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1. ABREVIATURAS.

LPS.

KDO

FGH

TSBV

Actinobacillus actinomyceterncomitans

Lipopolisacaridos

Azucar componente de los lipopolisacaridos

Fibroblastos gingivales humanos

Medio de tioglicolato, bacitracina y vancomicina



2. RESUMEN

E£s un hecho confirmado que del 86-91% de la poblacidn mexicana
padece alguna forma de enfermedad parodontal antes de los 45 anos. El
inicio de esta enfermedad posee manifestacicnes clinicas faciimente
identificables como inflamacién interpapilar, edema vy el subsecuente
sangrado. Esta condicién inflamatoria facilita la acumulacidn de placa
dentobacteriana y permite su migracion a través def surco gingival, es ahi en
donde las bacterias anaerobias encuentran un ambiente propicio para su
desarrollo. Después de las alteraciones en la encia, el ligamento parodontal es
el elemento siguiente en el dafio periodontal, la sintesis de colagenasas,
hialuronidasas, leucotoxinas y factores de coagulacidn producidos por las
bacterias anaercbias, aunado a la iritacién mecanica preducida por la placa
provocan migracién apical dei ligamento, exponiendo al cemento y al hueso a
diversos factores en la cavidad bucal.

El A.a. es un microorganismo identificado plenamente en los procesos
de periodontitis juvenil y periodontitis del adulto, es una bacteria anaerobia
perteneciente al grupo de gram negativas por lo que en sus componentes de
membrana se encuentran moléculas toxicas denominadas lipopolisacaridos,
los cuales actian como mitbgenos de las células B, activan fa resorcion
osteoclastica in vitro y causan dafio al tejido conjuntivo, especialmente a los
fibroblastos (céiutas encargadas de la sintesis de fibras de colédgena). Ademas
de lo anterior estas bacterias poseen la capacidad de sintetizar moléculas
proteinicas que causan dafio a los macrédfagos y actian como leucotoxinas;
hechos que colocan al A.a. como una bacteria relevante en el desarrolio de la
enfermedad periodontal.

El alto grado de incidencia de esta enfermedad obliga al cirujano
dentista a identificar los mecanismos gue  originan alteraciones en el
parodonto. En el presente trabajo se enfatiza la importancia de las exotoxinas
y endotoxinas producidas por el A.a, bacteria clave en el desarrollo de
periodontitis juvenil y periodontitis del adulto; realizando estudios del dafo
causado por estas moléculas a los FGH, elementos decisivos en la estructura
parodontal.

Nuestros resultados muestran que los lipopolisacaridos promueven una
disminucién en la proliferacion de FGH, asi mismo una toxina extraida del
medio de crecimiento de A.a. por precipitacion con sulfato de amonio inhibe
de forma irreversible la proliferacién de los mismos. Mediante la incorporacion
de PH] timidina en los FGH se determind que el pre tratamiento con
lipopolisacaridos y su posterior tratamiento con la toxina extraida det medic
aumentan !as acciones inhibitorias sobre la proliferacion celular, y en otra serie
de resuitados se encontramos que estos agentes promueven alteraciones
morfolégicas aunque las células permanecen vivas varias por semanas
después de haber sido tratadas.

En conclusion determinamos que A.a es un microorganismos capaz de
promover la disminucién de la proliferacion celular y causar alteraciones
morfolégicas en los fibroblastos gingivales humanos por lipopolisacaridos y
exotoxinas.



3. ANTECEDENTES

Los primeros inicios en la identificacion de bacterias bucales fueron
realizados por el micrabidlogo Robert Koch, quien describié a las primeras
bacterias bucales, cuando en una de sus cartas en 1863 escribe “Mis dientes
no estan limpios del todo, sino que se adhiere o crece entre algunos de mis
frontales y de mis muelas, una reducida materia blarnica. Al examinar esta
estimé, que se trataba de una cantidad innumerable de animéaculos.. 12

Afos después se identificaron estos microorganismos y se dieron los
primeros pasos para la identificacion de toxinas bacterianas por el investigador
Albert Von Haller (1708 —1777), quien reconocid que ante la inyeccidn
intravenosa de fluidos putrefactos como came o pescado en estade de
descomposicion, los animales experimentaban estados febriles y otras
manifestaciones de enfermedad.

Hacia 1890 Pierre Paul Emile Roux y Alexander Yersin en el Instituto
Pasteur en Parls manifestaron que las toxinas eran de naturaleza proteinica y
el concepto de que todas las toxinas bacterianas eran proteinas fue aceptado
durante muchos afios?

Con el desarrollo de técnicas de tincién bacteriana como la de Gram se
puso de manifiesto el hecho de que las bacterias no poseian los mismos
componentes de membrana, y que la estructura de las bacterias gram
negativas era mucho méas compileja. Esto proporciond un impuilso para ei
descubrimiento de las endotoxinas y exotoxinas y la creencia de que todas las
toxinas bacterianas eran proteicas fue erradicada, conociéndose entonces la
naturateza toxica de los lipopolisacaridos, componentes de la membrana
externa de las bacterias gram negativas y la sintesis de productos téxicos que
liberaban al medio externo.

Las investigaciones y la recopilacién bibliografica mas novedosa acerca
de los lipopolisacaridos han sido realizadas por Helmmunt Brade, quien
describe de forma detallada la estructura quimica, los efectos biolégicos y otros
muchos datos de importancia de las endotoxinas bacterianas.*

Estas bases guimicas y biclogicas han permitido a investigadores como
Genco, relacionar a las bacterias c¢on caracteristicas presentes en la
enfermedad pericdontal, y elaborar una clasificacion de las enfermedades
periodontales de acuerdo a las caracteristicas clinicas, ala edad del paciente y
a la poblacién microbiana de placa dentobacteriana que acompafia a la
enfermedad. Permitiendo entonces identificar a las bacterias gram negativas y
a sus productos t6xicos como patdgenos importantes en la periodontitis.®

Con todos estos avances ha sido posible establiecer las bases para la
comprension de los mecanismos dafiinos de las bacterias, integrando en
conjunto los efectos tdxicos que causan los lipopolisacéridos y las toxinas
proteicas liberadas al medio.



4. INTRODUCCION.
4.1 PARODONTO.

El diente totalmente erupcionado posee un conjunto de elementos que le
proporcionan soporte, nutricidn, proteccidn y sensibilidad dentro de la cavidad
bucal durante el desarrolio de los actos de oclusidn y masticacion.® Este
grupo de elementos es nombrado en su conjuntc parodonto y en su

descripciébn mas basica se encuentra compuesto por cuatro elementos
fundamentales: encia, hueso aiveolar, cemento y ligamento parodontal. (Fig.1)

¢ Encia,
Ligamanto periodental.

Hueso alvealar

Camenig.

Encia insertoda.

Encia libra.

Papiia.

Franilio
inferior,

Fig.t Corte histolégico vestibulolingual que muestra los elementos del tejido
periodontal {superior) y tejido gingival sano de un vardn de 21 afios (inferior). Tomado de
Hoag, P.L. y Pawiak E.A. Fundamentos de Perlodoncla 4a ed. The Mosby Company.



4.1.1 Encia.

La encia es la parte de la mucosa bucal que cubre ios procesos
alveolares y rodea los cuellos dentarios, Se encuentra dividida por una linea
imaginaria llamada hendidura gingival en encia libre y encia insertada. La encia
libre se localiza desde e} fondo del surco gingival hasta la superficie gingival
visible opuesta a él, la encia insertada se extiende desde este punto hasta la
unién mucogingival, continudndose sin demarcacion con la membrana mucosa
del carrilto, labio y piso de boca.

Las encias poseen epitelio gueratinizado con papilas de tejido alta y
ricamente vascularizadas, lo que le confiere el color rosado. La lamina propia
€8 una capa de tejido conectivo denso que sirve como medio de insercién para
todos los grupos de fibras. La encia se formade gruesas fibras de colageno
que se contindan con el periostio del alveolo puesto que no existe submucosa.
Recibe aporte sanguineo de vasos supraperiosticos derivados de las arterias
lingual, mentoniana, bucal y palatina. ®

La porcidn de la encia coronal a la cresta alveolar posee numerosas
fibras colagenas que en su maycria se encuentran distribuidas al azar por todo
el tejido conectivo, sin embargo otras se encuentran organizadas en fasciculos
con orientaciones precisas y directas. Las cuales con una finalidad practica han
sido llamadas de acuerdo al trayectoc que trazan, recibiendo nombres como:
circulares, dentogingivales, dentoperigsticas, interpapiltares, miocirculares,
intergingivales, transgingivales y transeptales.

El surco gingival es la parte de la encia que se encuentra formada en su
parte blanda por la cara interna de la encia libre y en su parte dura por la
superficie dental proxima al cuello dentario®. Diversos estudios han demostrado
que existe flujo de liquido histico a través del epitelio del surco debido
probablemente a permeabilidad vascular. **"

Bajo un punto de visia clinico la encia sana tiene que cumplir con ciertos
requerimientos cualitatives que son: color rosa palido en comparacién con el
rojo de la mucosa bucal aungque puede variar significativamente con las
caracteristicas raciales; puede o no presentar un puntilleo que simula la
superficie de !a cascara de una naranja, siendo menos sobresaliente en la
nifiez que en la edad adulta; la papila debe tener forma de cuchillo con punta
redondeada; el margen de la encia debe describir un trayecto ondulado de
acuerdo a la posicion de los dientes; debe encontrarse resistente y frmemente
adherida a los tejidos duros, la encia marginal aunque movil debe estar
adaptada a la superficie del diente, todo esto aunade a la ausencia de
inflamacion y hemorragia '?% 4



4.1.2 Hueso alveoiar,

Es la parte de los maxilares que forma alvéolos en los cuales se
encuentran incluidas las raices dentarias. El hueso alveolar se encuentra
constituido 65% de material inorganico (hidroxiapatita depositada sobre y entre
las moléculas de colégena) y 35% de material organico (colagena tipo | alcjada
en una sustancia fundamental de glucoproteinas, proteoglucanos,
sialoproteinas y lipidos).

Como los osteoblastos secretan matriz organica a el hueso, al principio
carece de sales minerales y se denomina tejido ostecide. A medida que este
material es producido alsgunos osteoblastos quedan incluidos en él, llamandose
entonces osteoclastos.!

Los osteoclastos son células gigantes multinucleadas que pueden tener
mas de 12 ndcleos. En general se encuentran en depresiones en forma de
bahia en el hueso denominadas lagunas de Howship. En el hueso compacto
estas ldminas Oseas estan dispuestas fundamentalmente forma céntrica
rodeando ¢anales longitudinales de hueso denominados conductos de Havers,
que forman los sistemas de Havers u osteonas.'® 7

Pueden diferenciarse dos partes en el procesc alveolar. la primera
consiste en una lamina de hueso que rodea la raiz del diente y presta insercién
a las fibras principales del ligamento parodontal y se conoce como hueso
alveolar. La segunda parte es el huesc gue rodea al hueso alveolar
propiamente dicho y da soporte al alvéclo y se denomina huesc alveolar de
sostén. Este dltimo contiene dos partes:

1) Laminas corticales, Ias cuales consisten de hueso compacto y forman la
tabia intema y extemna de los procescs alveolares.
2) Hueso esponjoso, que llena el drea entre estas laminas.

El hueso que forma la pared interna del alvéolo se encuentra perforado
por muchos orificios pequefics que ilevan ramas de nervios intraalveolares y
vaso0s sanguineos hacia el ligamento parodontal, Los espacios medulares del
proceso alveolar pueden contener médula hematopoyética, aunque por lo
comun contienen médufa grasa. En el proceso condilar, en el angulo de la
mandibula y en otros focos aislados se encuentra médula hematopoyética, '® 1

Las laminas corticales se contindan con las ¢apas compactas del cuerpo
maxilar y la mandibula y son generaimente mucho mas delgadas en la maxila
que en la mandibula, sobre todo en las 4reas furcales,

El hueso fasciculado es aquel en el cual estan ancladas las fibras
principales del ligamento periodontal. Se caracteriza por la cicatrizacion de las
fibras en la sustancia intercelular y contiene mayor cantidad de fibras que el
hueso laminar.?® Dado que contiene mas sales de calcio por unidad de area
que otros tipos de tejido 6seo estas areas aparecen como radiopacas en las
radiografias.



4.1.3 Cemento.

Es un tejido duro cuya sustancia intercelular se calcifica y se deposita
en capas alrededor de la dentina. El cemento contiene 45 % de sustancia
inorgénica (calcio y fosfato en forma de hidroxiapatita), 55% de material
organico {colagena tipo i y proteoglucanos) y agua.

El cemento se conforma por fibras colagenas empacadas en forma
densa con otras fibras adyacentes que son la continuacion de las fibras
colagenas del ligamento periodontal 22

De manera general el cemento ha sido clasificado en cemento celulary
cemento acelular. El cemento acelular es transparents, amorfo y contiene
mucho més calcio que el cemento celular, rodea casi toda la raiz del diente a
excepcion de tercio apical en donde se encuentra el cemento celular. El
cemento celular posee 08 mismos componentes organicos e inorganicos que
el cemento acelular con algunas diferencias en su organizacion.

El cemento tiene su maximo espesor en el &pice lo cual contribuye a la
longitud de Ia raiz, y es delgado al méximo en la unidn cemento-adamantina.
Ocasionalmente el cemento se extiende durante un breve frecho hasta la
pared intema de la dentina. Las fibras colagenas del ligamento parodontal se
contindan dentro del cemento y se denominan fibras de Shampey, que
constituyen la porcidn sustancial organica del cemento. Cuando el cemento se
mantiene relativamente delgado las lineas de Sharpey son capaces de
atravesarlo en todo su interior; con aposicién ulterior del mismo una gran parte
de las fibras queda incorporada en e cemento. El cemento no puede restituirse
como eZL hueso pero si puede continuar su crecimiento por aposicion de nuevas
capas.



4.1.4 Ligamento parodontal.

Ei ligamento parodontal es un sistema tejido conectivo en donde fibras
colagenas conectan el huesc alveolar con el cemento de las raices dentarias,
las fibras se disponen como elementos conectores que se extienden en el
cemento como fasciculos paralelos de fibras coldgenas de tipo 1 y lil, poseen
ademas proteinas de matriz extracelular como proteoglucanos y fibronectina. 24

Las fibras de Sharpey estan inciuidas fundamentaimente en el cemento
y el hueso alveolar y se extienden a través del ligamento periodontal, lo cual le
permite sostener al diente en el orificio radicular y al mismo tiempo le permite
cierta amortiguacion. (Fig. 2)

A través de ligamento cruzan vasos sanguineos, linfaticos y elementos
nerviosos, que aportan al ligamento nutricién, sensibilidad, propiocepcion y
localizacién de estimulos de la masticacion. Dentro de su estructura posee
elementos celulares conformados como cementoblastos, osteoblastos,
osteoclastos, células epiteliales y fibroblastos.

Las fibras del ligamento parodontal poseen una clasificacidn en grupo de
acuerdo a la direccién que cursan, de esta forma encontramos a:

Grupo de la cresta alveolar. van del cuello dentario a la cresta alveolar.
Grupo herizontal: van del diente al hueso alveolar.

Grupo oblicuo: van del cemerito al aiveolo.

Grupo apical: van de! dpice al hueso.®

Fig. 2 Imagen con o microscopio electrdnico de las fibras de coladgeno. En la parte
inferior a la derecha se observan las microfibrillas de coligenc cortadas en sentido
longitudinal, formando fibrilas de coladgeno paralelas, Las fibras estan cortadas
transversaimente en el extremo inferior a la izquierda de la imagen. (Tomada de
Genneser. Histologia. Segunda edicién)



4.2 ENFERMEDAD PARODONTAL.

Las enfermedades que afectan al parodonta ocurren en upn ambiente
bucal de complejidad poco comin, ya que abarcan un grupo variado de tejidos
aspecializados que degeneran progresivamente, Los primeros estadios de
enfermedad periodontal se presentan como ligeras alteraciones de la encia, lo
que se denomina gingivitis, que es el padecimiento parodontal més frecuente y
se define como la inflamacidn de la encia por excesiva acumulacion de placa
dentobacteriana en el margen gingival. Su diagnéstico temprano se manifiesta
por las siguientes caracteristicas clinicas: cambio de color de la encla, de rosa
coral a rojo o rojo azulado, cambio de forma {de delgado y con borde afilado a
edematoso e inflamado), cambio de textura por pérdida del puntilleo gingival,
ademas de hemorragia y exudado. Histolégicamente existe inflamaciéon por
infiltracién de células inflamatorias en el tejido conectivo, aumento de espacios
intercelulares e infiltracién de células inflamatorias en ¢l epitelio de unién. 2

Los estadios avanzados de gingivitis crean medios favorables para el
progreso en la destruccién de los tejidos de soporte del 6rganc dentario que se
denomina periodontitis. La periodontitis es un estado de inflamacion de la
encia, caracterizado por 1a migracién apical o pérdida del ligamento parodontal.

A diferencia de la periodontitis juvenil que afecta a 0.35 - 1% de fa
poblacién de adolescentes y adultos jévenes, la mayoria de las formas de
periodontitis se desarrolla durante los primeros decenios de la vida, avanza
hacia el tercero o cuarto, en donde su incidencia aumenta de modo
significativo.?” (Fig.3)

Fig. 3 Periodontitis generallzada
{Tomado de Hoag, P L. y Pawiak E.A. Fundamentos de Periodoncia 4a ed. The Moshy Company)



4.3 ETIOLOGIA Y CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD
PERIODONTAL-

Después de una higiene bucal adecuada solo existen unas pocas
bacterias en el margen gingival, al transcurrir las primeras ocho horas de
abstencién de alimentos existen 10?2 bacterias por mm? de superficie dentaria y
en un dzisa Ia cantidad de bacterias puede llegar a multiplicarse de 100 a 1000
veces,

La acumulacién de bacterias a Io largo del margen gingival durante 3-4
dias da como resuitado la inflamacidén del margen gingival, conocido como
gingivitis, esta condicién crea nuevas oportunidades para el crecimiento de
bacterias y comienza una modificacién continua en la composicién de la
comunidad microbiana oral. En la primera fase de la gingivitis se establecen
cocos y hacilos gram + y gram -, en la segunda fase se establecen elementos
filamentosos y en la tercera espirilos y espiroquetas. Una vez establecida la
gingivitis de registra un incremento en la cantidad de bacterias anaerobias en
relacién con las anaerobias facultativas. Por lo que se considera a la placa
dentobacteriana como el jgrincipal factor etiologico en el desarroilo de la
enfermedad periodontal

Sin embargo existen forrmas de enfermedad periodontal cuyo origen es
de tipo inflamatorio u otros estados patoidgicos del periodonto en el que la
piaca dentobacteriana y los microorganismos comprendidos en ella juegan un
papel minimo, como es el caso de enfermedades parodontales producidas por
atrofia gingival, traumatismo oclusal primario, fibromatosis por idantoinatos,
entre otras.

De acuerdo al grado de destruccion del parodonto, la periodontitis se
divide en tres fases principales:

Periodontitis inicial. La profundidad de ja bolsa periodontal es de 4 mm vy

existe una ligera pérdida de la insercion del tejido conectivo y el hueso
alveolar.

Periodontitis moderada. Es una destruccion acrecentada de los tejido
parodontales en donde existe una notable pérdida del soporte dseo
acompaiada en ocasiones por movilidad dentaria.

Periodontitis avanzada. Es una progresion considerable de la periodontitis
con pérdida mayor del soporte alveolar y aumento de la movilidad dentaria.

Existe ademas una clasificacion basada en las caracteristicas clinicas, la
edad del paciente y las bacterias que colonizan la placa. Diversos estudios han
demostrado que las diferentes formas de enfermedad parodontal se relacionan
con las distintas cualidades de las placas dentales y se cree que las bacterias
especificas son la causa del origen y el progreso de las enfermedades def
periodonto



A continuacion se presenta una tabla con los principales microorganismos
subgingivales relacionados con enfermedades periodontales.

ENFERMEDAD

MICROORGANISMOS.

Gingivitis ulcero necrosante aguda

Bactemides intermedius
Espiroquetas

Periodontitis del adulto

Actinobacillus
actinomycetemcomitans
Bacteroides forsythus
Capnocytophaga gingivalis
Eikenelfla comodens
Especies Eubactenum
Fusobacterium nucleatumn
Propionibactenium acnes
Streptococcus intermedius
Wolinella recta

Periodontitis juvenil localizada

Actinobaciilus
actinomycetemcomitans
Especies de bacteroides

Periodontitis juvenil generalizada

Actinobacillus
actinomycetemcomitans
Bacteroides gingivales
Bacteroides intermedius
Capnocytophaga
Eikenella corrodens
Neissena

Periodontitis refractaria

Actinobacillus actinomycetemcomitans
Bacteroides forsythus

Bactercides gingivalis

Bacteroides intermedius

Periodontitis relacionada con diabetes
Sacarina insulinodependiente.

Actinobacillus actinomycetemcomitans
Vibrios anaerohios

Campylobacter

Capnocytophaga

e

Periodontitis relacionada con diabetes
sacarina no insuilinodependiente.

Bacteroides gingivales
Baclervides infermedius

Es&cies de Fusobactenum

Tomado de Genco. Parodoncia, 1998,
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4.4 Actinobacillus actinomycetemcomitans.

Actinobacillus:

Actino {estrella). Se refiere a la morfologia interna de las colonias, ya que en
medios de cultivo solidos presentan esta forma.

Bacilius { bacilo). Designa la forma celular del micreorganismo.

Actinomycetemcomitans: Significa junto a actinomyces, ya que la primera
vez que fue aislado se encontrd en lesiones de actinomicosis cervical junto con
actinomyces israeli. 3

Clasificacion taxonémica de [a bacteria.

Reino Monera

Familia Pasteurellaceae

Genero  Actinobacillus

Especie actinomycetemcomitans

4.4.1 Caracteristicas de la bacteria.

Actinobacillus actinomycetemcomitans se ha reconocido como un
parasito estrictamente humano que en algunas condiciones pertenece a la flora
bucal habitual. Es una bacteria de forma bacilar o cocobacilar que mide de
0.3um = 0.5um por 0.6um~1.2um. Estructuralmente se trata de una bacteria
gque ocasionalmente puede expresar factores de adherencia como capsulas y
fimbrias dependiendo del medio en que se encuentre, es ademas
fermentadora de azucares y su nicho bucal primario dentro de {a cavidad oral
es la placa dentobacteriana.

A la tincion de Gram se reconoce como una bacteria Gram negativa, la
cual se clasifica por medio de mas de 150 antigenos somaticos tipo O,
conocidos como lipopolisacaridos; mas de 100 antigenos tipo K termoiabites, y
mas de 50 antigenos tipo H o fagelares.®

Corresponde a las bacterias anaerobias facultativas, las cuales son
capaces de obtener energla y crecer oxidativamente utilizando el oxigeno como
aceptor final de electrones (respiracion aerobia), o bien pueden crecer bajo
condiciones de anaerobiosis obteniendo energia por vias fermentativas,
usando compuestos organicos como aceptores finales de electrones.

Produce diversos factores de virulencia entre los que se encuentran
factores de destruccién histica como endotoxinas lipopolisacaridas, una
colagenasa que dafa al tejido conectivo gingival y un factor que evita la
cicatrizacidn. Sintetiza también diversos factores que e permiten evitar los
mecanismos de defensa del huésped, dentro de ellos el principal es una
leucotoxina, un factor termolabil que puede destruir los leucocitos
polimorforiucleares e inhibir la quimiotaxis en el sitio de infeccion. 3



4.4.2 EXOTOXINA DE Actinobacilius actinomycetemcomitans.

Los mecanismos patdgenos del Actinobacillus actinomycetemcomitans
no son bien comprendidos aldn, lo que se sabe con certeza es que este
microorganismo produce una variedad de potentes factores de virulencia entre
los que incluyen leucotoxinas de la familia de las ciltolisinas.

La leucotoxina de A.a. exhibe una Unica especificidad citolitica que
destruye los leucocitos polimorfonucleares y macréfagos, mientras que los
fibroblastos, eritrocitos, plaguetas y células epiteliales son resistentes a esta
lisis.

En general los mecanismos de la leucotoxina median la lisis celular,
involucrando la rapida formacién de cationes que forman poros y conducen ala
lisis osmotica,

La leucotoxinas son expresadas por 4 genes operones, gque se han
designado en orden transcripcional como: IixC, A, IxB vy ItxD.

El gene estructural IbA codifica las leucotoxinas, un péptido de 116 kDA,
que exhibe entre el 40 y 50 % de identidad como a, hemolisina de E. Coliy la
leucotoxina de P. haemolitica. Los tres genes restantes B, ItxC, y IxD son
requeridos para la activacién y el transporte de la leucotoxina

La primera translacién del producto del gene es activada por el producto
del gene itxC. La toxina activada es entonces transportada por una sefial
péptido independiente, mecanismo para el cual se requiere el producto de los
genes ItxB.y itxD.

El producto del gene ItxA se divide en 4 regiones o dominios.1) el
dominio N-terminal , 2) el centro dominio, 3) un dominio de repeticién, 4) el
dominio terminal.

La translocacién de la leucotoxina del citoplasma de la bacteria hacia la
membrana celular es dependiente de los productos de los genes HxB vy ItxD.

Los nucledtidos y secuencias de aminoicidos exhiben una fuerte
homologia hacia genes b, encontrados en otras especies de bacterias
incluyendo la secuencia de a- hemolisina de E. Coli y P. haemolitica. También
es significativa la homolegia entre genes de mamifercs, que codifican a
proteinas para la resistencia a miltiples drogas, la porcién carboxilo de la
molécula es homdloga a grupos de proteinas procaridticas y eucaridticas con
funciones de transporte de azticares, vitaminas y oligopéptidos a través de la
membrana celular y muchos genes que regulan difusién celular y la reparacion
del DNA, indican gue e! IixB es parte de una familia de supergenes que se
encargan del transporte de proteinas. **
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4.5 LIPOPOLISACARIDOS

4.5.1 HISTORIA.

Muchos han sido los conocimientos obtenidos a través del tiempo acerca
- de las toxinas bacterianas, los inicios de estas investigaciones comenzaron con
los estudios realizados por el investigador Albert Von Haller (1708 -1777),
quien reconocio que ante la inyeccion intravenosa de fluidos putrefactos como
came o pescado en estado de descomposicion, los animales experimentaban
manifestaciones de enfermedad.

Afos después el profesor aleman de patologia Dane Peter L. Panum
(Fig.4) considerado como el picnero de las investigaciones de endotoxinas
bacterianas realizaba diversos estudios intentando purificar el principio activo
de potentes venenos que se obtenian a partir de materia organica en estado
de descomposicién, de sus trabajos pudo resumir lo siguiente:

1. El veneno producido por materia putrefacta no es voiatil, y es conocido come
un producto final de la putrefaccion o fermentacion.

2. Las toxinas que se producen de lo anterior son resistentes al calor y a
diferentes formas de enzimas, son insolubles en alcohol y solubles en agua.
3. Esta materia puede ser diferente a Ia vida de los microorganismos y podria
sar el origen o la causa de las alteraciones que producen.

Las ideas de Panum fueron continuadas por Emest von Bergma, un
profesor alemén quien definid a la sustancia responsable de la intoxicacién por
elementos putrefactos como SEPSINA, desgraciadamente sus trabajos fueron
interrumpidos por la guerra franco — prusiana. *

Fig. 4 Peter L. Panum
{1820 — 1885)
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En 1884 Robert Koch reveld que muchas bacterias patdgenas producen
sustancias téxicas, las cuales en forma aislada inducen reacciones fatales
como las observadas durante infecciones bacterianas severas (Fig. 5).

Fue también Robert Koch quien describid a las primeras bacterias
bucales, cuando en una de sus cartas en 1863 escribe; “Es mi habito por las
mafianas frotar mis dientes con sal, y un montadientes. No obstante mis
dientes no estan limpios del todo, sino que se adhiere 0 crece entre algunos de
mis frontales y de mis muelas, siempre que los inspecciono con un espejo de
aumente, una reducida materia blanca, que es tan espesa como si fuera una
pasta. Al examinar ésta estimé, adn cuando no pude discernir lo mévil que era,
que se trataba de una cantidad innumerable de animacules, que toda ja gente
que vive &n los paises bajos no son tantos come los animalas vivientes que
porto en mi propia boca.”

Afios después en 1890 la toxina de la difteria fue aisiada por filtrados de
cultivos que realizaban Pierre Pall Emile Roux vy Alexander Yersin en el
Instituto Pasteur en Paris. Estos investigadores manifestaron que la toxina era
de naturaleza proteinica y el concepto de que todas las toxinas bacterianas
eran proteinas fue aceptado durante muchos afios. ¥

Fig. § Robert Koch {1843-1910} sentado af
Frente del microscoplo con Richard Pfelffer
(1858 - 1945), en el descubrimiento de la
endotoxina.



Los primeros pasos an la caracterizacidon de endotoxinas, fueron dados
por el ifaliano Eugenio Centanni (1863 --1948) (Fig. 6) director del Instituto
General de Patologia de la Universidad de Bolonga, en sus ensayos describe
la preparacion a la que el llamé pirotoxina bactérica, término que utilizé para
los cultivos puros de bacterias.

La primera conferencia internacional dedicada a las endotoxinas
bacterianas se llevd a cabo en Nueva York en 1952 y fue organizada por
Florence Seibert (Fig 7). La segunda conferencia y Ja primera en Europa se llevd
a cabo en Alemania en 1858 y fue organizada por Qtto Weastphal. Estas
conferencias pioneras fueron seguidas por muchas otras que aumentaron su
frecuencia por lo menos a intervales anuales con un incremento de cientificos
de todo el mundo, hasta que en eb 1888 fue fundada la Sociedad intemacional
de Endotoxinas (IES) y en 1894 el Joumal of Endotoxin Research. **

Fig. € Eugenio Centanni Fig. 7 Florence Siabert
{1863 — 1948} {1897 —1991)
Recibilendo un premio de
Eleanore Roosevelt (derecha)
en la Casa Blanca en 1944,



4.5.2 ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS LIPOPOLISACARIDOS.

Todas las bacterias gram negativas poseen una membrana externa que
actia como una efectiva barrera de permeabilidad contra agentes nocivos
extemos, en donde el lipopolisacarido es considerade como la liave molecular
para el funcionamiento de estas propiedades. Existen aproximadamentede 3 a
4 millones de moléculas de LPS por cada célula y funcionan no solo como una
potente endotoxina, sino también como el mejor constituyente de la
estructura de la membrana extena de las bacterias gram negativas,
cubriéndola en aproximadamente el 75% de la superficie, el resto se encuentra
cubierto por proteinas llamadas “porinas” que forman pequefios canales en las
membranas plasmaticas de las células y permiten la difusién de pequefios
compuestos hidrofilicos como mono y disacaridos que sirven de nutrientes y
retienen efectivamente todos los compuestos grandes y los compuestos
hidrofébicos. (Fig. 8) -

Fig. 8 Estructura de la superficie de las bacterias gram negativas. A la lzquierda se
describe de inferior a superior: la membrana de gillcerofosfolipidos considerada como
una membrana intermna, el centro compuesto por el lipido A y diversos azucares como
KDO y heptosas y finalmente una cadena de polisaciridos conocidos como antigeno O
hacia ta parte externa de fa molécula.

Todos los lipopolisacaridos se encuentran localizados hacia la parte
externa de una red formada por glicerofosfolipidos y se componen de tres
regiones genética y estructuraimente distintas que son:

1} Una porcién lipidica conocida como lipido A que funciona como la porcidn
toxica.



2y Un centro interno oligosacarido que proporciona especificidad antigénica a
las bacterias por serotipos y que cominmente en casi todas las bacterias
cuenta con dos azucares inusuales: heptosa y KDO.

3) Finalmente una cadena de polisacaridos (como porcién final hacia el
exterior) conocida como antigeno O

Los grupos carboxilo del KDC, la heptosa y los residuos fosfato en el
lipido A, convierten al lipopolisacarido en una molécula anidnica. Cationes
divalentes como magnesio y calcio conectan a las moléculas de
lipopolisacaridos horizontalmente a través de un puente iénico.

E! altc orden estructural de los lipopolisacéridos puede establecerse por
diversos factores:

1} La intima interaccién de moléculas lipopolisacaridos mediante cationes
divalentes gue forman un puente para las moléculas anidnicas de!
lipopolisacéarido.

2) El efecto de un centro de dominio.

3) La ocurrencia de residuos fijos de acidos grasos que es aproximadamente
de 6 a 7 por cada molécula de lipopolisacérido para la unién con los
glicerofosfolipidos. *

4.5.3 Clasificacién por serotipos de A.a. de acuerdo a su centro sacéarido.

Existen 5 serotipos de Actinobacillus actinomycetemcomitans. El
serotipo b se encuentra fuertemente vinculado con el desarrolio de pericdontitis
juvenil localizada. Diversos estudios demuestran que el suero de pacientes con
PJL contiene anticuerpos IgG que se encuentran encargados de reconocer las
diversas formas de A.a., incluyendo las proteinas de membrana externa,
leucotoxinas y LPS. El antigeno de serotipo b es el antigeno inmunodominante
de A.a., es una molécula que ha demostrado resistencia a los tratamientos con
calor {100 C, 45 minutes). Basado en analisis composicionales y estructurales
se ha propuesto que esie antigeno es un polimerc lineal compuesto de
unidades repetidas de disacaridos que contienen L ramnosa y D fructucsa en
aproximadamente fas mismas cantidades
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4.5.4 ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Los lipopolisacaridos promueven la resorcion osieoclastica in vitro,
actian como mitbgenos de los linfecitos B, producen necrosis tumoral
hemorragica en cualguier célula del cuerpo humano, pueden inhibir la sintesis
proteica del acido desoximibonucleico (ADN) y del &cido ribonucleico (ARN) en
células de tejido conjuntivo y epitelial, promueven también la liberacidn de
inmunoglobutinas en particular de IgG que a su vez tiene la capacidad de
activar la cascada de complemento, movilizar las células fagocitarias y
promover el ataque membranolitico sobre organismos gram negativos
suscepfibles, incrementar la permeabilidad vascular y opsonizar. Las lgG
comprenden distintas subclases que van de IgG1 a IgG4. En general los
antigenos lipidicos inducen preferentemente la produccion de lgGl e igG3,
mientras que 19G4 solo es fiberado tras una larga exposicion a antigenos
proteinicos.

E! serotipo b, en particular el centro polisacarido, ha demostrado ser el
mejor receptor para los anticuerpos IgG en el suero de pacientes con
periodontitis juvenil. Se ha demostrado que IgG1 e I1gG2 actdan como
anticuerpos para el serotipo b.

4.5.5 Serotipos de A.a

El Actinobacillus actinomycetemcomitans en especial el serotipo b se ha
determinado como el antigeno inmunodominante y se encuentra fuertemente
asociado con el desarrollo de periodontitis juvenil. Diversos estudios
demuestran que el suero de estos pacientes contiene anticuerpos 19G que
reconocen las diversas formas de los antigenos del Aa, incluyendo las
proteinas de membrana extemna, leucotoxinas y lipopolisacaridos. Al parecer el
antigeno b no solo induce ia fiberacion de IgG sino también de IgA e igM. El
antigeno b es una molécula resistente al calor y a la digestidon con papaina.



4.6 FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS,

El fibroblasto es una célula fusiforme de origen mesenquimatoso,
encargada de formar fibras de tejido conectivo y de la secrecion de sustancias
intercelulares como colagena tipo | y Il El aspecto del fibroblasto varia
notablemente en los distintos tejidos dependiendo de su nivel de actividad. En
el tejido conectivo maduro normal se observa en cories coloreados con
hematoxilina-eosina como célutas bastante grandes, achatadas o ahusadas
con finas prolongaciones. Por lo general solo se observa un nucleo oval, algo
achatado que contiene 1 o 2 nucléolos. Cuando los fibroblastos se encuentran
en un estado inactivo son llamados por algunos autores fibrocitos.

Cuando posee un gran aparato de Golgl y un reticulo endoplasmico
rugoso notable se considera como un fibroblasto activo, de este modo adguiere
aspecto de una célula glandular activa ocupada en la sintesis y secrecion de
componentes extracelulares.

L.as fibras de colageno son las fibras mas frecuentes del tejido conectivo.
Se encuentran formadas por fibras més finas liamadas fibriflas, compuestas a
su vez por microfibritlas que son la unidad fibrilar del coladgeno y se encuentran
formadas por unidades menores de tropocolageno, el cual a su vez se
encuentra compuesto por 3 cadenas polipeptidicas denominadas cadenas alfa
compuestas de dos aminoacidos, prolina e hidroxiprolina (Fig. 9). En las
degradaciones patolégicas de colageno por el organismo, por gjemplo debida a
resorcion Osea aumentada, se lleva a cabo la excrecidon de cantidades
importantes de hidroxiprolina por la orina. 4! 444

Las fibras colagenas se encuentran suspendidas en una sustancia
interfibrilar amorfa formada por compuestos proteoglucanos vy
glucosaminoglucanocs, los cuales desarrollan una importante funcion en el
mantenimiento de la fisiologia del tejido. Estas fibras tienen la cualidad de ser
flexibles con lo cual fortalecen al tejido conectivo y permiten un ciero grade de
movimiento y resistencia a la traccién longitudinal. Las fibras colagenas
representan alrededor del 50% del peso seco de todo el ligamento en dientes
totaimente erupcionados. Al rededor del 90% de la colagena del ligamento es
insoluble,

Las principales fibras gingivales y del ligamento periodontal se
encuentran formadas por mattiples fasciculos de colagena.*
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El ligamento periodontal posee dentro de su estructura elementos
celulares conformados entre los que se encuentran los fibroblastes, que
especialmente en este sitioc contienen numerosas vacuolas que encierran
fibras colagenas, lo que sugiere que los fibroblastos contribuyen a la
eliminacion de coldgena mediante endocitosis de fibras, por lo cual no solo son
una fuente nueva de colageno sinc que también intervienen en la
remodelacion de las fibras.

Se puede concluir que para todos los elementos gue conforman ai
parodonto los fibroblastos son de suma importancia, ya que son los secretores
de lacoladgena que los conforma, protege y da resistencia ®®

- Bl red ksl e, S liaArres
. {0100 ) - .

Fig. 9 A Ia izquierda de la ilustracién se muestra un dibujo esquemdtico de la estructura del
coldgeno en el tejido conectivo, desde el haz de fibras hasta la composicién molécular de las
microfibrillas.

A la derecha se muesira la interpretacién actual de la triple espiral de 1a molécula de coligene. Con
negro se muestra un segmento de una de las tres cadenas alfa que unidas forman la molécula. Las
cadenas aifa se enrollan sobre su cje, mostrade en blanco, que a su vez se enrolla sobre el eje comiin
de ta molécula.

(Tomado de Genneser. Histologia, Segunda ed.)
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La clave para el éxito de la odontologia se basa en ei hecho de que todo
tratamiento debe cimentarse sobre estructuras parodontales sanas, que
permitan y garanticen la correcta funcionalidad y duracién de restauraciones en
la cavidad bucal. Es por ello que el alto grado de incidencia de la enfermedad
periodontal obliga al cirujano dentista a la mejor comprension de los
mecanismos que originan alteraciones en el parodonto.

El Actinobacillus actinomycetemcomitans es una bacteria de suma
importancia en el desarrollo de la enfermedad periodontal especialmente en los
procesos de periodontitis juvenil y pericdontitis del adulto, este bacilo o
cocobacilo posee diversos elementos tdxicos, comeo proteinas que sintetiza y
transporta al exterior, ademés de compuestos formados por lipidos y azucares
que han recibido el nombre de lipopolisacaridos, 1los cuales han sido
mencionados como agentes directos en el dano alos elementos que componen
el parodonto,

Con la obtencidn de bacterias a partir de pacientes con enfermedad
periodontal vy aislamiento de fibroblastos gingivales a partir de pacientes
sometidos a extraccion dental o cirugia bucal, se procesaran las muestras
hasta obtener lipopolisacaridos, exctoxinas y fibroblastos gingivales clonados
para realizar un estudio del dafic causade por estas moléculas a los
fiproblastos gingivales humanos.
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6. JUSTIFICACION.

Es un hecho confirmado que el 86 — 81 % de la poblacion mexicana
padece alguna forma de enfermedad periodontal antes de los 45 aiios. El inicio
de esta enfermedad posee manifestaciones dlinicas facilmente identificables
como inflamacion interpapilar, edema y sangrado. Esta condicion inflamatoria
facilita la acumulacién de placa dentobacteriana y permite su migracién a
través del surco gingival, es ahi en donde las bacterias anaerobias encuentran
un ambiente propicio para su desarrolio.

El Actinobacillus actinomycetemcomitans es una bacteria identificada
plenamente en los procesos de periodontitis juvenil y periodontitis del adulto, es
anaerobia y pertenece a las bacterias gram negativas por.-lo que en sus
componentes de membrana se encuentran moléculas téxicas denominadas
lipopolisacaridos, 1os cuales actGan como mitdégenos de las células B , activan
la resorcion osteoclastica in vitro, propician la formacién de complegjos inmunes
inadecuados, y causan dafio a las células del tejido conjuntivo, especialmente a
los fibroblastos (células encargadas de la sintesis de fibras colagenas).
Ademés de lo anterior estas bacterias poseen la capacidad de sintetizar
moléculas proteinicas que causan dafic a los macréfagos vy actian como
leucotoxinas. Todas estas caracteristicas colocan al A.a como una bacteria
relevante en el desarrotlo de la enfermedad periodontal.

Con la finalidad de que el cirujano dentista comprenda ampliamente el
desarrotlo de los procesos que involucran a la enferrnedad periodontal ie es
obligatorio conocer directamente los mecanismos y causas que involucran la
destruccion del parodonto y buscar estrategias que permitan controlar esta
enfermedad, reflejandose entonces en la mejoria de atencidn integral al
paciente.

23



7. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar los efectos de lipopolisacéndos y exotoxinas proteicas de
Actinobacillus actinomycetemcomitans sobre la proliferacién ceiular de
fibroblastos gingivaies humanos,

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtencién de muestras de placa dentobacteriana a partir de pacientes con
periodontitis juvenil.

Aislamiento de Actinobacillus actinomycetemcomitans.

ldentificacion de Acfinobacillus actinomycetemcomitans mediante técnicas
de tincién de Gram, pruebas bioguimicas y caracteristicas macroscopicas
y microscopicas.

Determinacién de los efectos de jos lipopolisacaridos y exotoxinas
proteicas sobre la profiferacion celular de fibroblastos gingivales humanos.

8. HIPOTESIS.

HIPOTESIS VERDADERA

Si las endotoxinas lipopolisacéridas y ias exotoxinas proteicas del
Actinobacillus actinomycetemcomifans poseen un efecto sinérgico,
entonces al ser expuestas a fibroblastos gingivales humanos aumentara su
toxicidad.

HIPOTESIS NULA.

Si las endotoxinas lipopolisacéridas y las exotoxinas proteicas de
Actinobacillus actinomycetemcomitans no poseen un efecto sinérgico,
entonces al ser expuestas a fibroblastos gingivaies humanos no
aumentara su toxicidad.
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7. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar ios efectos de lipopolisacaridos y exotoxinas proteicas de
Actinchacillus  actinomycetemcomitans sobre |a proliferacién celular de
fibroblastos gingivales humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obtencién de muestras de placa dentobacteriana a partir de pacientes con
periodontitis juvenil.

Aislamiento de Actinobacilius actinomycetemcomitans.

Identificacidn de Actinobacillus actinomycetemcomitans mediante técnicas
de tincidén de Gram, pruebas bioquimicas y caracteristicas macroscopicas
y microscépicas,

Determinacion de los efectos de los lipopolisacaridos vy exotoxinas
proteicas sobre la proliferacién celular de fibroblastos gingivales humanos.

8. HIPOTESIS.

HIPOTESIS VERDADERA

Si las endotoxinas tipopolisacaridas y las exotoxinas proteicas del
Actinobacillus  acfinomyceterncomifans poseen un efecto sinérgico,
entonces al ser expuestas a fibroblastos gingivales humanos aumentara su
toxicidad.

HIPOTESIS NULA.

Si las endotoxinas lipopolisacaridas y las exotoxinas proteicas de
Actinobacilius actinomycetemcomitans no poseen un efecto sinergico,
entonces al ser expuestas a fibroblastos gingivales humanos no
aumentara su toxicidad.
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9. MATERIALES Y METODOS.

Equipo

Jarra de anaerobiosis
Mechero de gas
Incubadora
Autoclave
Liofilizadora

Asas para cultivo
Portacbjetos
Cubreobjetos

Cémara de New Vawer
Incubadora celular
Contador de centelleo
Fuente de poder
Centrifuga
Ultracentrifuga

Vasos de precipitado
Pipetas

Micropipetas
Matraces

Cajas petri

Vortex

Viales

Membranas para dislisis
Refrigerador -70°C
Microscopio optico
Esterilizador

Reactivos.

Medio agar sangre

Medio agar chocolate
Meadio TSBV

Medio de transporte para
anaerobios Culture Stuart
DIFCO

Cristal violeta

Sulfato de cobre
pentahidratado
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Lugoi

Safranina

Fenol

Agua bidestilada
Desoxirribonucieasa
Ribonuclsasa
Potasio dihidratado
Albimina sérica
Acrilamida tris

sDS

Hernoglobina 2%
TEMED

Glicerol

Carbonato de sodio
Acido acético
Ferrocianuro de potasio
Tiosulfato de sodio
Metanol

Suero de caballo
Folin

Vancomicina
Bacitracina
Extracto de levadura
Arabinosa

Lactosa

Manitol

Rafinosa

Sorbito!

Sucrosa

Tetralosa

Glucosa

Fructuosa
Galactosa

Ribosa

Esculina

Indot

Ureasa

Buffer de corrida
Azul de bromofenof



9.1 AISLAMIENTO DE Actinobacillus actinomycetemcomitans.

A fin de aislar Actinobaciflus actinomycetemcomitans se acude a la
clinica integrada de la Facultad de Odontologia y se identifica a pacientes
diagnosticados con periodontitis juvenil y periodontitis del adulto, de cuyas
bolsas periodontales se toman muestras para el aislamiento de |a bacteria.
(Anexo [},

9.2 MEDIOS DE CULTIVO.

El crecimiento de las bacterias se realiza en cultivos de agar
sangre (ANEXO I} y agar chocaolate (ANEXO Ill}. El medio selectivo para su
recuperacidbn en agar soya tripticasa suplementado con bacitracina-
vancomicina (TSBV) (ANEXO V), el cual es especialmente (til cuando la
bacteria se pretende recuperar de bolsas periodontales. Su incubacién se
realiza en una atmaésfera aire/CQO, 20:1 y a una temperatura de 37°C.

9.3 IDENTIFICACION DE LA BACTERIA

Para la identificacion bacteriana se realizd la técnica de tincidn de gram
(Anexo V} y pruebas bioquimicas.

“_
PRUEBA BIOQUIMICA. REACCION.

CATALASA +

OXIDASA 2
CREGIMIENTO ~EN ~ MAC -
CONKEY

FORMACION DE ACIDOS A
PARTIR DE
CARBOHIDRATOS: 1
Arabinosa 1 -
Lactosa -
Maltosa +
Manitol ) )
Rafinosa

Sorbitol -
Sucrosa -
Xilosa

Glucosa

D
+
Fructuosa +
D
?

Galactosa i

Ribosa |

HIDROLISIS DE ESCULINA |
INDOL .

UREASA . _“

'HIDROLISIS DE GELATINA
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9.4 CULTIVO DE FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS.

Los fibroblastos gingivales humancs se obtuvieron mediante la técnica
de explante a partir encias sanas de pacientes que acudieron a la clinica de
exodoncia y que ha sido descrito previamente en Nyrayanan, AS, Pager, R.C.,
Kuzan F. Collagens synthetized in vitro by diploid fibroblasts obtained from
chronically inflamed human connective tissue. Lab. Invest. 1978; 39: 6165 y
en Bartold, PM, Page, RC. Isolation and characterization of proteoglucans
synthesized by adult human gingival fibroblasts in vitro. Arch Biochem Biophys
1987; 253: 399-412. Las células s& mantuvieéron en medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de suero bovinc fetal y 2mM de glutamina, en
presencia de antibidticos y antimicéticos (GIBCO).

8.5 AISLAMIENTO DE LIPOPOLISACARIDO.

Parz la obtencion del lipopolisacarido se siguid la técnica de Westphal ©
{Anexg VI).

9.6 EXTRACCION DE EXOTOXINA PROTEICA.

La extraccion de la toxina se realizd de acuerdo a lo reportado por
Heigenland. ( Helgenland, K and Nordby, O. Cell cycle-specific growth inhibitory
effect on human gingival fibroblasts of a toxin isolated from the culture medium
of Actinobacillus actinomycetemcomitans. 1993; J. Periodont. 28: 261-265). Se
incubd la bacteria por 72 horas, las bacterias se separaron del medio de cultivo
por centrifugacion (8,000 g por 30 min. a 4°C). E! medio fue concentrado a 10x
in a Millipore Pellicon Cassette System con un filtro de 10 000 mw, se afiadid
suifato de amonio a 60% de saturacion y la solucidn se dejo toda la noche en
hielo. El precipitado se colectd por centrifugacion (20 000 g por 10 min. ) y la
pastilla se lavé con sulfato de amonio 60% y se dializd con solucion salina toda
la noche a -20°C. Se cuantificd proteina mediante la técnica de Lowry
(ANEXO VIl ) y se visualiz6 el precipitado mediante la técnica de electroforesis
(ANEXO ViHl)  y tincién con plata (Anexo IX).

‘Forma parte de ia tesis de licenciatura para obtener el grado de Quimico Farmacobislogo de la
alumna Patricia Romén Alvarez.

La extraccion de fa toxina la reahzé et Quimico Farmacobidlogo Luis Ariuro Contreras-
Marmolejo como parte de tesis de licenciatura para obtener el titulo de Cirujano Dentista.
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10. RESULTADOS

Se purificd la bacteria a partir de un paciente con periodontitis y se
observd que macroscopicamente el Actinobacilfus actinomycetemcomitans
forma colonias pegajosas de aspecto liso o rugoso. Las colonias lisas son de
tono gris o azul amarillento, ligeramente convexas y de superficie reluciente.
Observadas microscopicamente a 100x en cultivos recientes las bacterias
tienen forma de cocos y los cultivos viejos presentan formas bacilares.

Después de tres a cinco dias las colonias tienen aspecto de estrellade 3a 6
picos. (Fig. 10

Fig. 10 Aspecto de las colonlas de Actinobacillus actinomycetemcomitans con el
microscopio electrénico.
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Las bactenas se inocularon en 3 mi. de caldo nutritivo a fin de realizar la
caracterizacion mediante pruebas bioguimicas. Los resultados se muestran en
ia tabla presente.

PRUEBA BIOQUIMICA. REACCION.

FORMACION DE ACIDOS A
[PARTIR DE CARBOHIDRATOS:

JiNDOL —
JUREASA
JHIDROLISTS DE GELATINA
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INTERPRETACION DE RESULTADOS.
Gréfica |

En la gréfica 1 se exponen dos tablas que muestran el efecto de la
toxina sobre el cultivo celutar de fibroblastos gingivales humarnos en un medio
que contiene 10% (izquierda) y 0.2% (derecha) de suero bovino fetal.

Se encontrd que en ambas condiciones la toxina del medio de cuitivo
induce un efecto inhibitoric de forma dosis-dependiente sobre la proliferacion
de fibroblastos gingivales humanos. Asi mismo se determind que la maxima
inhibicidn que ocasiona la toxina sobre la proliferacion celutar se observa a una
dosis de 100 ng/ml y a dosis de 1 ng/mi se obfiene la mitad de la inhibicion
méxima. E! efecto inhibitorio es mayor cuando se adiciona el suero bovino fetal
en bajas dosis 0.02%. {derecha).

Grafica 2

Se determind también que al tratar los fibroblasios gingivales humanos
durante 24 horas con los lipopolisacéridos los efectos inhibitorios permanecen
aun después de una semana de tratamiento.

Grafica 3

En ofra serie de experimentos se encontrd que los lipopolisacaridos
inhiben la sintesis de DNA de manera dosis dependiente, obteniéndose un
efecto maximo al adicionar 100 uyg/ml, y a dosis de 0.5 pg/ml se obtiene la
mitad de la inhibicién maxima.

Grafica 4

Se determind que la inhibicién inducida por los lipopolisacaridos es
dependiente det tiempo, en donde el maximo efecto inhibitorio se presenta a las
24 horas de tratamiento y el mayor efecto se encuentra al adicionar 50 ug/ml.

Se estudiarbn también Jos efectos de estos agentes sobre la
proliferacién de fibroblastos gingivales humanos, para lo cual - se adiciond la
toxina en dosis submaxima (10ng/ml} durante 1 hr. Al término se retiré el medio
y se retd hasta completar 24 hrs. con el Iipopo!isacérido a diferentes dosis.

Gréfica 5

La grafica 5 muestra el efecto de la toxina del medio y los
lipopolisacaridos sobre la proliferacion celular. Se encontré que la inhibicion
inducida por los lipopolisacaridos es dependiente del tiempo, y se determiné
que el maximo efecto inhibitorio es a las 24 hrs. de tratamiento con una
adicion de 50 pg/mi.
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11. CONCLUSIONES.

Las bacterias gram negativas y especialmente el Actinobacilius
actinomycetemcomitans poseen factores de virulencia altamente agresivos.

Los LPS son moléculas altamente toxicas, en donde su alto orden
estructural provee a la bacteria de mayor resistencia, aun asi estas moléculas
son susceptibles a fuertes agentes cationicos, inciuyendo lo que ocurre con el
grupo de antibiGticos de la familia de las polimixinas, los detergentes cationicos
y los peptidos cationicos sintéticos. Los complejos de polimixina probablemente
reducen el alto orden molecular de la estructura de los LPS y por lo tanto
desorganizan la membrana extemna y exponen a la bacteria a dafio celular. Se
conocen en este caso € EDTA y ofros agentes quelantes cationicos que son
capaces de ocasionar grandes desordenes en ios LPS,

Los neutrofilos circulantes juegan un papel importante en la defensa del
periodento contra las bacterias gram negativas, incluyendo el A.a. el cual
presenta resistencia a la aniquilacion por medio de la via de complemento y
es capaz de sintetizar toxinas proteicas que actilan como leucotoxinas, pero es
altamente susceptible a la fagositosis y subsecuentemente a la destruccién
celular mediada por neutrofilos.

Se debe recordar que toda forma de tratamiento dental que desee contar
con éxito debe encontrarse soportada en un parodonto saludable. En donde
la mayor importancia no radica en la eliminacion de |a enfermedad, sinc en ia
implementacion de un estricto régimen de salud bucal, basado en técnicas
adecuadas de cepillado y controles frecuentes de placa dentobacteriana que
eviten la aparicion de la enfermedad.
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12. Discusion.

A.a es considerada como una bacteria de gran importancia en el
desarrollo de la periodontitis del adulto y de la periodontitis juvenil focalizada.
De acuerdo a este contexto esta bacteria presenta determinadas propledades
biologicas como leucotoxicidad y efectos tdxicos sobre fibroblastos y células
epiteliales humanas,

Estudios realizados por el grupo del investigador Bartold en la
Universidad de Adelaida en Australia muestran que los [ipopolisacaridos
obtenidos de Salmonella enteritidis producen inhibicion en la sintesis de DNA
de manera dosis dependiente y asi mismo sus efectos varian de acuerdo a la
concentracion de suero bovino fetai utilizada. En este trabajo se encontré que a
la dosis de 0.2% de suero bovino fetal, el tratamiento con 50 pg/ml ded
lipopolisacarido induce la maxima inhibicidn sobre la sintesis de DNA.

En este trabajo se utilizd la preparacion de lipopolisacarido purificado del
microorganismo A.a. Nuestros resultados sugieren que posiblemente la
presencia de factores de crecimiento presentes en el suero bovino fetal sean
capaces de bloquear las acciones inhibitorias sobre la sintesis de DNA en
fibroblastos gingivales humanos fratados con toxinas. En otra serie de
resultados encontramos que los lipopolisacaridos promueven una disminucion
en la sintesis de DNA en el tiempo y que el efecto méximo se determina a las
24 horas de tratamiento.

Encontramos asi mismo que el tratamiento tanto con lipopolisacéridos
junto con la toxina del medio potencializa los efectos inhibitonos sobre la
sintesis de DNA.

Se determind que los lipopolisacaridos actian sobre los fibroblastos
gingivales humanos y participan como un iniciador en el proceso de inflamacién
y destruccidn de tejidos. El mecanismo de accidon de esta endotoxina es pocao
claro pero se ha demostrado que interactlia con los fosfolipidos de las
membranas.

En otra serie de resultados encontramos que Ia toxina obtenida de medio
de cultivo inhibe la proliferacién celular y la sintesis de DNA y junto con el
lipopolisacarido son capaces de alterar la proliferacion celular.

Esto se pone de manifiesto al observar que durante el desarrolio de la
enfermedad pericdontal el proceso de cicatrizacion es lento, debido
posiblemente a que mas de un componente bacteriano impide la salud de
periodonto.
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13. ANEXOS

Anexo |

1. Obtencion de la muestra.

Se introducen en las bolsas periodontales puntas estériles de papel
endodontico del ndmero 30 at 45, dejandolas de 2 a 5 segundos hasta que
absorban una cantidad suficiente de fluido crevicular,

Posteriormente se introducen las puntas en medio de cullivo para
anaerobios Culture Stuart de DIFCO y se transportan hasta el laboratorio,

2. Cultivo primario de la muestra.

Las puntas de papel se homogenizan dentro del medio de transporte. Se
toma un indculo y se siembra en medios de agar sangre y agar chocaolate,
incubandose a 37°C en atmésfera aire/CO 20:1 durante 48 horas.

3. Cultivo secundario.

Se toman las colonias del cultivo primario que se encuentren aisladas y
se procede a sembrarlas en medio TSBV, incubandose a 37°C en atmbsfera
aire/CO 20:1 durante 48- 72 horas.

ANEXOII

Medio Agar sangre.

Base de gg - 7.29 1
jAgua destilada 100m §
Hemoglobina 2% 29 !

Suspender el polve en agua, mezclar y calentar hasta que se disuelva.
Ajustar pH a 6.8. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Dejar enfriar a 20°C
y agregar la hemoglobina. Agitar y colocar en cajas petr.

Instrucciones:
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ANEXO 11

Medio rch

Instrucciones:
Suspender el polvo en agua, mezclar y calentar hasta que se disuelva.

Ajustar pH a 6.8, Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Dejar enfriar a 50°C
y agregar la hemoglobina. Agitar y colocar en cajas petri

ANEXO IV

Agar soya tripticasa adicionado con bacitracina-vancormicina

Agar soya tripticasa 225
Extracto de levadura 05g
IBacitracina ] 375g
§Vancomicina 25¢g
Suero de caballo 50 mi.
Agua bidestilada 500 ml.

Ingtrucciones:

Suspender el agar soya tripticasa y extracto de levadura en el agua,
mezclar y calentar hasta que se disuelva. Ajustar pH a 7.2. Esterilizar a 121°C
durante 15 minutos a 15 lb. Entibiar y agregar bacitracina, vancomicina y
sueyo de caballo. Colocar en cajas petri,
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AnexoV

Tincién de Gram

1. Se coloca en un porta objetos limpio una gota de agua destilada.

2. Setoma una muestra de |la bacteria.

3. Se realiza un frotis y se fija con calor.

4. Se cubre con cristal violeta y se deja 60 segundos.

5. Se escurre y lava con agua.

8. Se cubre el frotis con lugal vy se deja 60 segundos.

7. Se escurre y lava con alcohol acetona 15 segundos y después con agua.
8. Se cubre &l frotis con safranina y se deja 60 segundos.

9. Se escuire, lava y seca al aire.

10.Se observan resultados al microscopio

Anexo Vil

Aisiamiento de lipopolisacarido.

1.- Se realiza un cultivo masivo en 125 mi. de medio liquido de infusidn
cerebro corazén (BHI), inoculando a partir del medic slido de cultivo selectivo.

2.- Al paquete bacteriano se le agregan 4 ml de agua y 4 mi de fenol al 90%.

3.- La mezcla fenol-agua se calientan durante 5 minutos a 68 °C y se agita
durante 15 minutos en el vortex.

4 - Se recupera la fase acuosa (parte superior) y s8 coloca ¢n una bolsa para
didlisis durante 72 horas. La bolsa se coloca en agua desionizada y se realizan
varios cambios hasta que se libera el fenol.

5.- Al término de la didlisis se recupera el contenido de las bolsas y se coloca
en viales. Entonces se ha obtenido el extracto crudo de LPS mas &cidos
nucleicos.

6.- Para la eliminacion de los acidos nucleicos se coloca desoximibonucleasa y
ribonucleasa 20 ul /ml durante 30 min/37°C.
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Anexo VI

DETERMINACION DE PROTEINA POR LOWRY.

MATERIAL

Solucion stock de albamina {(tTmg./ml)

REACTIVQS
A: 2 gr. de Na;CO, en un matraz aforado de 100 ml, aforar a 0.1M con NaOH

B: 2 gr. de tartrato de sodio y potasio dihidratado aforado en 100 ml. de agua
destilada.

C: 1 gr. de sulfato de cobre pentahidratado aforado a 100 ml. de agua
destilada

Mezclar las soluciones B y C. Colocar 0.5 ml. de estd mezcla en 50 mi. de
solucién A. Dejar reposar 10 minutos.

Reactivo de Folin: se diluye 1:3. Se agrega 1 ml. de reactivo de Folin mas 2
ml. de agua destilada. Preparado siempre al momento de usarse.

METODO

La determinacion de la concentracion de proteinas puede hacerse
directamente por la absorcion de luz UV. Una vez obtenidos los valores se
puede construir una curva estandar de color contra la concentracidn de una
proteina conocida. El color de la solucién problema se interpreta utilizando una
curva estandar y et valor de la absorbancia para cada una de las muestras de
lleva a una curva patron para obtener asi la concentracién de las muestras.
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ANEXO VIII

Electroforesis.

Gel separador

IAcriIamida Tris 30 %

[rris15MpHBS8

Agua destilada
SDS10%

{TEMED

IPe;squato de Amonic 10%

Gel concentrador.

FAcrilamida Tris 30 % 1.25ml |

[Tis0.5MpH 6.8 1.8ml_}
Agua destilada 42ml |
SDS 10 % 750 pl.
TEMED

Persulfato de Amonio 10%

Solucién Buffer

ITris 0.5MpH&.8

IsSDS 10%

1Glicerol

Agua destilada
Azul de bromofenol

Solucidn destenidora

IMetanoI 50 %

fAc. acético 10 %

IAgua destilada
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ANEXO IX
TINCION CON PLATA.

1. El gel se lava dos ocasiones con etanol al 10% durante 10 min.y 3
ocasiohes con agua bidestilada durante 10 min.

2. Posteriormente se coloca en solucion de fijadora por 80 segundos y se

procede a un lavado con agua bidestilada.

3. Se tifie por 30 segundos con nitrato de plata al 0.1 %.

4. Serevela con carbonato de sodio al 2.5 %.

5. Se lava con acido acético al 1% .

6. El uliimo lavado se realiza perfectamente con agua bidestilada durante
30 segq.

7. El gel se coloca durante 2 horas a un secador .

8. Se procede a fijar en la solucidn que a continuacion se mencicna.

Solucién fijadora.

Reactivo Cantidad
Carbonato de Sodio 1.0gr.
Ferrocianure de Potasio 0.3gr.
Tiosulfato de Sodio 06gr.
Agua destilada 200 ml.
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