosfoproteínas con contenido de cisteína (Shomers et al.,1982a) 

pero no fué sino hasta recientemente que se identificaron como 

inhibidores de proteasa cisteína (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 ácidos y tienen una secuencia homóloga de~ 90%. 

En adición, las cistatinas salivales tienen una secuencia 

homóloga del 54% aon cistatina serosa C que está presente en el 

fluido gingival cervicular y, consecuentemente, en el medio ambien

te oral. 

La regulación perjudicada de proteólisis es un aspecto bio

químico importante en la etiología de la enfermedad periodontal 

(Sandholm, 1986). 

Estudios recientes han mostrado niveles incrementados de 

proteasa cisteína (catepsins D, B y L) con un incremento severo 
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de infla~a~i6n en flui~?S cerviculares y homogenatos gingivales 
Í . 

phcci&Imenfe púrificad~s (Eisenhaur et al., y Lah ~ ·al.,1986) 

(Lah et al.,1985). 

De la misma manera, homogenatos gingivales obtenidos de si

tios periodontalmente enfermos, mostraron una disminición en los 

niveles de cistatina e que está 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 están también asociados con 

la situación de la enfermedad periodontal. Una asociación debe. 

servir como indicador de la actividad de la enfermed~d. 
~ ,. + • ' • 

Acordemente, nuestro propósito era ver si hay una corela

ción entre los niveles de cistatinas salivales glandulares y su 

actividad inhibidora de proteasa cisteina y el estado periodon

tal. 
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.. ., MA'rERIALES 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 6cido cítrico (a

nhidro), sulfato de amonio, hidróxido de sodio y Brij 35; fueron 

de la Compañía Científica Fisher (Fair Lawn, NJ, USA). El vinil

polisiloxano del materiaLde impresión (Express light-body set), 

las varillas mezcladoras pensadoras y disponibles fueron de 3M 

(St. Paul MN, USA). La papaína (P-3125)", fosfato p-nit;_rofenil 

disódico, N-x-benzoil-L-arginina-7-amido-4-metilcumarina (B-7260), 

fosfataia alcalina de la mucosa intestinal de bovino y alb6mina 

de suero de bovino (A-790) provienen de Sigma (St. Louis, MO, 

USA), Membranas de nitrocelulosa (0.45)1-m), peroxidasa de rabani

llo de caballo, suero anjugado de cabra y anti-conejo (IgG H-ca

denas) y 4-cloro-1-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 clínicamente sanos de ambos sexos (edades de 55-

74) fueron reclutados de la población general de Buffalo,~NY, 

USA. Algunos de estos individuos estaban bajo prescripción mé

dica, en particular, drogas anti-hipertensivas. 

Lo~ pacientes seleccionados tenían al menos 16 dien~es 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 quir6rgico periodontal. 

- 5 -



El criterio (Grossf,ét:a1.\l990) ,tisád0: j:iárá'.cátegorizar el 

es ta do period ontalde l~~ sujetosi fué''co~o sigu'~: el Grupo A 

: ~::i::~ 6 
p::d ~~,:i:~:df~c:'zf i:,~:~;~:}~~~t1f ¡:nI!'1:~: ~:::º:~~n :~s a;:= 

po B estaba compuesto'di!c,i!ldi~j_dllos',C:oriJpe;iodontitis moderada 

: i ::v::: e;::~: ~::·:~::u:~bfü~::i.¡1,~t JH~i~}6~d :; e:e:::~~n 1 os si; 

Todos los participantes fueron escudr;i,ñádos por un examina

dor, quien había sido sometido a tin entrenamiento ad,ecu'ado para 

calibraci6n (Miller et al.,1987). 

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 prac-

ticar higiene oral por 2 hrs, fueron utilizadps para la colecci6n. 

de saliva. 

Para colectar la saliva submandibular-sublingual, fué usado 

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

saliva par6tida fué colectada en cuna taza Lashley (Lashley, 1916). 

Las salivas fueron estimuladas mediante la aplicaci6n de 

2% de ácido cítrico a los lados de la lengua a intervalos de 30s 

y el primer mililitro de saliva fué descartado (Baum, 1981). 

La saliva se colect6 en tubos enfriados de polipropileno 

pre-experimentados, por medio de las cuales, la rapidez de flu

jo se determin6 gravimétricamente y se expres6 como ml/mm/glin

dula. Las salivas fueron después divididas en muestras de 100-p-l 

y congeladas a -20°C. 

Antes del análisis, las muestras fueron lentamente derreti

das en un baño de hielo, y fué añadido Na2EDTA para dar una con-
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centración final de 5 mM para la saliv.a submandibular-sublingual 

y de 1 mM para la saliva parótida (Fax et al,!1986). 

CONTENIDO DE PROTEINA 

·- - -· .. ·.: -

El total de proteína contenida ,en las:.
0

~u~stras·'salivales 
fué determinado por la absorbencia 'a 215:.~m·; .como lo' descrito 

por Arneberg (1971). 

PURIFICACION DE LA CISTATINA SN 

Y PREPARACION DEL ANTICUERPO 

La cistatina salival SN fué purificada (Al-Hashimi, Cickin

son y Levine, 1988; Ramasu~bu et al., 1991) para ser usada como 

inmunógeno para elevar anticuerpos policlonales y como una norma 

para pruebas ELISA y de inhibición de pretaasa cisteína. 

El contenido de proteína de las preparaciones de cistatina 

se determinó mediante un análisis de amino ácidos (Al-HAshimi et 

al., 1988). 

Para obtener una antisera policlonal monoespecífica, 6 co

nejos blancos femeninos, viejos y débiles, de Nueva Zelanda fue

ron inmunizados como lo describió Aguirre et al., (1987). 

En breve, inyecciones dorsales subcutáneas de cistatina SN 

(200~g proteína/rol 0.154 M aaCl) emulsificadas con un adjutor 

completo de Freund (1:1,v/v) fueron usadas para preparar a los 

animales. 

Inyecciones subcutáneas impulsadoras se dieron ante 6 dé

biles intervalos con 100,,Ug proteína/rol de 0.154 M NaCl emulsi

ficadas con un adjutor incompleto de Freund. 

Después de 10 días, métodos analíticos "titre" fueron moni

toreados mediante SDS-PAGE (Laemmili 1970) y PAGE aniónico (Orn

stein 1964) segidos mediante un inmunosecante (Towbin, Stahelin 

y Gordon 1979). 
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Esto de01ostr~ qt1E? el an:lsue.r: . .O de conej() (disolución: 1/ 

60,000) era específica ~ar~.l~s cisi:~tillas saliv~l~~ como se mos-

tró mediante la p:res~n~t~ de enlacé~ sólos ell a~ba~'' ~aÚv~s con 

movilidad comparah_ie;,:.l:í J; 'c;:is:t,h.:Í.na purificada SN [Pi~ca Fig. l l 
~·~~.:~~e ;,';;:.,:,,·-~t{ >' ': ~-' ( B)] • 

Mas adélarit:ei'' Pi8tf~ril·ó'nic,oÍinmun~secante, ieveÍó que es-

te antisuero red>d'ac'i.6 'v'ar'ios'_-íiiiemb.ros de la familia de cista ti

nas salivales y no,e:fa 'í:-~a2Ú-,;o con amilasa [Placa Fig.2 (B)]. 

Para ELISA, frac:_c_f~rieSI. concentradas de IgG fueron obteni

das por precipitación·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 placas 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% 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.l mg de proteína, cada uno triplicado). 

Las placas, fueron después incubadas durante la noche a 

25°C. 

Después de otro lavado, el fosfato p-nitrofenil sódico (1 

mg/ml de O.OS M de bufer de carbonato de sodio, pH 9.8 con 1 mM 

MgC1 2 ) fué aftadido para desarrollo de "colour'', e incubado por 

60 min a 25ºC. 

Las placas fueron leídas a 405 nm en un Lectora ELISA 

2550 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) interfasada a una computadora 
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·Macintosh. 

Los. valores de la .cistatina salivál se obtuvieron de la 

línea d~ ·regresión derivada de las Ín~d.~~s (M~c R~~def.TMprogra
ma 0.2) y l.os res'ultados expr~sados com6.J}-g/inl de s'aliv~. ¡;.g/ml/ 

min o 'J"-g/mg de la proteína. salival ÚitaL' 

Para monitorear la reproducibilidad día a día de las prue

bas, las salivas submandibular-sublingual y parótida estimuladas 

con 2% de Acido cítrico de cuatro sujetos clínicamente saluda

bles, fueron subdivididas en agrupaciones y congeladas a -20ºC. 

Estas muestras fueron usadas como controles para todas 

las proteínas subsecuentes y pruebas ELISA. 

ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA 

CISTEINA PROTEASA 

La actividad inhibidora de la proteasa cisteína de las sa

livas fué determinada mediante una modificación del procedimien

to de Barrett Y Krische (1981). 

El volúmen de la saliva submandibular-sublingual usada, se 

basó sobre la concentración de cistatina previamente determina

da inmunológicamente. 

así como los antecedentes inmunológicos indicaron que los 

volúmenes largos de saliva parótida serían requeridos, sólo 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 lOj,lg, cada uno en duplicad@) fue

ron mezcladas con 200)J-l de 0.4 W de fosfato de potasio sódico. 

pH 6.0 conteniendo 8 mM de dititretiol y 4 mM de EDTA. 

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

soluciones, incubadas por 10 mina 40°C. 

Subsecuentemente, 250}"-l de una solución preparada reciente

mente conteniendo 20 M de N-x-benzoil-l-arginina-7-amido-4-metil-
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-en agua/destilada) ,~uero_n añadidas_ e incubadas por 

.. .. 

mect'ian te la ad ici~n d ~ _,_, __ -·:--e : , ... ,- ~ ,-

aceta n O sódico 
'\,--

La liberación del N-x--benzoil-L-arginina-7-amido-Li-me_tilcu

marina se determinó mediante un espectroscopio de fluorescencia, 

(longitud de onda de la excitación = 345 nm; longitud de onda 

de la emisión = 438 nm) en un espectrof otómetro de fluorescen

cia 650-40 (Perkin - Elmer, Norwalk. CT, USA). 

ANALISIS ESTADISTICO 

La prueba-U no paramétrica Mann-Whitney se utilizó para ana

lizar los datos. Las variables evalua~as fueron: proporción de 

flujo salival (ml/min gl6ndula), concentraciones de proteína 

(mg/ml), concentraciones de cistat;ina salival (yg/ml), propor

ción de secreción de cista tina salival (J) g/ml/min) y el con te-

' nido de cista tina por total de proteína salival (/,l g/ml proteína). 

Estas variables, se determinaron para ambas salivas. En adi

ción, una examinación de la actividad inhibidora de la proteasa

cisteína para saliva submandibular-sublingual fué hecha. 

Debido a que variads pruebas estadísticas para niveles va

riables comprendiendo cistatina salival fueron hechas, un nivel 

significante de 1% se escogió para reducir el riesgo de un error 

estadística del tipo I. 
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" RESULTADOS " 

SIALOMETRIA 

El promedio de la proporci6n de flujo salival (ml/min/glán

dula) para sujetos sanos y enfermos periodontalmente se muestran 

en la Tabla l. 

Diferencias no significantes fueron encontradas en la pro

porci6n de flujo de la saliva par6tida (p=0.7248) y submandibu

lar-·sublingual (p=0.8679), entre sujetos periodontalmente sanos 

y enfermos. 

CONTENIDO DE PROTEINA SALIVAL 

Concentraciones de proteína por el método Arneberg, son mos

tradas en la Tabla l. 

No se observaron diferencias estadísticamente significan

tes entre los sujetos periodontalmente sanos y enfermos (sali

va submandibular-sublingual p=0.3951; saliva par6tida p=0.3083). 

CUANTIZACION DE CISTATINAS SALIVALES 

La cuantizaci6n inmunoquímica de cistatinas en la saliva 

submandibular-sublingual revel6 un valor medio de 129.7±100.9 

~g/ml para sujetos sin enfermedad periodontal (grupo A) y 92.0± 

58.1,U.g/ml para sujetos con enfermedad periodontal (grupo B). 
La conc~ntraci6n de cistatina en la saliva parbtida'tuvo 

un valor medio de 1.6±2.0j•g/ml para el grupo A (n=22) y 1.2±1.8 

~(g/ml para el grupo B (n=30), casi 100 veces menos que en la 

saliva submandibular-sublingual (Texto Fig.3). 
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El SD para amoassecreciones, bastante largo, indicó una 

amplia variaci.ón i.ndividual .en .. concentraciones de cistatina ·.(Tex:... 

to Fig.3). 

De cualq~ier forma, no se observaron diferencias estad~sti

camente significantes entre los grupos A y B (saliva submandibu

lar-sublingual: p=0.1537; saliva parótida: 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 distribución de la proporción de secreción de cistatina 

()"g/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 parótida: p=0.5784). 

Similarmente, diferencias estadísticamente significantes 

no fueron observadas entre los grupos A y B cuando el contenido 

de cistatina salival se expresó en base al contenido total de la 

proteína salival (saliva submandibular-sublimgual: p=0.0820; sa

liva parótida: p=0.3544; Tabla 2). 

ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA PROTEASA CISTEINA 

Subse~uentemente, se realizaron estudios para determinar si 

la cuantización inmunoquímica de cistatinas corelacionad~s con 

la actividad biológica de esas proteínas en la saliva estaban 

relacionadas entre ellas. 

Bajo nuestras condiciones de prueba~lOJ-'g de cistatina sa

lival SN purificada fueron requeridos para dar una inhibición 

del 100% de la actividad de la papaína. 
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Por lo., tan_to ·,·' pa~á- cada muestr~ submand i bular-sublingual, 

porciones c-oñtenie~dovariadas cantidad-es. de cista tina (O. 62-

10 ,u.g) ft~~º~ ~~;bad~s . 

. Un. esc"udriñamiento preliminar del dato mostrado que comple

ta la inhibici6n de la actividad de la papaína mediante salivas 

submandibulares-sublinguales, fué directamente corelacionado a 

una concentraci6n de cistatina salival. 

Como-lo mostrado en el Texto Fig.4, cada dato anotado repre

senta el volúmen de aquella saliva de una s6lo individuo. la cual 

se necesitó para lograr una inhibici6n del 100% de la actividad 

de papaína. 

Una amplia variaci6n individual en la actividad de inhibi

ci6n de la proteasa cisteina, se obsetv
1

ó en sujetos periodon tal

mente sanos (Grupo A) y enfermos (Grupo B). 

De cualquier forma, alli no hubo difefencias estadísticamen

te significantes entre los dos grupos para las cantidades de cis

tatina requeridas para dar una inhibici6n del 100% de la activi

dad de la papaína. 
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" DISCUSION° " 

::~:"'.:-~ .:.·:.;.:·:: :e;< . 

Nuestros datos para la p/~pof.ci6n;dE! flujo de saliva paró

tida estimulada (0.34 ml/min giÉi~cÍul~~'n=5°2) son aproximadament

te, los mismos que aquellos ob~
0

~n:Í\Ío~" en diversos estudios ante

riores (Ben-Aryeh et al.,1986;,Wolf et al.,1990; Ship, Fox y 

Baum, 1991), pero no son menores que aquellos reportados por o

tros (Benedeck-Spat, 1973; Baum, 1981; Hef\: y Baum, 1984). 

Así mismo, el promedio de la proporción de flujo para la sa

liva submandibular-sublingual estimulada (x=0.31 ml/min/ glándu

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 más altos que aquellos 

reportados por Pedersen et al. (1985), pero más bajos que aque

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

Las diferencias entre estos estudios de cruce seccional, po

drían ser el resultado de diversos factores incluyendo la colec

ción de aparatos/técnicos o del tipo y frecuencia de simulación 

gustativa. 

Otro factor a considerar, es el consumo de medicamentos pres

critos y no prescritos, muchos de los cuales, han sido asocia~ 

dos con la hipofunción de la glándula 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 demostró mediante la se

gregación y comparación de datos entre los grupos medicados y no 

medicados (datos no mostrados). 

Para el análisis de la concentración total de proteína en 

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

EL niétÓ-dci- Lcií'iry es dependiente de la· presencia de amino á
cido S;'. aroffi~i·id·ri·s .. ,~'~:(Lb:~r·y-· ·~i- ·~·a·f~::", 'l·gs.i):, '.-fu"ien t ~·as que e 1 método Ar-

ne ber g s~ ápoyÍl ~'K 1~· ~¡;ó{tí~~¿¡~ ;d~~1a~~ péptido a 215 nm (Ar-
·,·<·. 

neberg, Í971). r.F tK~- ' 
Debido _a que lá ~pí?~'eb~·;tb\\ff} ~f~ii~e a menospreciar el total 

del contenido 'de pi:-otei~a 'cíe ;Jasi\11u~E!t!I'.~~j~~ saliva, escogimos 

el método Arneberg; el ~uai ha sfdo'i;adapt'áiló',;pl'lra usarse con pe

queñas cantidades de fluidos 'saÚ~1"a~~:;_(J-'~~-ri~on y Cor tez, 1988). 

'·····::-::;<·~·:.~)'~ -
Nuestros datos del total de la co~centt~-c:Íón de proteína 

en la saliva parótida 01=3.0l mg/ml; n=52)' fueron similares a a

quellas (x=2.87 mg/ml n=50) reportadas por Baum (1981) en las 

cuales, una población con un rango de edad de 60-88 años fué es

cudriñada. 

Nosotros usamos el método Arneberg sugiriendo que provee 

una técnica confiable y reproducible para la distribución de la 

concentración del total de proteína salival. 

La mayoría de las cistatinas (S, SA y SN) en toda la sali

va, provienen de las glándulas salivales, mientras que la peque

ña 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 usó una inmunoelectrofóresis 

ascendente para determinar los niveles de cistatina salival. 

En ese estu~io, la concentración de cistatina en la saliva 

submandibular-sublingual fué 163±137 ,V-g/ml (n=30) y en la sali

va parótida 5.023.3.Jfg/ml (n=l5). 

En el parénquima "acinar'' de las glándulas parótidas salu

dables está compuesto exclusivamente por células serosas mientras 

que las glándulas submandibular y sublingual contienen células 

mucosas así como serosas. 

- 15 -

.. 



Estudios inmunoci(oqÜÚiico~ ~an ·~o'si~a'clo,~ue las cista tinas 

salivales son producidas en(ia'si:>céT!Í1asCserosas de las glándulas 

parótidas y submanclibÜla;;(r'S:~~~ra'~eiaJ.';;l984b; Bobek, Aguirre 

y Levine, 1991). <Y''1; .,('Y 
·,·.·~~~ <·:\::~ _,, 

-,· . " . 

Nuestros datos y aquéllos· .re'p~rt~dos por Shomers et al., 

(1982b) indican que la saliva humana submandibular-sublingual con

tiene aproximadamente 100 veces tanta cistatina como la saliva 

parótida. 

Estos hallazgos son sostenidos por el trabajo de Rathman et 

al. (1990), quien encontró que la actividad inhibidora de la pro

teasa cicteína de la saliva submandibular, fué mucho más alta que 

aquella de los fluidos parótidas. 

Estudios de inhibición "in situ" han mostrado un contenido. 

más alto de traslados de cistatina en la glándula submandibular 

humana que en la parótida (Bobek, Aguirre y Levine, 1991). 

estas observaciones con algo perplejas debido a que la pa

rótida contiene una mayor abundancia de células 11 acinares 11 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, podría proveer una estrategia más 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 sialoquímicas de secreciones 

en cruz. 

Así, monitoreando los niveles de cistatina salival de indi

viduos fuera de tiempo, podrían proveer un mejor indicadpr del 

estado de salud que las comparaciones hechas con los estudios 

de secreciones cruzadas. 
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Todavía, _tales_: medi.cione:S longi):.udinales no pueden proveer 

un indiéador ,su.th~i~flte~erite penetrante clel 7S'tado de enferme

dad peri~dont~l~ 

Po~rí~ se~necesario monitóie~r ~l fluido cervicular para 

las cistatinas 'de suero. 

Por ejemplo, una participaci6n de cistatina de suero en la 

mod.ulación de las enfermedades perioc!ontales fué sugerida por 

' Skaleric et al. (1989), quienen encontró una corelación inversa 

entre los niveles de cistatina C en homogenatos gingivales y el 

y el grado de gingivitis y periodontitis. 

Estudios más amplios están 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; Levine y G.H. 

Nancollas. Departamentos de Química, Biomat~~ial~~ y Biologí~ 

Oral. State University de Nueva York en Buffalo; ... 

SUMARIO. 

Buffalc{, ·•·NY·;l42l4;>tiSA 

ACeptacii; ii8Y~';~;·~2~ \991 . ) 

La adsorción en superficies de hidroxiapatita de cistatina 

inactiva SN, cistatina acídica S y el contenido de fosfoserina 

en cistatina acídica 81, fué comparada con la de estaterina. Los 

efectos de estas proteínas ahsobidas en el crecimiento dinámico 

de constante composición de hidroxiapatita fueron también estu

diados. La cistatina inactiva SN tiene una más alta adsorción 

máxima que las cistatinas acidicas S y Sl. Aunque la afinidad de 

cistatina para superficies hidroxiapatitas fué más baja que aque

lla de estaterina, su influencia en la acrecentada dinámica de 

hidroxiapatita fué considerablemente mayor, con la cistatina ací

dica Sl siendo la más activa. Ante una concentración de superfi

cie de 7.0 x io-8 mol m-2 de hidroxiapatita, las cistatinas decre

cieron el rango de crecimiento cristalino en un 80 - 95% como se 

comparó con aquella en ausencia de proteína. Ante esta concentra

ción, la estaterina mostró una inhibición de crecimiento del 40% 

Palabras Claves: 

Cistatinas, estaterina, adsorción, cristalización, hidroxiapatita. 

Abreviaturas: 

PTH, feniltioidanción; SDS-PAGE, gel electrofóresis de sulfato

poliacrildamido-dodecil sódico; FPLC, cromatografía liquida de 

proteína rápida. 
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Muchas proteínas"saiival~s humanas previenen la excesiva re 

y desmineralizació~ de.' supe.rf:i.cies esmaltadas por la participa

ción en la formación ~e película esmaltada obtenida. Las mejor 

caracterizad~s de éstas son la estaterina conteniend'o fosfoserina 

(Schelsinger y Hay, 1977} y las proteínas ricas en prólina (Hay 

et al. ,1988; Kousielari et al.,1980). 

En general, fosfoproteínas, y especialmente aquellas con un 

contenido de amino ácido aniónico, adsorben fuertemente en direc-. 

ción hacia la hidroxiapatita y de este modo, inhiben la cristali

zación (Bennick, Cannon y Madapallimattam, 1979; Moreno, Varughe

se y Hay, 1979; Schelsinger et al.,1987). 

La estaterina y las proteínas ricas en prolina tienen un nú

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 solución del 

contorno y accesible para la adsorción 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 cristalización inhibida apre

ciable. 

Isemura et al. encontró diversas cistatinas en la saliva, 

una siendo la cistatina acídica 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, sería posible unir fuertemente ha

cia la hidroxiapatita. 

Las cistatinas son similares a las fosfoproteínas con conte-

" nido de cistatina descritas por Shomers et al.(1982a,b,c) y Al-

Hashimi, Dickinson y Levine (1988) que han sido mostradas para 

ser unidas fuerte~ente a superficies de apatita. En adición, u

na larga forma de la cistatina SN no fosforila<la previamente de

nominada cistatina SA-1, es también detectada en la película es

maltada 2-h "in vivo" (Al-Hashimi y L¿vine, 1989). 
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Ahora, hemos examinado. la ~d,orci6n en superficies de hidro

xiépatita de una gran forma de la cistafiria inactiva SN, de la . ··., , ,, 
cistatina acidica S y de la ciitatin~ atidita,Sl conteniendo fos-

foserina. Y comparando esto con lá ,·adso~·~i6n de esta terina que 

ha sido como un patr6n positivo (~or~n¿, ~Kresak y Hay 1978,1984). 

La influencia de estas proteinaspreadsobidas en la minera

lizaci6n de hidroxiap~tité se d~~ei~iria tisando el m6todo de com

posici6n constante (Thomson y :Nancollas, 1978). 
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" MATERIALES y" METODOS " 

' 
PURIFICACION DE LAS PROTEINAS 

Las cistatinas salivales y estaterin~ fueron aisladas de la 

saliva .submandibular-sublingual de una donante femenina de 30 a

fias de edad. La saliva se colect6 y se proces6 seg6n Shomers et 

al. (1982) y Ramasubbu et al. (1991). 

En todos los pasos cromatográficos subsecue.ntes, las frac

ciones reunidas fueron diaisladas extensivamente contra agua fría 

destilada usando el sistema de tubos "Spectra Por 3 11 y después, 

liofilizadas. 

El fraccionamiento inicial de saliva, se efectu6 por crmato

grafía de columna por el método "Sephodex G-20Q.". La saliva lio

folizada (430 mg) se disolvió en 40 mg ml- 1 en 6 mol 1-1 de guani

dina-HCl en 100 mmol 1-ltris-HCl, pH 7.5, y sujeta a la filtra

ci6n de gel a temperatura ambiente en una columna de Sephadex G-

200 (2.6 x 95 cm), que habla sido equilibrada con el mismo bufer 

de guanidina. 

Fracciones de seis mililitros fueron colectadas en un flu

jo a razón de 4 ml h- 1 y cuatro agrupaciones (A-D) fueron hechas, 

basadas en una absorbencia de 280 nm. 

Cistatinas acidicas y neutras fueron ~urificadas desde el 

grupo e modificando nuestros procedimientos previamente descri

tos (Shomers et al.,1982; Al-Hashimi et al •• 198~); la estateri

na fué preparada del grupo D. Todos estos pasos cromatogr~ficos 

fueron realizados a 6ºC. 

El grupo C (600 mg) fué suspendido en 50 ml de 5 mmol 1-1 

tris-HCl 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 1-ltris-HCl 

ante un pH 7.6. 
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La cista tiria neutra ftié .eludida_ utilizando_ un grad-ierite li

neal consistiendo erÍ 500 nil cada urío de 5·mmol)-~!:r'l;...:¡.¡cJ. -an~e -

un pHD:~:~és 1 d~ilav~;. con;\~t:ros;500 m1Sd~ .• ~ÚJ0Ó ~moC•1.;--\1 t~is~HCl 

~~:::¡::;;::G~;~:~g,~~f i~~tilii?l,~~)tJ~~t~l~~i~:~¡~:::::~ 
de 50-60 ml 11 2 i'_y-.l~-; ~i~~·f;;~XJ:~~i~'f!.~b'nitor~ados por absorben

cia a 280 _nm. 

Las cistatinas acidicas elu~idas en aproximadamente 0.4 mol 

1-1 NaCl, fueron separadas mas adelanie_por me~io de unij croma

tografía en una columna larga (1.5x_1:_2Q __ ~de celulosa DE-52 

usando un g~~diente lineal superficial de 1000 ml cada 100 mmol 

1-ltris-HCl p~ 7.6, y el mismo bufer conteniendo 0.2.~ol 1-1 NaCl. 

Fracciones de 7.2 ml se colectaron en un flujo a raz6n de 

15-20 ml h- 1 y monitoreados por medidas dp absorbencia a 280 nm. 

Se obtuvieron tres isoformos de cistatinas acídicas y su pu-' ,, . ' 

iifi~aci6n final ~e efectu6 a temperatura ambiente usando un sis-

tema "Jlharmacia FPLC" con columnas de intercambio de aniones Mono

Q HRS/St Aquí, las muestras (10 mg m1-l en 0.01 mol 1-ltris-HCl 

pH 8.0) e; un flujo a raz6n de 1 ml min-1 sobre 30 mi~. ¿~lumnas 

eluentes de monitorearon a 230 nm. 
\ 

Para la purificaci6n de estaterina, el grupo D (11 mg m1-l 

en 5 mmol l- 1 tris-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 acíclicas. 

Después de la diilisis y la liofolizaci6n, la estaterina se 

desaliniz6 aún mis usando Sephadex G-50 con 0.02 mol 1-l de icido 

acético. 

En caso necesario, una purificaci6n adicional de estaterina 

se efectuó por FPLC usando los gradientes empleados para las cis

tatinas acíclicas. 
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La pureza de las, preparaciones de c:Í.stiitíná:y e~t~,terina 

:~;:i;m~tf f t!~f t it~111r~jf~ltt~t{~t~~i!~;~~~1~~·t i~t;:~ 
:;,-~t¡:~~:~~~~:~;:l~~!,:~t~~l~li~~~~~¡:~i~'i:fü·~~.:·:::::: 

Los aminoáddos:._PTH resu.iJ:Ante.s '.~é i§entificaron mediante 

é:romatografía de fase reve·~.siia ¿,on un:arÍalizadbr PTH isocráti

co en línea. 

La cistatina (0.5-1.0 x lo-9 mol), disuelta en 20 x io-6 1 

de agua desionizada, se sec6 en un filtro de fibra de vidrio con 

ácido trifluoracético tratada y precondicionad~ con 3 x io-3.g 

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

El promedio de todo el rendimiento fué de 50-60% del total 

de proteína cargada con un ciclo repetitivo de rendimiento mayor 

a 93% sobre 35 ciclos. 

La presencia de fosfoserina en las regiones de terminal-N 

de cistatinas acíclicas, se determinó midiendo su conversión a 

etilcisteina (Meyer et el.,1987). Eito se realió por adición de 

1.0 x io-4 1 de mezcla reactiva consistiendo en 8.0 x io-5 1 de 

etanol, 6.5 x lo-5 1 de 5 mol 1-1 NaOH, 6.0 x io-5 1 de etane

tiol (J.T. Baker) y 4.o x 10-4 1 de agua de muestras disecadas 

(2 x 10-9 mol) en 1.0 x io-3 1 en ampolleta de reacción (Pierce 

Chemical Co. Rockford, IL) 

La mezcla se incubó por i h a 50°C en nitr6geno, y después 

se acidificó con 1.0 x io-5 1 de 1 mol i-1 de ácido acético. 

La presencia de etilcisteína-S se conf irm6 por la serie de 

terminal-N de la cistatina derivada, como se describió anterior

mente. 

El contenido total de fosfato de las cistatinas salivales 
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y estaterina, se determin6 por medio.de un esp~ctroscopio ~u¿le

ar-P de resonancia magnética, como el descrit6 por ~ogel y Brid

ger (1982) y Ramsubbu et al. (1991). 

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 absorci6n at6mica )Perkin Elmer 503) usando una columna 

intercambiadora de iones cati6nica "Dowex SOW-8 en forma de hi

dr6geno con titulación de los iones de hidr6geno intercambiados . ,. 
contra soluciones estandarizadas de hidr6xido de potasio. 

Las soluciones de fosfato de potasio dihidrogenado se ana

lizaron espectrosc6picamente con complejo de vanabdomolibdato 

(Tomson, Barone y Nancollas 1977) o mediante titulaci6n de hi

dr6xido de potasio. 

Las semillas de cristales de hidroxiapatita se prepararon 

como describi6pJohnsson et al. (1991). El área especifica de la 

superficie determinada por adsorci6n de nitr6geno BET (Brunauer7 

Emmett-Teller), fué 29.2 ± 0.3 m2g-l (30/70,N2/He Quantasorb, 

Quantachrome). 

El tamaño de las particulas de las semillas de cristal se 

encontraron mediante un microscopio de exploraci6n de elctrones 

(Cambridge S-908) para menos de 5.0 x io-7 m. La relaci6n molar 

de fosfato de calcio fué 1.65 ± 0.05. 

Los cristales se caracterizaron mediante rayos-X de difrac

ci6n de polvo (Nicolet/Nic con un aditamento Stoe usa~do un deL• 

tector de posición sensitiva en el modo de transmisi6n). 

En los experimentos de adsorci6n, cantidades conocidas de 

proteina disuelta se equilibraron por más de 4h en soluciones 

saturadas de hidroxiapatita a pH 7.4 y fuerza iónica de 0.15 mol 

1-1, usando 1.20 x 10-3g de cristales en tubos de policarbonato 

- 7 -



con l.00-2.00 x l.oc:-31 de solución; El mayor niímero de experimen

tos de adsoició~iS.ª hizo con lx10-3gde cristaiitos en lx10-31. 

Diferente~ cantid~desde hidroxiapatita• y diferentes volú-

::::}~:: Jt~:::fº:~r:~i:::!:;::::·:s p~::ª~:~::n~:~:r::~:~~mar que los 

Soluciones saturadas de .hi.droxiapatita. se. prepararon mezclan

do fosf~t6 de amonio y soluciones de nitrato de calcio en 0.5 

mol 1-1 de cloruro de sodio. El pH se mantuvo en 7.4 añadiendo 

ácido nítrico e hidróxido de potasio. 

Para evitar la degradación bacterial durante la equilibra

ción, todas las soluciones de proteínas se hicieron con 0.1%1,1,l 

de tricloro-2metilo-2propanol como parte del medio iónico. 

El timepo de incubación fué usualmente 4h a 37ºC. 

Los cristales resultantes se separaron de ,la solución de pro

teínas por centrifugación°a 250g por 10 mina temperatura ambien

te, lavados conuna solución saturada de hidroxiapatita y resus~ 

pendidos antes de usarse en los experimentos de cristalización. 

Las concentraciones iniciales y finales de proteína se mi

dieron mediante un análisis de aminoácidos (analizador de amino

ácidos Beckman 6300). 

En experimentos paralelos sin cristalitos, la adsorción por 

proteínas mediante susperficies de policarbonato resultó ser in

significante. 

Los experimentos de cristalización se realizaron mediante 

el método de composición constante en vasos de doble pared a 37ºC. 

Soluciones de 0.15 mol 1-1 de fuerRa iónica, 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 usualmente
0

4.00xlo-4 y ':z •. 40xlo-4 

mol 1-1, respectivamente, resultando una sobresaturaciónºrelati

va <r= 3.60, con respecto a la hidroxiapatita. 

- 8 -



Aquí, (1) 

' . ' . . 
y Ksp es el producto de solubilida,d d,<!! la ~patita. En la prepa-

ración final de una solución sobresatu;;.ada, el pH se elvevó a 

7.4 mediante la adición cuidadosa de solución de hidróxido de po

tasio. Experimentos de crecimiento se iniciaron mediante la adi

ción de lxlo-3 1 de suspensión conteniendo 5xl0-3 g de semillas 

de cristales sobre las cuales, las proteínas preparadas como se 

describió snteriormente, habían sido preadsorbidas. 

La proteína tomada de las semillas de los cristalitos se de

terminó mediante el an6lisis de la solución antes y despu6s de 

la adsorción. 

Despu6s de la adición de cristales a la solución sobresatu

rada, todas las concentraciones se mantuváeron constantes duran

te la mineralización mediante la adición controlada potencial'tn6-

tricamente de dos soluciones tituladas consistiendo de cloruro 

de calcio + cloruro de sodio y un fosfato de potasio + hidróxi-

do de potasio con una efectiva concentración titulada de hidroxia

pati ta de l.Oxl0-4 mol 1-1. 

Durante la mineralización, se retiraron muestras filtradas 

(Millipore 2.2xlo-7m) y analizadas con calcio y fosfato para con

firmar que la sobresaturación constante se mantuvo. 

Experimentos paralelos se realizaron en ausencia de proteí

na. Todas las reacciones se hicieron por triplicado con un 3% de 

reproducibilidad a ritmo de crecimiento medido. 
\ 
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11 RESULTADOS 11 

Las proteínas investigadas incluyeron t.res cistatinas y esta

terinas salivales teniendo las comp.osicipnes de .. a·minoácidos dadas 

en la tabla 1. 

La cista tina neutra, que es desigpada cistatina SA-I por Al

Hashimi et al. (1988), es idéntica en .co.mposición a la cista ti

na SN descrita por Isemura et al. (1986) y Saitoh et al. (1987, 

1988). Para eliminar la confisi6n, esta cistatina inactiva será 

referida aquí como cistatina SN. 

Las tres cistatinas más acídicas (S, Sl y S2), nombradas 

Cl-C3 por Shomers et al. (1982c), eran idénticas entre ellas en 

sus composiciones de aminoácidoas y secuencias de terminal-N y 

a aquellas de cistatina S (Tabla!) (Isemura et al., 1984c). 

De este modo, las diferencias en movilidad aniónica entre 

las tres cistatinas acídicas fué probablemente debido a los ni

veles variables de fosforilaci6n (Shomers et al., 1982c). 

La molécula más aniónica (Cistatina S2) se encuentra en can

tidades muy pequeñas en la saliva y por esto, no fué usada en es

te estudio. 

La derivación de la mayor cistatina acídica (cistatina Sl) 

con etanetiol y una serie de terminal-N subsecuente, indicó que 

la serina en la posición 3 era fosforilada. 

En contraste, otra cistatina acídica (cistatina S), no es 

menor en eliminación-~ de residuos de serina indicando que esta 

proteína no era fosforilada. 

Finalmente, cuando menos dos de las cistatinas acídicas re

presentan variantes de cistatina S, la cual difiere en su grado 

de fosforilaci6n y de esta forma se designan cistatina S (no fos

fato) y cistatina Sl (un fosfato). 

El residuo 16 de secuencia aminoácida de terminal-N de cis

tatina S y Sl, se encontró 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-
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tatina SN tiene Trp,Pro,Asp y Asn respectivamente (Al-Hashimi 

et al.,1988). 

Las cistatinas acidicas e inactivas tienen secuencias idén

ticas de aminoácidos éntre los residuos 17-35. La diferencia en 

aminoácidos con grupos laterales ·positivo.s y negativos entre las 

cistatinas y estaterinas, se muestran en la Taba l. 

Los datos de adsorción con hidroxiapatita de tres cistati

nas, son comparados con estaterina (Fig.l), la cual tiene dos 

résiduos de fosfoserina en las posiciones dos y tres. 

La adsorción Q(mol m-2), de las cistatinas y estaterina grlL 

fic~da como una función de la concentración de equilibrio c(mol 

1 -l), ·se muestran en la figura 1 y se expresan en térmftos del mo

delo de Langmuir (Kresak et al.,1977) 

C/Q = l/KN + C/N, (3) 

en la figura y la Tabla 2. 

En la ecuación (3), K es el coeficiente de afinidad (1 mol-1) 

y N es el número máximo de sitios de adsorción (mol m-2). 

Nuestro dato d' adsorción reportado tiene un SD de menos 

del 5%. 

La estaterina tiene un mucho más alto coeficiente de afini

dad y máxima adsorción que las cistatinas. La adsorción máxima 

de estaterina N(0.44xlo-6 mol m-2), es algo menor que el 0.49 

x10-6 publicado por Moreno et al. (1978); también, el coeficien

te de afinidad de ll.3xlo+5 lmol-1 fué menor que los valores re

portados anteriormente de 110xlo+5 y lllx10+S1 determinado en so

luciones de 0.05 mol 1-1 de concentración iónic~ (Moreno et al., 

1978; Hay y Moreno, 1979). 

Ante una concentración de equilibrio de l,OxlO-lmol 1-1, 

la estaterina mostró una adsorción de 0.4xl0-6mol m-2 , mientras 

que las cistatinas adsorbieron entre 0.10-0,15xl0-6mol m-2. 

Gs de interés que la cistatina inactiva SN mostró una ads

orción máxima más alta que las cistatinas S y Sl. 
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Los resul~ado~ de lós e~perimento~ de crecimiento y composi

ci6n constante se grafi¿a en la ~igura 3. 

La cistatina Al fué un inhibidot más efectivo que las cista

tinas S o SN, mientras que la inhibici6n de la estaterina fué de 

cerca de la mitad que la de las cistatinas. 

Ante la concentraci6n de la superficie de 7.0xl0-8 mol -2 
m ' 

la c;:;i.statina·Sl inhibi6 el crecimiento de cristal en un 95%, mien

tras que las cistatinas S y SN mostraron una inhibici6n del 85% 

y 79%, respectivamente. 

En esta concentraci6n de la superficie, el valor de la es

taterina fué de 40%. 

Interesantemente, e~ las superficies con concentraci6n en

tre 0.2 - 0.8xlo-8 mol m-2, todas las proteínas mostraron una 

inhibici6n menor de crecimiento de cristal, que en las concen

traciones de superficies más altas a en las concentraciones de 

superficies más bajas. 
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" DISCUSION " 

Diversos inhibidores de cisteína proteinizados, se detecta

ron en la saliva humana (Saitoh et al. ,1988). 

La presencia en la película esmaltada adquirida de al me

nos una de éstas, sugiere quepueden adsorberse a superficies es

maltadai)(Al-Hashimi y Levine 1989). 

Nosotros mostramos aquí que las cistatinas adsorbieron hi

droxiapatita con una adsorción máxima aproximadamente del 30-50% 

de la encontrada en la estaterina (Fig 1, Tabla 2). 

El número máximo, de sitios de adsorción, para las cistati

nas (Fig.l) era similar a aquella para la proteína 3 rica en pro

lina, una molécula con tamaño 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

teína 3 rica en prolina. 

Es de interés que la presencia de un residuo de fosfoseri

na en la cistatina acídica Sl no incrementó la adsorción máxima 

o el coeficiente de afinidad significativamente, comparada con 

la idéntica, mas no fosforilada, cistatina acídica S. 

Tampoco la cistatina inactiva SN mostró una diferencia sig

nifica ti va 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 distribución de residuos cargados parecen ser, por consi

guiente, tan importantes para determinar la conducta de adsorción 

como lo es la presencia de residuos de fosfoserina. 

Meyer y Nancollas (1973) sugirieron que la fuerte ligadura 

de difosfonatos e hidroxiapatita podría ser debido a la quelación 

de calcio superficial mediante grupos cargados negativamente en)'t' 

- 13 -



cercana proximidad entre ellos. 

Si tal ligadura ocurre, varios de.lo~ residuos cargados en 

los segmentos cargados de cistatdna~ ~od~íi~~articipar en liga

duras similares. 

Otros, han sugerido requeri~i~ntós est~reoquímicos simila

res para una proteína, que muestra uné ~uerte ligadura 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 adsorción máxima, así como la constante afinidad 

de estaterina, fueron considerablemente más altas que aquellas 

de las cistatinas. 

La más alta adsorción máxima de estaterina refleja las dife

rencias en tamaño de los dos grupos de proteínas. 

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 comparó con partes de igual tama

ño de proteína más larga. 

La mayoría de las moléculas de estaterina están en forma de 

rotación-~ o de espirales casuales (Tseng et al.,1987), que in

crementaron la posibilidad de cambios estructurales que pueden 

influir en la adsorción. 

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 iónica en nuestro estudio, 

y de este modo, decreciendo el coeficiente de afinidad. 

Por lo tanto, la intersepción del eje-y de nuestra adsor

ción Langmuir para la estaterina fué 1.0 'Fig.2) mientras que 

en el estudio de Moreno et al. ( 1978), la intercepción eje-y fué 

de cerca de 1/10 del valor mostrado en la Fig.2. 

A valores siilares de N, este resultaría en una diferencia 

de 10 veces en el valor de K. Una diferencia en la pendiente de 
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las gráficas> podFÍa; en con's;eciíericia, dar un ínuy' largo cambio 

en Ei1 valor derivado dé L_ 

>J ·: ;>~ -' . 

;una superficie 

de Y'¿'~i's'd1ización 

mite un.sitio ~ue ~ace la deserción menos 
< -.. 

probable. 

La fuerti inhibición de _crecimiento de cristales también su

giere que la deserción de las moléculas durante la cristalización 

es baja. 

Las moléculas más grandes de cistatina pueden también cu

brir sitios de las superficie más eficientemente que la estate

rina más pequeña, acrecentando de este modo la inhibición de cre

cimiento de cristal. 

Encontramos una inhibición creciente con carga de proteínas, 

con la cistatina Sl de contenido de fosfoserina siendo la más ac

tiva. Esto puede sugerir un mejor ligamiento en la superficie, 

pero la carga más alta podría también disminuir la posibilidad 

de deserción. 

La mayor inhibición de las cistatinas como se compara con 

aquella de estaterina, indica que las partes más 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 inhibición de crecimiento de cris

tal se observó para todas las proteínas a muy bajas concentracid

nes superficiales. 

A 0.2-0.Sxl0-8 mol m-2, las propiedades inhibidoras fueron 

realmente menores que en las concentraciones de la superficie 

de O.l-0.2xlo-8 mol m-2 (Fig.3). Ante concentraciones arriba de 

O.Sxlo-Bmol m-2, la inhibición fué más alta nuevamente. 
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Este ·fenózneno nd¡rnE!de ;ser explicáclo ;~i~-pl~iliellt:e comparan-

::: ::::~ifüfü!tt~~~~ti~í~rn~t~;t!t~i iit~lir~'.1!~:f~~;~:=:::-
. ., ..... 

pr º t:el ná\ : I? u e'ci e s ~ r. e a~b i é n exc c
0

· ·n1cu ie·:n?ªt····,r;-a.:c·~·.1°;~º;'.qn' u.·:·E!···' .•.•. t r.9<l r .. ··.~·ª n . mo s t r ª r un 
efecto .de),irecimien to con ia . -· 

µna posible explicación podrÍa ser Ú1';h~ci~-a~ión de hidro-
- · .. ; ._,: .. ,.· .. "". · .. · 

xiapatita inducida a las superficies de yroteíiúi 'a-dsorbida en los 

cristal~tos. Campbelly Nancollas (199l);E!ncontraron que esas pro

teínas adsorbidas en una superficie puede~ actuar como sitios 

de nucleación para precipitación de fosfato de calcio. Tal nu

cleación, podría probablemente, aumentar con las cantidades de 

proteína adsorbida, pero la proporción de tal crecimiento es, de 

cualquier manera, considerablemente menor que aquella de hidroxia

patita sembrada perteneciendo a una mucho menos área de superfi

cie disponible. 

Consecuentemente, la inhibición debido a la presencia de u

na proteína podría resultar en una disminución del ritmo de cre

cimiento global que podría exceder en valor el incremento anti

cipado debido a la nucleación. 

La nucleación podría, por consiguiente, ser detectada en un 

estudio de cristalización sólo como un grado un poco más bajo de 

inhibición comparado en condiciones donde no ocurrió nucleación. 

Si la nucleación es dependiente de la concentración de la 

superficie de la protefna, discontinuidades en el grado de inhi

bición podrían esperarse como estos cambios, ofreciendo una po

sible explicación para el ritmo de excursión observado en la re

gión 0.2-0.Bxl0-8 mol m~2. 

Esto, debe indicarsinembargo, que nuestros descubrimientos 

no demuestran conclusivamente nucleación en las películas de pro

teínas adsorbidas. 

- 16 -



La participación en el proc~sd'.deiat{;oi'.C:Í:éi~ d"ei los residuos 

::::·:~::, ·:. '::,:::::' .::. ':::~·:1i:~1:~::~;,~~~~~!~~~:,f ~:,::~ 
1987; Bennik et al., 1979)/ '.; {/~ , .:~.·i1J;' f~'. :\:'.·'.'. ¡.: ·••• . 

La presencia de segmentos con tinii. c~í::g~JJ.'.~X.~i3 _ ~uge.,. 
rir dominios de ligaduras similares en las ¿':i.;,fii. ·•• .. 'fy,estb, es 

:: :: : '..::.:o: .• : o::::, g:::' 1: .. : :: : : :: : : :t~~:;f ¡·~f '~" '. '«•-
' '' .'~ ·;: 

La presencia de esos dominios, puede 'i:a''mbi'én·h:ésultar en mo

léculas que tienen un grado bajo de desorc'.rót1: clil~allté los expe

rimentos de crecimiento. 

Además, las más baja afinidad de las cistatinas, sugiere 

que estos ligamentos dominen menos específicamente que aquellos 

de moléculas de estaterina. 
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