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RESUMEN

Streptococcus mutans (S. mutans) es el mas cariogé-
nico de todos los estreptococos orales. S. mutans es
capaz de colonizar la superficie del diente y producir
grandes cantidades de polisacaridos (DEXTRAN )
adhesivo del biofilm a la superficie. Este microorga-
nismo metaboliza varias glico proteinas salivales,
siendo asi responsable de la etapa inicial de las lesio-
nes de caries y la formacion de biopeliculas orales.

Palabras claves: Streptococcus mutans - placa
dental - bisfosfonato - pamidronato - olpadronato -
etidronato.

INTRODUCCION

Hoy en dia, los bisfosfonatos son compuestos amplia-
mente utilizados para el diagnéstico y tratamiento
de una variedad de enfermedades éseas. Los bisfos-
fonatos se sintetizaron por primera vez hace un siglo
por Von Baeyer y Hoffmann en 1897. Sin embargo,
su uso comercial es relativamente reciente y data de
1960, cuando Blazer y Obras informé su uso en solu-
ciones detergentes como agentes quelantes de calcio
y magnesio. A principios de la década de 1960, el es-
tudio de los mecanismos de accion de los diferentes
compuestossobre la caries dental, Procter & Gamble
(P & G) observaron la afinidad de los bifosfonatos
para superficies de cristal de hidroxiapatita. Sobre la
base de este hallazgo y el clave apoyo académico, P &
G continud sus investigaciones con estos compues-
tos y prob¢ etidronato disoédico en salud oral. Debi-
do a sus propiedades quelantes de calcio, etidronato
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disédico demostro ser muy eficaz en la eliminacién
de depdsitos de carbonato de calcio (caculus dental).
En 1968, las investigaciones dieron como resultado
la incorporacion de etidronato disédico a las pastas
dentales, siendo este el primer uso registrado de los
bifosfonatos para uso dental.

OBJETIVO

Para evaluar la actividad in vitro de tres bisfosfona-
tos (olpadronato, pamidronato y el etidronato) contra
dos bacterias con accion en el biofilm: Streptococ-
cus mutans y Actinobacillus actinomycetemcomi-
tans. Streptococcus mutans (S. mutans) es una bacte-
ria que se encuentra comunmente en la biopelicula
dental que produce sustancia dextran, que da la ad-
herencia a la superficie dental.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas

En este estudio se utilizé: una cepa de Streptococcus
mutans, una bacteria en forma de cocos gram-po-
sitivo-responsable de la etapa inicial de lesiones de
caries, y una cepa de Actinobacillus actinomycete-
mcomitans, un baccilus aerobios Gram-negativa aso-
ciada con la enfermedad periodontal. Ambas cepas
se aislaron de la coleccién de cepas de laboratorio y
se almaceno almacenaron a -70°C. Las dos cepas se
cultivaron en agar sangre de oveja y agar chocolate,
respectivamente.

Soluciones de bisfosfonato

Tres soluciones acuosas. 6% se prepararon con cada
bisfosfonato: olpadronato (pH 4), etidronato (pH 5) y
pamidronato (pH 8,1). Estas soluciones madre se di-
luyeron adicionalmente con agua o en un medio de
cultivo celular para producir 3% y 1,5% de soluciones
parala prueba de difusién en agar y el analisis de su-
pervivencia, respectivamente.

Meétodo para evaluar la accién inhibitoria: método de
difusion.

Medio de cultivo celular: Mueller Hinton agar sangre
de oveja y agar chocolate.

Inéculo: La suspensioén bacteriana se ajusté a una
turbidez de o,5 escala de McFarland (aproximada-
mente 1.5x108 UFC / ml).

Procedimiento

Cada placa de Petri (9 cm de didmetro) se inoculd con
cada suspensioén bacteriana de S. mutans cultivadas
en agar de sangre de oveja y A. actinomycetemcomi-
tans cultivada en agar chocolate. Dos agujeros fueron
hechos en cada placa de agar (cada agujero tenia de
6 mm de diametro y 4 mm de profundidad). Los agu-
jeros se llenaron a continuacion con 8o 1 de cada 3%
y la solucién de bisfosfonato 1,5%. De incubacion: Las

placas se incubaron durante 48 h a 37° C, en atmosfe-
ra aerobia enriquecida con CO2. Lectura: Las lecturas
se hicieron visualmente, la medicién de los diame-
tros de las zonas de inhibicién, utilizando un calibra-
dor con una precision de + 0,5 mm.

Meétodo para evaluar la accion bactericida y bacte-
riostatica: Analisis de supervivencia.

Medio de cultivo celular: BHI (infusién de cerebro y
corazoén) agar.

Indculo: suspension bacteriana de aproximadamen-
te 1x106 CFU / mL.

Procedimiento: La suspension bacteriana se incorpo-
16 a los 3% y 1,5% de soluciones de bisfosfonato, pre-
viamente preparados en medios de cultivo de células
para alcanzar una concentracién final de aproxima-
damente 1x106 UFC / mlL. Este procedimiento se re-
pitidé para cada microorganismo ensayado.Un con-
trol de cada microorganismo se preparo de la misma
manera (volumen final del tubo 5 ml). Resultados: Los
resultados se expresan como la media + SD del loga-
ritmo (base 10) de unidades formadoras de colonias
(UFC) en diferentes momentos, para cada solucién.
Definicion de actividad bactericida: actividad bacte-
ricida se define como un fil 3 logio CFU / ml, dismi-
nucién en el recuento de colonias del inéculo inicial
y actividad bacteriostatica se definié como una ffi 2
logio CFU / mL, en el recuento de colonias del indculo
inicial.

RESULTADOS

Valuacion de la actividad inhibidora

Los diametros de la zona de inhibiciéon para cada
cepa por duplicado en mm (expresados como media
y desviacion estandar) se muestran en la Tabla 1. Dia-
metros de zona Tabla 1: Inhibicién (mm) alrededor de
3 bifosfonatos a dos concentraciones diferentes para
cada cepa. Los datos se expresan como media y SD.

TABLA 1
Bisphosphonates (Mean and SD in mm)

Microorganisms/concentrations Olpadronate Etidronate Pamidronate

Mean | SD Mean | SD Mean | SD
Streptococcus mutans
Solution 3% 6.0 0.0 6.0 0.0 6.0 0.0
Solution 1.5% 6.0 0.0 6.0 0.0 6.0 0.0
Actinobacillus actinomycetemcomitans
Solution 3% 19.5 0.7 6.5 0.7 6.0 0.0
Solution 1.5% 15.5 07 6.0 0.0 6.0 0.0
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Evaluacion de la bactericial
y actividad bacteriostdtica

Los recuentos de colonias (logio CFU / mL), expresa-

dos como valores medios + SD alas 8 y 24 horas para
cada concentraciéon de bisfosfonato, se muestran

Survival of S. mutans against Olpadronate
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GRAFICO 1: sobrevida del mutans contra olpadronato.

Survival of S. mutans against Pamidronate
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GRAFICO 3: sobrevida del mutans contra pamidronato.

en la Tabla 2. Estos resultados se representan en las
Figuras 1 a 6. Tabla 2: Actividad de 3 bifosfonatos:
olpadronato (OLP), etidronato (ETI) y pamidronato
(PAM) contra S. mutans y A. actinomycetemcomi-
tans. Los datos se expresan como media + desvia-
cion estandar.

Survival of S. mutans against Etidronate
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GRAFICO 2: sobrevida del mutans contra etidronato.

Survival of A. actinomycetemcomitans
against Olpadronate
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GRAFICO 4: sobrevida del actinomicetans contra olpadronato.
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Survival of A. actinomycetemcomitans
against Etidronate
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GRAFICO 5: sobrevida del actinomicetans contra etidronato.

Survival of A. actinomycetemcomitans
against Pamidronate
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GRAFICO 6: sobrevida del actinomicetans contra pamidronato

TABLA 2

Microorganisms Colony counts (log CFU/mL) after o, 8 and 24 hours of incubation
Streptococcus mutans @ i 20

(mean+SD) (mean+SD) (mean+SD)
Inocule + OLP 3% 6.82+1.28 6.90+2.05 5.51+0.39
Inocule + OLP 1.5% 6.82+1.28 6.93+2.07 6.24+0.55
Inocule + ETI 3% 6.82+1.28 6.70+2.02 5.32+0.03
Inocule + ETI 1.5% 6.82+1.28 6.93+2.07 6.35+0.64
Inocule + PAM 3% 7.0640.08 7.20+1.16 6.48+0.34
Inocule + PAM 1.5% 7.06+0.08 7.18+1.02 6.90+0.21
Actinobacillus actinomycetemcomitans (megnhiSD) (megrg_-SD) (mezai};SD)
Inocule + OLP 3% 6.18+0.21 2.00+0.00 2.00£0.00
Inocule + OLP 1.5% 6.18+0.21 3.11+0.05 2.00£0.00
Inocule + ETI 3% 6.18+0.21 2.00£0.00 2.00+0.00
Inocule + ETI 1.5% 6.18+0.21 2.70£0.12 2.00+0.00
Inocule + PAM 3% 7.20+0.07 3.45+0.32 2.00£0.00
Inocule + PAM 1.5% 7.20%0.07 4.78+0.12 2.00+0.00

DISCUSION

En este trabajo queda demostrado que los bisfosfo-
natos etidronato, pamidronate y olpadronate inhi-
ben el desarrollo y crecimiento sobre el Streptococ-
cus mutans en concentraciones que remedan las que
se pueden hallar en la cavidad oral luego de la admi-

nistracion de dosis clinicas utiles de estos compues-
tos. En efecto los estudios de Montangero Degrossi
et al muestran, con la utilizaciéon de pamidronato y
olpadronato marcados con Tc ggm, la presencia de
actividad en la cavidad bucal durante los primeros
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minutos ylas horas siguientes a la administracion de
los compuestos. La misma decae luego de unas ho-
ras para desaparecer por completo luego de 24 horas;
quedando adherido a la caries dental. Es decir, se pue-
de especular con un efecto antibacteriano transitorio
en esa localizacion.

Ademas, otros trabajos de nuestro grupo muestran
que la ingesta de bisfosfonatos en pacientes sanos
o con osteoporosis presentan eliminacién por saliva.
Cuando los bisfosfonatos se encuentran secretados
en la saliva, rapidamente se fijan a los cristales de
apatita de esmalte dentina y cemento, en mayor can-
tidad sobre los cristales rotos, los procesos cariosos,
abrasiones, atriciones, etc. También, en estudios cli-
nicos ensayados con alendronato, otro bisfosfonato
que contiene nitrégeno y que fue administrado en
forma diaria o semanal durante 6 a 12 meses (20-22),
los autores observaron que los pacientes no presen-
taron problemas de caries ni enfermedad. Si bien los
ensayos no estaban disenados para cuantificar ese
tipo de observacién, la misma merece verificarse en
estudios ad-hoc.

La accién sobre el S. mutans es bacteriostatica, mien-
tras que sobre otras bacterias integrantes del biofilm,
ejercen una accion bactericida. Con el accionar de
estos bisfosfonatos sobre las bacterias del biofilm
este perderia el potencial agresivo sobre los tejidos
dentarios y muco-gingivales. El mecanismo de accién
anti-bacteriano no ha sido un motivo de este estu-
dio, pero los bisfosfonatos conservan las propiedades
“detergentes” del compuesto original y ella podria
ser una explicacion. En efecto, no solo bacterias pero
otros agentes infecciosos como tripanosomas y el E
granulosus (chagas) han mostrado susceptibilidad a
la exposicion de estos compuesto.

En 1995 se introdujo el uso de algunos bisfosfonatos
en el manejo de las metastasis éseas de tumores s6-
lidos y del mieloma. Los efectos secundarios a su uso
son infrecuentes, no obstante se ha descripto a nivel
internacional, principalmente luego del 2003 la apa-
ricion ocasional de osteo-necrosis avascular de los
hueso maxilares. Estos son definitivamente frecuen-
tes en los pacientes tratados con el acido zolendro-
nato y pamidronato por via intravenosa y en forma
prolongada (mas de dos afios), aumentando el riesgo
cuando no existe una correcta higiene bucal. En estos
pacientes no parece existir un efecto profilactico de
los bisfosfonatos administrados sistémicamente so-
bre las condiciones higiénicas dentales, no obstante
el uso de dosis mayores. Se ha recomendado adoptar
medidas de higiene especiales y monitoreo cercano

en estos pacientes para minimizar la incidencia de
osteo-necrosis. Pero no debe confundirse esta situa-
cién con la idea aqui desarrollada que tiene diferen-
cias criticas. El acercamiento que aqui se postula es el
de observar un efecto secundario beneficioso en pa-
cientes que reciben bisfosfonatos en bajas dosis, ma-
yormente por la indicacién de osteoporosis. El mismo
consiste en la prevencion de la formacién de placas
y calculos por las cantidades del bisfosfonatos que
se elimina en la cavidad bucal y los incorporados a
dentifricos. Estos pacientes no tienen las condiciones
debilitantes de los que padecen cancer oseo. Estos
reciben esquemas posologicos bastantes mas agre-
sivos La idea es aplicable en pacientes tratados con
pamidronato oral o su nuevo derivado el olpadronato
oral. Ambos, a las dosis clinicas inducen una mode-
rada supresion metabdlica de solo el 35 al 50% y, por
consiguiente, son poco agresivos para el remodelaje
y angiogénesis del hueso maxilar. De esta forma, con
estos compuestos y usos, y no necesariamente con
otros, podria manifestarse el efecto secundario posi-
tivo sobre la higiene dental.
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