Especial: Investigacion basica en caries dental

Glucosiltransferasas:
Su importancia en el
desarrollo de la caries

Glucosyltransferases: their role in cariogenesis

Silvia Barrientos Sanchez*

Univ Odontol 2004 Jun-Dic; 24(54-55):132-136

RESUMEN AREAS TEMATICAS

La caries dental es una enfermedad Microbiologia oral, cariologia
ampliamente estudiada que se encuen-

tra dl.rectamente relacionada con la pre- ABSTRACT

senciade Streptococcus mutans , cuyos

factores de virulencia mas relevantes Dental caries is a well-studied
son la proteina de adhesién (PAc) y las disease. The cariogenic process is
glucosiltransferasas (GTF). Estas (Ulti- mainly related to Streptococcus
mas son enzimas mediadoras de la mutans, a microorganism that has two
produccion de glucanos, que permiten relevant virulence factors: the surface
la cohesién y maduracion de la protein antigen (PAc) and the
biopelicula dentobacteriana. Dado elim- glucosyltransferases (GTFs). GTFs are
portante papel que estas enzimas tie- enzymes that catalyze production of
nen actualmente como posible agente glucans, relevant in the cohesion and
de una vacuna contra la enfermedad, growing of dental biofilm. The research

este articulo busca revisar los aspec-
tos de mayor relevancia que permitan
comprender la estructura y funcion de
estas proteinas.

of a vaccine against dental caries has
focused on GTFs as one of those
possible agents. In this paper, function
and structure of GTFs are described.
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INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad in-
fecciosa, cronica y transmisible, que
destruye los tejidos duros del diente por
los acidos producto de la fermentacion
de carbohidratos derivados del meta-
bolismo bacteriano. Los microorga-
nismos se adhieren al diente, se
agregan en la superficie dental y pro-
ducen metabolitos que a su vez degra-
dan la parte organica y la fraccion
inorganica del esmalte. Desde el siglo
XIX, se ha relacionado la dieta con la
evolucion de la enfermedad, y con base
en los principios generales de infeccién
dados por Pasteur y Koch, se inici6 el
analisis del factor microbiano en la ca-
ries. Los primeros estudios en primates
indicaron la asociacion directa con dos
microorganismos: S. mutans 'y
Lactobacilo. Durante los afos treinta,
se consideré que definitivamente es
este Ultimo el principal agente causal
de la caries, y se le vio como un posi-
ble vacunégeno. En los afios sesenta,
se retomé al estreptococo como el
mediador microbiolégico mas impor-
tante en la etiologia de la patologia,
gracias al desarrollo de modelos ani-
males o6ptimos, técnicas de aislamien-
to de proteinas e identificacion de
inmunoglobulinas en saliva. Crisley
identificé enzimas importantes en el
metabolismo bacteriano, como las
dextransacarasas, mas tarde llamadas
glucosiltransferasas (GTF), con lo que
se dio comienzo a la investigacion acer-
ca de los factores de virulencia de S.
mutans, abriendo la posibilidad de la
vacuna contra la caries. * Inicialmente,
se describieron dos clases de GTF, una
que permitia la formacién de glucanos
insolubles GTF B y otra que formaba
glucanos solubles GTF D; en la actua-
lidad se reconoce una tercera enzima,
GTF C, que sintetiza ambas clases de
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glucanos, asumiéndose que la accion
conjunta de las tres enzimas es nece-
saria para la maxima actividad
cariogénica. Por otra parte, estas
enzimas han sido reconocidas en va-
rias especies de estreptococos como
S. sanguis, S. sobrinus, S. downei y S.
mutans, siendo las de este Ultimo las
mas estudiadas por estar relacionadas
directamente con la iniciacién del pro-
ceso cariogénico.

Dentro de sus procesos
metabdlicos, S. mutans forma, a partir
de sacarosa y glucosa, y con la ayuda
de las GTF, glucanos que son
polisacéaridos de la glucosa con enla-
ces al,6 (o dextranos) y al,3 (también
[lamados mutanos). Su estructura
bioquimica les confiere la capacidad de
ser solubles a los primeros e insolubles
a los segundos. Esta propiedad permi-
te que la bacteria se agregue y se ad-
hiera, formando la placa dental que, a
medida que va progresando, se va ha-
ciendo mas patogénica y menos sus-
ceptible al ataque por los agentes
externos. 2

ANATOMIA FUNCIONAL DE LAS GTF

Las GTF son proteinas de gran tama-
flo que se encuentran, bien unidas a la
membrana bacteriana o bien en el me-
dio extracelular. Pertenecen la familia
de las llamadas (B/a) 8 barrel similares
a las alfamilasas. Cada proteina tiene
una region catalitica asociada al car-
bono N terminal SDB y en el extremo C
terminal se encuentra la GPD o domi-
nio de unién a glucanos. 2°

Se encuentran tres tipos de GTF: 1)
GTF | 0 B, que es la que desdobla los
azlcares para producir glucanos inso-
lubles; estd compuesta por 1424
aminoacidos, tiene un peso molecular
de 148 KDa, un punto isoeléctrico de
6.4 y un pH 6ptimo de 6.0. 2) GTF IS o
C, que produce tanto glucanos insolu-
bles como solubles y fructuosa libre;
tiene 1375 aminoacidos, 5.1 de punto

isoeléctrico y un pH Optimo de 6.5. 3)
GTF S o D, que solamente produce
glucanos solubles; tiene 1430
aminoacidos, un punto isoeléctrico de
6.5 y un pH 6ptimo de 5.5.

Son proteinas que pueden catalizar
la reaccion para el metabolismo de la
sacarosa y unirse a los glucanos. La
primera capacidad se encuentra en el
dominio SDB asociado al grupo N ter-
minal, mientras que la habilidad de
union al glucano esta en el otro domi-
nio, el grupo C terminal de la enzima. ®
Estas enzimas tienen secuencias de
aminoacidos homologas hasta en un
75%, y la diferencia entre ellas radica
en varios aminoacidos que le confieren
a cada una actividad distinta por su
conformacioén espacial y quimica. La
actividad catalitica, es decir, la de la
region SBD, no esta claramente diluci-
dada desde el punto de vista funcional,
aungue su secuencia es conocida; los
estudios moleculares evidencian que la
presencia de aminoacidos como Asp
413, Asp 451 o Hist 561 y Trip 491, en
los residuos 446-454, es esencial para
que la reaccion enzimatica se produz-
ca, ya que alguno de éstos actlia como
donador de protones, estando en de-
terminada conformacién espacial. Asi,
la enzima cliva la sacarosa incorporan-
do un grupo glucosil en los polimeros
cortos de glucosa con enlaces al,3
0 al,6. &7 Se han identificado regio-
nes conservadas de 19 aminodcidos
en las GTF B y C, que son
funcionalmente importantes para la
actividad enzimatica y la adherencia,
donde Asp 411 es vital para estas fun-
ciones; anticuerpos dirigidos contra
esta secuencia reducen la actividad
cariogénica de las cepas. Las observa-
ciones de Smith y colaboradores evi-
dencian la existencia de subdominios
cataliticos con contenidos de glutamato
y triptofano o aspartato e histidina, que
estan involucrados en la actividad
catalitica de las GTF. Ademas, estas
secuencias tienen epitopes antigénicos
importantes, ya que pueden producir

repuestas inmunes capaces de interfe-
rir en la sintesis de glucanos. Mientras
se conserve en las preparaciones
antigénicas la region N terminal, que es
la funcionalmente activa, se mantiene
la capacidad de adhesion del microor-
ganismo. "8

El dominio C terminal de las GTF
es el responsable de la unién a los
glucanos y esta compuesto por una
serie de seis secuencias repetitivas de
aproximadamente 65 aminoéacidos del
1096-1475, que han sido clasificadas
en cuatro distintas clases segln su
similitud, lo que parece tener importan-
cia desde el punto de vista funcional y
es posible que éstos se constituyan en
epitopes antigénicos claves en el con-
trol inmunolégico de S. mutans. 38 Tam-
bién se habla de una region poco
examinada de los amino4cidos 1176-
1194, que puede ser lo que Eto y cola-
boradores denominan un péptido de
autoinhibicién, que actda inutilizando la
enzima por una accion bifasica de pro-
teina a proteina. 2

Los estudios fisicoquimicos
muestran que son proteinas
enziméticamente activas en estado de
adsorcion y la naturaleza de sus pro-
ductos puede influir en la adherencia a
una pelicula experimental. ® Su diferen-
te conformacién en estados de solucion
le confiere otras caracteristicas a los
glucanos que sintetiza. Inclusive se
explica que un anticuerpo dirigido con-
tra una GTF en solucién podria no ac-
tuar de la misma forma si la enzima
esta en estado de adsorcion, ya que
no dejaria al descubierto los mismos
epitopes conformacionales. Estd com-
probado que las condiciones de pH y
temperatura influyen notablemente en
la mayor o menor actividad de las
enzimas; asi, el pH 6ptimo de activi-
dad esta entre 5.5 y 6.5, mientras que
la temperatura de 40°C da la mayor
eficacia, y al reducir la temperatura a
20°C se disminuye la actividad
enzimatica. ©
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La pelicula salival contiene varias
proteinas y glicoproteinas que pueden
interactuar las unas con las otras. *° Los
experimentos de Vacca muestran cémo
se da la interaccion de la alfamilasa con
las GTF, tanto en solucion como en
superficies de hidroxiapatita. La amilasa
es una enzima salival que permite la
catalisis del almidon y el glucégeno por
rompimiento de los enlaces
glicosidicos, permitiendo la liberacion
de maltosa y maltodextrinas. En pre-
sencia de glucosiltransferasas, éstas
estan inhibidas especialmente por la
GTF D; dichas interacciones pueden
influir en la formacion de placa
bacteriana y por ende en la patogénesis
de la caries.

GENETICA

Genéticamente, la GTF D se codifica
en el gen gtf D mientras que GTF B y
GTF C codifican en los genes gtf By
gtf C respectivamente; su tamafio es
de 4.2-4.4 Kb. 12 Estos dos ultimos se
transcriben gracias a la accién de un
solo promotor, mientras que el gen gtf
D es independiente. ® Munro y colabo-
radores describen como cada uno de
los genes gtf By gtf C son importantes
en la colonizacion de superficies duras
in vitro. Un mutante defectuoso en al-
guno de estos genes, como el V403,
muestra que se reduce en un 20-30%
la capacidad cariogénica de la cepa,
mientras que un mutante de gtf D tiene
mucha menos incidencia en esta ca-
pacidad de adherencia y por tanto se
piensa que su actividad en la enferme-
dad no es tan importante. 3

La regulacion genética para la trans-
cripcion de los factores de virulencia
de S mutans responde a la necesidad
de mantenerse en un medio que varia
constantemente sus condiciones
fisicoquimicas. Taubman y Wexler han
encontrado varios factores reguladores
en la transcripcién de estos genes, con-
cluyendo que ésta es complicada y que
se da en respuesta a multiples facto-
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res ambientales, entre los que se in-
cluyen el patrén de ingesta de comi-
das, las fuerzas mecanicas, el pH del
medio oral, la presencia de defensas
del huésped, y la cantidad y composi-
cion de los azucares ingeridos, que se
convierten en sefiales moderadoras de
los regulones que afectan la transcrip-
cion, translacion y secrecion de las
enzimas, determinando asi lo que
Wexler llama plasticidad fenotipica.

Existe un polimorfismo genético
entre las distintas cepas de
Estreptococo mutans de distintos
serotipos, segun los analisis por
endonucleasas de restriccion. Esto sig-
nifica que la enzima esta codificada por
secuencias genéticas distintas, pero
que su producto final tiene la misma
funcion. Los que presentan mayores
grados de similitud en este sentido son
los serotipos c y e de S. mutans. Inclu-
sive, el serotipo ¢ presenta rangos de
polimorfismo genético para estas se-
cuencias gendmicas que codifican las
GTF, lo que hace mas complejo el es-
tudio del fenotipo de este microorganis-
mo. 15-18

INMUNOLOGIA

Dada su estructura proteica, es de es-
perarse que las GTF se comporten
como antigenos ante los cuales exista
una respuesta inmune. %! Existen po-
cos estudios sobre la respuesta inmu-
ne humoral y celular en individuos
naturalmente sensibilizados. Chia y
colaboradores construyeron péptidos
sintéticos con fracciones de GTF y
observaron que en individuos libres de
caries existia una actividad mayor de
anticuerpos de IgA contra estos
péptidos, lo que sugiere que si existe
una respuesta inmune protectora en
pacientes naturalmente sensibiliza-
dos. 22 Los anticuerpos policlonales
especificamente dirigidos contra las
GTF inhiben la acumulacion de S.
mutans in vivo e in vitro. ?° 2% Inicial-
mente, se probd hacer una vacuna con

toda la proteina pero estos intentos se
dejaron de lado por cuanto los
anticuerpos inducidos no lograban la
Optima respuesta y se corria el riesgo
de tener reacciones cruzadas con pro-
teinas cardiacas. '° Entonces se de-
terminaron las secuencias de
aminoécidos de las enzimas que se
comportan como epitopes B y T, bus-
cando la posibilidad que puedan ser la
base para una vacuna. La construccion
de péptidos sintéticos derivados de
secuencias conocidas de las GTF que
tienen alta homologia, y la vacunacién
con dichos péptidos induce una res-
puesta de IgA-s e IgG en animales de
experimentacion, especialmente a la
cadena proteica que se pega al glucano
gue se conoce como GLU y que sirve
como adhesina. 2° Con la respuesta in-
mune dada por estos péptidos, se ha
logrado reducir la cariogenicidad de las
cepas, pero nunca a niveles del 100%.
Los anticuerpos producidos van a blo-
quear sitios especificos de la enzima,
lo que disminuye su actividad. Los
anticuerpos monoclonales que se pre-
paran contra una enzima especifica de
especie, e inclusive de cepa, reaccio-
nan con sus homoélogos, aunque los
resultados sugieren que puede existir
reaccion cruzada con otras GTF pro-
ducidas por otras cepas. %

Jespersgaard y colaboradores
(1999) reportaron la clonacion, expre-
sién y caracterizacion de las regiones
CAT del dominio catalitico y GLU de
GTF B, representadas en los
aminoacidos 253-628 y 1183-1473 res-
pectivamente, regiones contra las cua-
les se generaron anticuerpos en
conejos. * Estos anticuerpos evidencian
una actividad estadisticamente signifi-
cativa en la inhibicion de la produccién
de glucanos insolubles de las cepas de
S. mutans. Posteriormente, colocaron
los antigenos CAT y GLU por via
intranasal, encontrando una respuesta
inmune con IgG en suero e IgA especi-
fica en saliva, suero, secreciones
vaginales y heces. Esto muestra la
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posibilidad de inducir una respuesta in-
mune, tanto sistémica como local, con
estos dos polipéptidos.

IMPLICACIONES CLINICAS

La importancia de las GTF en la caries
no se pone en duda, hoy por hoy. Ade-
mas de los estudios sobre su estructu-
ra, funcidn, regulacion y aplicacién
como posible vacunégeno se ensaya
la forma de controlarla, no sélo a tra-
vés de la respuesta inmune, sino por
otros medios fisicoquimicos.

La produccion de GTF en
especimenes clinicos ha sido poco
estudiada. Alaluusua y colaboradores
(1997) hacen el aislamiento de 44 ce-
pas de Streptococcus mutans de ma-
dres e hijos buscando una relacion entre
la produccion y la caries dental; anali-
zaron el ribotipo de los estreptococos
de madres e hijos y, al encontrar que
existe concordancia de ribotipos entre
madres e hijos, suponen una relacion
vertical de transmision. En cuanto a la
produccion de GTF, ésta es variable y
que hay una baja produccion de GTF C
sobre todo en los especimenes obteni-
dos de los pacientes libres de caries.
También Mattos y colaboradores han
mostrado una alta asociacién entre la
expresion y actividad enzimatica de la
GTF By la presencia de caries dental,
encontraron que existe una relacién di-
recta entre su produccién y el fenéme-
no cariogénico en nifios brasilefios. 2°
Al colocar un disco de hidroxilapatita
en la cavidad oral se muestra que hay
actividad de las GTF desde los prime-
ros 30 segundos y hasta 20 minutos
después. Esto significa que en la cavi-
dad oral estas enzimas pueden tener
una actividad constante, aun después
de técnicas de higiene oral que hagan
un barrido de la biopelicula dental y por
tanto su control es esencial para evitar
la recolonizaciéon microbiana. °

Por otra parte, Devulapalle y cola-
boradores (2000) comprueban cémo la

presencia de iones metélicos como el
hierro o el cobre inactivan la enzima,
reduciendo la caries dental por la via
de la reaccion de Fenton, por una mo-
dificacion oxidativa en los amino4cidos
esenciales para la actividad. * Se ha
visto que los detergentes no anionicos,
como el Tween 20, no ejercen ningun
efecto sobre la GTF o su actividad,
mientras que aquellos i6nicos, como la
clorhexidina o el peroxido de hidroge-
no, cambian la conformacion bioquimica
de la GTF y por tanto si pueden ser
considerados clinicamente como
efectivos en el control de la placa
bacteriana. 26 Asimismo, se han proba-
do distintos agentes que puedan redu-
cir la actividad de las GTF, tanto en
estado de solucion como en estado de
adsorcion, observando que productos
como iones, hipoclorito y perborato pue-
den ejercer un control en estado de
solucion pero en estado de adsorcion,
como se encuentra en la biopelicula,
se disminuye la capacidad de control.
La presencia de azucares como xilitol
0 sorbitol tampoco tiene influencia so-
bre su actividad enzimatica. ¥

CONCLUSION

De esta forma, se puede ver que el
estudio de las GTF de los distintos
microorganismos, en este caso de S.
mutans, se constituye en uno de los
frentes de investigacién en busca de
un elemento antigénico sobre el cual
se pueda desarrollar una vacuna con-
tra la caries dental. También podria pen-
sarse en el control genético o biologico
de la proteina, de manera que sélo se
neutralice este factor de virulencia, sin
eliminar el microorganismo, que forma
parte del ecosistema oral del humano,
ya que su supresion conduciria proba-
blemente a la proliferacion de
microorganismos con distintos grados
de patogenicidad. A pesar de los gran-
des avances que se han hecho sobre
este tema, aun quedan preguntas im-
portantes por resolver como por qué
individuos expuestos en forma natural

a la proteina hacen caries dental si su
sistema inmune es efectivo, o si los
individuos sin caries tienen algin me-
canismo de control inmunoldgico o no
de la actividad de la enzima, o si exis-
ten cepas clinicas de S. mutans que
no la produzcan, cuales son sus me-
canismos exactos de control. La reso-
lucién de estas inquietudes llevaria
probablemente a solucionar uno de los
problemas mas grandes de la salud
publica en la actualidad: la caries den-
tal.
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