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2. RESUMEN

Las enfermedades bucales en sus diferentes manifestaciones han
hecho padecer a la humanidad desde el principio de la historia.
Actualmente una de las principales causas de pérdida dental en la
poblacién se origina por problemas patolégicos en los tejidos de
soporte dental. Los dafios parodontales son iniciados por un grupo de
infecciones bacterianas, en su mayoria gram-negativas, estos
microorganismos ocasionan la inflamacion de la gingiva y la
destruccion de los tejidos de sostén, vy en muchos casos la pérdida de
hueso alveolar lo que desencadena la exfoliacion de las piezas
dentales.

Para impedir la destruccidn de sus tejidos, la cavidad bucal cuenta con
un sisterma de defensa por medio del cual son controladas la mayoria
de las agresiones externas e internas. Y en los cuales los fibroblastos
gingivales juegan un papel muy importante en la sintesls y
mantenimiento de los componentes del tejido conectivo como
colagena, proteoglucanos, y acido hialurdnico.

La periodontitis es el resultado de la infeccién en el surco gingivial
ocasionado por la placa bacteriana subgingival., Datos recientes
indican que las bacterias Porphyromonas gingivalis y Actinobacillus
actinomycetemcomitans, estan implicadas en la iniciacion y progreso
de la parodontitis. Los lipopolisacaridos son el componente
mayoritario de la membrana externa de las bacterias gram-
negativas. Estas moléculas de la membrana son consideradas como el
factor clave de la patogénesis en los tejidos parodontales. Dentro de
los dafios causados por los lipopolisacaridos se encuentra la
produccidn de especies reactivas del oxigeno, que pueden ser dafiinas
para las células, a pesar de que son las propias céluias las que
sintetizan y desarrollan un sistema de defensa que funciona a través
de enzimas antioxidativas como la Superdxido dismutasa, la Catalasa
y la Glutation peroxidasa, las cuales tienen la caracteristica de poder
controlar las especies reactivas del oxigeno, que se forman durante el
estrés oxidativo.

La finalidad de la investigacion es determinar si los lipopolisacaridos
inducen la expresion o actividad de 1a enzima Superdxido dismutasa
(5.0.D.); en fibroblastos gingivales humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se desarrollaron en cultivos
celulares primarios y fueron expuestos a los efectos tdxicos de
lipopolisacaridos extraidos de Actinobacillus actinomycetemcomitans.
Se realizaron estudios dosis respuesta y curso temporal con la
finalidad de determinar los efectos de los lipopolisacaridos sobre la
actividad de esta enzima. Asi mismo se extrajo el DNA gendmico de
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F.G.H. a fin de determinar si existe dafio en este material genético por
accién de estas endotoxinas bacterianas.

Nuestros resultados indican que el tratamiento con lipopolisacaridos
induce un incremento en la actividad y sintesis de la enzima
superéxido dismutasa. Asi mismo encontramos que el tratamiento con
la endotoxina no produce ruptura del DNA gendémico y por tanto no se
activan procesos de apoptosis por efecto de los lipopolisacaridos,




3. ANTECEDENTES

Es importante conocer los efectos de los lipopolisacaridos en la
produccion de los radicales libres, sobre los fibroblastos gingivales
humanos para asi poder determinar los dafios en la cavidad bucal.
Los radicales libres pueden llegar a producir respuestas bioldgicas
tales como eritema, pigmentacion, carcinogénesis, mutagenicidad y
muerte celular, Las diferentes especies reactivas del oxigeno 4
radicales libres que pueden causar dichos dafios son los siguientes:

¢ Oxigeno libre (0,).

« Radical superéxido (O2).

« Radical Hidroxilo ("OH).

» Peréxido de Hidrégeno (H,0z).

Los lipopolisacdridos juegan también, un papel muy importante en el
proceso de formacidén de los radicales libres, ya que estos representan
la porcion toxica de las bacterias gram negativas, que al entrar en
contacto con la encia generan una reaccion inmune a nivel tisular, lo
cual nos da como consecuencia la formacién de especies reactivas del
oxigeno.

Por otro lado la importancia que tienen los fibroblastos para el sostén
y mantenimiento de las piezas dentales es muy importante pues
tienen wuna capacidad restaurativa (produccién de coldgena,
glucoproteinas, y proteoglucanos) que es vital para la homeostasis
bucal.

Por otra parte los resultados nos indican que los dafios causados por
los radicales libres, (en este caso por el i6n superdxido) sobre los
fibroblastos no causan problemas en el D.N.A. gendémico, lo cual
demuestra que los dafios en las células son particulares de la zona
extracelular.




4. INTRODUCCION

4.1 PARODONTO

El parodonto es el tejido de proteccion, sostén y apoyo del diente; el
cual se compone de las siguientes estructuras (Figura. 1):

» Encia.

. Ligamento periodontal.
. Cemento.

. Hueso alveolar.
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Figural. Estructuras del Parodonto.

Se considera al cemento parte del parodonto, porque junto con el
hueso, sirve de apoyo a las fibras del ligamento periodontal. El
conocer las caracteristicas normales de los tejidos del parodonto, nos
permitird comprender las patologias y los eventos fisiclogicos que lo
afectan.!®? Asi mismo el parodonto esta sujeto durante toda la vida
tanto a variaciones morfologicas y funcionales, como a los cambios
propios de la edad.

A continuacién se describiran las caracteristicas y funciones de las
estructuras parcdoentales.




4.2 ENCIA

La encia es la parte de la membrana de [a mucosa bucal que cubre {0s
procesos alveolares hasta las porciones cervicales de los dientes; se
divide de modo tradicional en encia libre e insertada, esta division es
una linea imaginaria, que va del fondo del surco gingival a la
superficie gingival visible opuesta a él. La encia insertada se extiende
hacia apical y desde este punto hasta la unién mucogingival; apical a
esta linea la mucosa alveolar se continda sin demarcacion en la
membrana mucosa del carrillo, labio y piso de la boca. (Figura. 2}

Figura 2. Relacidn anatémica de la encia normal.®?

Es importante notar que el surco gingival de tejidos disecados, no es
igual al determinado por el sondeado clinico; en dientes erupcionados,
el margen gingival es aproximadamente de 0.5 a 2 mm de la porcién
coronal al cuello. &

En los dientes este margen tiene una terminacién en forma de filo de
cuchillo contra el diente pero redondeado; es frecuente encontrar un
surco superficial entre el margen gingival y la superficie del diente.
Desde el punto de vista clinico un surco sano no excede a los 2 0 3
mm; en todo caso, la profundidad de éste se obtiene midiendo con
una sonda periodontal.



4.3 CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ENCIA SANA

Para su estudio, la encia se ha dividido en tres areas:

» Encia marginal o encia libre,
» Encia insertada.
¥» Encia interdentaria.

4.3.1 ENCIA MARGINAL O LIBRE

La encia marginal o libre es el borde de la encia que rodea a los
dientes a modo de collar (figura 3). Aproximadamente en el 50% de
los casos estd separada de la encia insertada-adyacente por una
depresidn lineal poco profunda, llamada surco gingival, la profundidad
promedio del surco es de 1.8 mm, y de un espesor algo mayor a8 1
mm que generalmente forma la pared blanda del surco gingival, !

La encia marginal consta de un nucleo central de tejido conectivo
cubierto de epitelio escamoso estratificado. El epitelio de la cresta y
de ia superficie externa de la encia marginal es queratinizado,
paraqueratinizade o de los dos tipos, contiene prolongaciones
epiteliales prominentes y continua con el epitelio de la encia
insertada.  El epitelio de la superficie interna estd desprovisto de
prolongaciones de tipo epitelial, no es queratinizado ni
paraqueratinizado y forma el tapiz del surco gingival.*®

4.3.2. SURCO GINGIVAL

El surco gingival es la hendidura 6 espacio poco profundo alrededor
del diente, cuyos limites son, por un lado, la superficie dentaria y, por
otro el epitelic que tapiza la parte libre de la encia tiene forma de vV vy
escasamente permite la entrada de una sonda periodontal. La
determinacion clinica de la profundidad del sSurco gingival es un
pardmetro importante del diagnastico.

Sin embargo en una encia clinicamente sana, puede encontrarse un
surco de cierta profundidad. El parametro clinico utilizado para
determinar !a profundidad del surco es la introduccién de un
instrumento metdlico graduado que mide la distancia que penetra. La




profundidad histolégica de un surco no es exactamente igual a la
profundidad de la penetracion de la sonda. )

4.3.3. ENCIA INSERTADA

La encia insertada es continuacién de la encia marginal. Es firme,
elastica y aparece estrechamente unida al periostio del hueso
alveolar. La superficie vestibular de la encia insertada se extiende
hasta la mucosa alveolar, relativamente laxa y movil, de la cual se
separa por una unién mucogingival (figura 3).

— Surca gingévat
; ENCIA MARGINAL
O UBGRE
Surcy marginal

LENCIA INSERTADA

A 1(_} !

(A \ ‘

|_§-. . = 1 Limita 0 unién mucogingival
i<} \

1 9‘;\

\ L MUCOSA ALVEOLAR

Figura 3. Relacién anatémica de la encia marginal e insertada.®

El ancho de la encia insertada es un parametro clinico importante; se
determina midiendo la distancia entre la unién mucogingival y la
proyeccion de la superficie externa del fondo del surco gingival o de la
bolsa periodontal. No debe confundirse con la anchura de la encia
queratinizada, por que esta Ultima incluye también la encia marginal.

El tamafio de la encia insertada en la zona vestibular difiere en las
distintas areas de la boca. Es generalmente mayor en la region
incisiva (3.5 a 4.5 mm en el maxilar y 3.3 a 3.9 mm en la mandibuia)
y menor en |as regiones posteriores.

Debido a que la unidn mucogingival permanece estacionaria a lo largo

de la vida del adulto, los cambios en el ancho de la encia insertada se

deben a las diferentes posiciones de 1a corona. La anchura de la encia

insertada disminuye con la edad y con la extrusion de los dientes. En

la zona lingual de la mandibula, la encia insertada termina en la unidn
8




con la mucosa alveolar lingual, que continua con la mucosa del piso
de boca. La superficie palatina de la encia insertada del maxilar
superior se une imperceptiblemente con la mucosa palatina,
iguaimente firme y elastica.

4.3.4. ENCIA INTERDENTAL

Es aquella regidn de encia que se sitia en los espacios interdentales,
esto es el drea de contacto entre los dientes.® Puede ser piramidal 6
tener forma de col. En la primera hay una papila con la punta
inmediatamente debajo del punto de contacto; es una depresién
parecida a un valle que conecta a las papilas vestibulares y linguales,
v se adapta al drea de contacto interproximal.

La forma de la encia en un espacio interdental dado, depende del
punto de contacto entre los dos dientes adyacentes y la presencia o
ausencia de recesion.

La superficie vestibular y lingual se afinan en la zona de contacto
interproximal en tanto que las superficies mesial y distal son
ligeramente cOncavas. Los bordes laterales y la punta de las papilas
interdentales, estan formadas por una continuacién de la encia
marginal de los dientes adyacentes. La porcién intermedia, estd
compuesta de encia insertada.™™

4.3.5 CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

. El epitelio de la cavidad bucal es escamoso, estratificado y con varias
capas celulares. Este epitelio estd separado del tejido conectivo por
una membrana basal y formado por cuatro capas celulares bien
diferenciadas: Basal, Espinosa, Granulosa y Cérnea (figura 4).




1Gue-BUnizado) fahe o da?

o o
e he
granus {30 Quoratin rade

Figura 4. Caracteristicas histoldgicas de la encfa bucal. ©

Las células mas profundas tienen forma cuboidal (células basales) y
constituyen el estrato basal. La segunda capa de células, denominado
estrato espinoso, se compone de células poligonales. La capa
granulosa esta formada por células planas con granulos basofilicos
prominentes de queratohialina en el citoplasma. La Ultima capa se
conoce como estrato corneo, puede estar queratinizada (sin nucleos),
paraqueratinizada (con ndcleos), 6 en ambas situaciones. Las células
epiteliales se sintetizan en el estrato basal y migran hacia la
superficie, al tiempo que maodifican gradualmente sus caracteristicas,
este proceso se conoce como queratinizacién.’® Cuando el
componente de queratinizacion celular es grande, esta capa se
engruesa y actia como mecanismo de defensa.®

Las células epiteliales se unen entre si por estructuras que se conocen
como desmosomas o unidn intima. Las células basales se unen a la
membrana basal por hemidesmosomas (figura 5).




Figura 5. Adherencia Epitelial. Izquierda, concepto de Gottlieb de
“adherencia epitelial” ancha y surco gingival de escasa profundidad
(S). La base del surco esta en el nivel mas superficial (coronario) del
epitelio adherido, que segdn la terminologia actual es denominado
epitelio de unién (JE). Derecha, concepto de Waerhaug, de banda
epitelial ancha con surco gingival profundo (S), con base en el nivel
mads apical del epitelio.'®

La union entre el epitelio bucal queratinizado y el tejido conjuntivo
subyacente, suele adoptar una forma ondulada. Las proyecciones de
fas células epiteliales dentro del tejido conjuntivo se conocen como
espigas reticulares. Las proyecciones del tejido conjuntivo se
denominan a su vez, papilas del tejido conjuntivo. Es probable que el
patron alternante entre papilas conjuntivas y espigas reticulares
epiteliales sean las que oterguen a la encia insertada su contextura
puntiforme {piel naranja).®

4.3.6 TEJIDO CONJUNTIVO

El tejido conectivo gingival se conoce también con el nombre de
lamina propia. Es denso y tiene una orientacion funcional compleja, la
cual se desarrolla gradualmente durante la erupciéon dentaria y
presenta algunas fibras eldsticas. La funcion de las fibras es
estabilizar la encia al proceso alveolar vy al diente, por lo tanto
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estabilizar el diente al hueso. Estd formada por una capa papilar
subyacente al epitelio, compuesta por proyecciones y una capa
reticular contigua al periostio del hueso.

4.4 FIBRAS GINGIVALES

En la encia marginal existe una disposicion de las fibras (ligamento
circular) que mantiene el epitelio en intimo contacto con el diente
manteniendo asi el sellado epitelial.

Aunque las fibras gingivales no discurren como unidades aisladas o en
haces de fibras, las direcciones que siguen fundamentalmente dentro
del entrecruzamiento general nos permite diferenciar los siguientes
grupos de fibras:

« Fibras gingivales libres que van desde el cemento hacia la encia
libre.
Fibras papilares; desde el cemento hasta el extremo de la papila.
Fibras transeptales que van interproximalmente de diente a diente,
por encima de la cresta 6sea.
Fibras circulares, rodeando total o parcialmente al diente,
Fibras alveolo-crestales, corren desde el cementc a la cresta
alveoclar.
Fibras gingivocrestales, desde la encia a la cresta alveolar.
Fibras del proceso alveolar desde la lamina basal de |la encia libre e
insertada hasta el proceso alveolar.

« Fibras verticales, mas & menos paralelas al proceso alveolar, sin
orientacién funcional aparente.

* Fibras dento-gingivales orientadas radialmente atraviesan la encia
insertada vestibular. (figura 6)®




Papilas del wjido conjuntivo Surco gingival

Reticuls
i Epitelio del surco bucai
I:uwozti:i::::: [no queratinizade)
Fibfas gingivales circulares Esmalte
- Fibras gingivodantales Dantina
Fig. 18. 8
Lémina propia T .
(capa papilat) =~ ] Epitetio de la unién

{no queratinizado}

Fig. 148,  emmmm—ot=

Lémina propia
{capa reticulac)

Sustancia fundamentsl o—e="" |-

intercelular

Unidn mucogingival \

Fibras de tejido
conjuntivo laxe

Revestimiento de epitelio bucal -
de |a mucosa alvealar (no queratinizado)

Figura 6. Caracteristicas histolégicas de la encia, corte facio-lingual
del tejido parodontai. ®

Los grupos de fibras gingivales se pueden resumir en tres principales:
Grupo gingivodental, grupo circular y grupo transeptal (figura 7 y 8).



Fibras dentogingivales

Fibeas circulares

Fibras transeptales

Fibras dentoperidsticas

Figura 7. Disposicién de fibras del tejido conectivo gingival, @

Las funciones de estas fibras consiste en mantener firmemente
adosado el margen gingival al diente, proporcionar la suficiente
rigidez a las fuerzas de masticacion y unir el margen gingival libre al
cemento radicular y a la encia insertada adyacente.”®? En la figura
anterior (figura 7) se carecterizan las cuatro principales fibras que
forman parte de la encia, es muy interesante ver como las fibras de la
encia estan en contacto, uniendo dientes vecinos. Durante la
enfermedad parodontal estas fibras son deradadas y participan de
manera importante en la estabilidad de las piezas dentales; por la
cual el tener una enfermedad parodontal en un diente ya localizado,
afecta directamente a los dientes que esten colocados de manera

contigua.




PERIOSTIO K TRANSEPTALES

FE DENTOPERIOSTALES

Figura 8. Fibras gingivales y parodontales.®

En la figura 8, se esquematizan los principales grupos de fibras
gingivales y parodontales, asi como su relaciéon anatomica con las
estructuras del parodonto, vista desde varios cortes efectuados en los
dientes posteriores inferiores (segundo premolar, primer molar y

segundo molar).




4.5 CELULAS DEL TEJIDO CONECTIVO

El fibroblasto es el elemento celular predominante en el tejido
conectivo gingival. Entre los haces de fibras se encuentran
abundantes fibroblastos. Cormo sucede en el tejido conectivo de
cualquier otro sector del organismo, los fibroblastos sintetizan y
secretan las fibras colagenas, asi como elastina, proteinas
colagenasas, glucoproteinas colagenasas, glucoproteinas y glucosa-
aminoglucanos. La renovacion de las fibras colagenas y otros
componentes quimicos, asi como su degradacién, son reguladas por
los fibrobiastos (figura 9). Estos también regulan la cicatrizacion de
heridas después de intervenciones quirdrgicas, traumatismo ¢ como
resultado de un proceso patoldgico.

En encias aparentemente normales, podemos encontrar, leucocitos y
células plasmadticas en el tejido conectivo. Los mastocitos estdn
distribuidos por todo el -organismo y son abundantes también en el
tejido conectivo de la mucosa bucal y la encia. En una encia
clinicamente normal, se encuentran pequedos focos de células
plasmaticas y linfocitos en el tejide conectivo cerca de la base del
surco. Los neutrdfilos pueden observarse en alto nimero, tanto en el
tejido conectivo gingival como en el surco. Estas células inflamatorias
estan normalmente presentes en pequeias cantidades de las encias
clinicamente sanas.

Figura 9. Microscopia electrénica de transmisién de un fibroblasto
gingival humano procesado en el laboratorio de bioquimica de ta
facultad de Odontologia.



4.6 VASCULARIZACION

La vascularizacién de la encia proviene de: 1. Arteriolas
supraperiosticas a lo largo de las superficies vestibulares y linguales
2. Vasos del ligamento periodontal 3. Arteriolas que llegan al tabique
interdental como se muestra en la figura 10.®
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Figura 10. Vascularizacién del tejido periodontal. &



4.7 INERVACION

La inervacion de encia procede de las ramas maxilar y mandibular del
nervio trigémino, La encia vestibular de los dientes posteriores vy
superiores es inervada por el nervio alveolar superior, mientras que la
cara facial de los incisivos vy caninos superiores |lo es por la rama
labial del nervio infraorbitario. El nervio nasopalatino inerva la encia
palatina de los dientes anteriores y posteriores, mientras que el
nervio palatino anterior inerva los dientes posteriores y superiores. La
encia vestibular de los molares y premolares inferiores es inervada
por el nervio vestibular largo, en tanto que la encia anterior de los
dientes anteriores es inervada por el nervio mentoniano. La encia
lingual de todos los dientes inferiores es inervada por el nervio

tingual.®



4.8 CRITERIOS CLINICOS DE LA ENCIA NORMAL

« COLOR. El color de una encia sana es por lo regular rosa palido 0
coral; el aspecto rosa palido se compara al rojo de la mucosa bucal
que se debe al grosor y estado queratinizado de la superficie del
epitelio. El color se puede modificar por la presencia de
pigmentacion en personas de color oscuro y por el flujo sanguineo a
través de los tejidos.

e SUPERFICIE. La superficie de la encia en seco debe ser rugosa y
granulada, presenta una superficie irregular, con puntilleo que
parece cascara de naranja, el grado de puntilleo varia de manera
considerable dentro de la clasificacidn normal.

» FORMA, La forma de la encia depende del contorno y tamafo de
las areas interdentales, las cuales a su vez dependen de la forma, y
posicién del diente. La punta de la papila gingival es la parte mas
incisal u oclusal de fa encia. El margen gingival es delgado tiene
una terminacién contra el diente en forma de filo de cuchillo y en la
mayor parte de los dientes es recortado.

» CONSISTENCIA. A la palpacion con un instrumento romo, la encia
debe ser firme, reluciente y adherida a los tejidos subyacentes; la
encia marginal, aunque es movible, tiene que estar fija a la
superficie del diente.®®
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4.9 CEMENTO

Es el tejido mesenquimatoso caicificado que forma la capa externa de
la raiz dentaria. Carece de inervacién, aporte sanguineo directo y
drenaje linfatico. Cubre 1a totalidad de la superficie radicular y en
ocasiones parte de la corona de los dientes. No es tan duro como fa
dentina pero tiene las mismas cacteristicas minerales y cristalinas que
el hueso y la dentina.

4.9.1 HISTOLOGIA

Existen dos formas principales de cemento en la raiz: cemento
acelular o primario y celular o secundario. Ambos se caracterizan por
presentar una matriz interfibritar y fibrillas colagenas.

Cemento acelular. Suele ser la primera capa depositada y por lo
tanto se encuentra inmediatamente adyacente a la dentina.
Predomina en la regién cervical aunque puede cubrir la raiz entera.
Cemento celular. Este cemento por el contrario cubre las regiones
media y apical de la raiz dentaria.

Ambos tipos de cemento se distribuyen en forma laminada separados
por lineas paralelas a lo largo de la raiz del diente. La estructura de
cemento celular es similar a la del acelular, salvo por la presencia de
cementoblastos atrapados. Estas células se encuentran localizadas en
lagunas 6 pueden extender sus terminaciones citoplasmaticas a través
de conductos o canalillos. Después de su incorporacion al cemento se
llaman cementocitos.

4.9.2 FUNCIONES DEL CEMENTO

La funcion del cemento es transmitir las fuerzas oclusales al
ligamento periodontal. Existe un alte nivel de renovacion en los
cementoblastos asi como en las fibras caldgenas cercanas al cemento,
asi pues, el cemento esta en continuo cambio formativo con periodos
de reparacién y de reabsorcidn alternantes. El trauma ociusal puede
llevar a la reabsorcion del cemento.

La reabsorcién cementaria también se puede producir por

movimientos ortodénticos, quistes, tumores, dientes sin antagonistas
{sin funcidn) asi como enfermedades parodontales y periapicaies,
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4.10 HUESO ALVEOLAR

El hueso alveolar forma y sostiene los alveolos dentarios (figura 11).
Esta compuesto por la pared interna del alveolo, la lamina cribiforme
formada por hueso compacto, e} hueso de sostén, formado por hueso
esponjoso trabecular y por las tabias vestibular y palatina.

Figura 11. Hueso alveolar. ©®

El contorno 6seo se adapta a la prominencia de las raices. La altura v
el espesor de las tablas vestibular y lingual estan en relacion, con la
angulacién de la raiz en relacién al hueso y con 1as fuerzas oclusales.
Debido a {a angulacién radicular y al espesor minimo del hueso , en
ocasiones la raiz queda cubierta por periostio y encia. Cuando el
margen se encuentra intacto, estas zonas se denominan
fenestraciones (ventana con una porcién de raiz expuesta a la encia)
y dehisencias cuando en margen ha desaparecido.
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El hueso alveolar se compone de la matriz calcificada y de los
osteocitos encerrados en cavidades o lagunas. Estos envian una serie
de prolongaciones o ramificaciones a través de los canaliculos, que
forman una red que se anastomosa y entrecuza. Estas células tienen
una gran importancia comeo transportador de oxigeno y nutrientes
desde el sistema wvascular hasta el entorno celular, eliminando
también las sustancias metabdlicas. Et equilibrio entre aposicion 0sea
(producida por los osteoblastos) y la reasorcidn dsea (producida por
los oste(g;:iastos) interviene en la remodelacion det hueso durante toda
la vida.
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4.11 ENFERMEDAD PARODONTAL

4.11.1 ETIOLOGIA

La enfermedad periodontal comprende un grupo de transtornos
diferentes, todos los cuales afectan las estructuras de sostén de los
dientes y pueden dar por resultado la pérdida dental.

Los efectos lesivos de los irritantes locales como la placa bacteriana
promueven en una primera fase a la gingivitis, y si ésta evoluciona,
una periodontitis.

La gingivitis se caracteriza por:

. Cambio de coloracién en la encia a una tonalidad mas rojiza.

. Cambio en la consistencia, textura y forma de la encia.

. Presencia de hemorragia.

. Presencia de exudado.

. No existe migracién de l2 adherencia epitelial. Es decir no hay
bolsas.®

NhWNE

Gingivitis y parodontitis son enfermedades inflamatorias de origen
bacteriano. La gingivitis puede mantenerse durante muchos afios sin
dar lugar a una periodonitis. Es reversible con una buena higiene
bucal junto a la eliminacién consecuente de la placa y de los célculos
dentales.

La etiologia de la periodontitis no estd aclarada por completo. Los
criterios  decisivos parecen ser la patogenicidad de los
microorgnismos, su disposicién para penetrar en los tejidos y la
respuesta diversa del huésped a la infeccidn. Incluso con tratamiento
la reversibilidad de una periodontitis es limitada (nueva formacién
dsea, reinsercién e insercién), sin que vuelva a alcanzarse nunca el
tejido original.® Cuadro I.
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Cuadro 1. BACTERIAS ~ DEFENSA DEL HUESPED

Bacterias.

<>  Defensa del Huésped.

Productos bacterianos.
- Antigeno mitogeno.
- Enzima.

- Toxina.

Defensa del huésped positiva.
- Exudacion.

-Infiltracion.

-Defensa inmunoldgica.

- (Funci6n normal)
Invasion bacteriana, infeccidn.
Defensa del huésped defectuosa o debilitada.
Cantidad y composicidn bacteriana.
- Magnitud de la placa (cantidad e
higiene bucal).

-Composicién de la placa.

{calidad, patogenicidad).

- Retencion de la placa, hendiduras
naturales € iatrogenias.

- Defecto de los leucocitos.

- Defecto inmunitario.

- Enfermedades sistémicas.

- Transtornos funcionales, traumatismos
oclusales.

Cuadro 1. Mecanismos de interacidn bacteria-huésped. Se muestra la
capacidad de las bacterias, para penetrar en los tejidos, la cantidad vy
composicidn asi como sus productos metabélicos, por una parte, y 1a defensa
del huésped (resistencia), por la otra, determinan el grado de la gravedad de
una gingivitis, la formacién de una periodontitis, o que no es menos
importante, la velocidad de la destruccién periodontal

La ausencia total de placa en la cavidad bucal no es alcanzable; se
trata de una ilusiéon que no tiene una base fisioldgica. Sin embargo es
posible el mantenimiento sano de la encia y del parodonto cuando la
cantidad de placa es pequefia, la virulencia de las bacterias reducida y
los sistemas defensivos del huésped positivos.

Los productos bacterianos mas importantes que dan lugar a la
inflamacién y a la destruccién, son las quimiotoxinas, los antigenos y
los mitégenos. Cuando las bacterias entran directamente en los
tejidos (invasidn), se habla de una auténtica infeccion.
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Posiblemente ias enzimas bacterianas y las diversas toxinas pueden
dafiar el parodonto debilitdndolo, sin necesidad de uma respuesta
fisiolégica por parte del huésped. En los tejidos han sido encontradas
hialuronidasas, condrihitin-sulfatasas, enzimas proteoliticas, asi como
citotoxinas en forma de acidos organicos, amoniaco, sulfhidrico y
endotoxinas (L.P.S.) de origen bacteriano.®
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4.12 PLACA DENTAL

Ei término placa dental bacteriana o placa dental es muy antiguo, ya
que fue utilizado por Black en 1898 para describir la masa de
microorganismos que se presentaban en las cavidades de las caries.
Se trata de un material blando y adherente al diente, compuesto por
microorganismos y sus productos bacterianos y que no es facilmente
eliminado en enjuagatorios con agua. Las bacterias se encuentran
unidas entre si por una sustancia intermicrobiana. Es el primer agente
etiolégico de la gingivitis y parodontitis. Los factores sistémicos
anulan la respuesta del tejido a los factores locales, de aqui, que si al
acomulo de la placa bacteriana se le afiaden los factores generzles
(hematoldgicos, diabetes, etc.), el problema se va agravando Cuadro
II.

La placa es necesaria para iniciar y desarrollar la enfermedad, aunque
una pequefia cantidad de placa, sin embargo puede ser mantenida
dentro del equilibrio de la agresién y la defensa del huésped. Este
equilibric se puede romper por un aumento de la cantidad de la
misma, de la virulencia de las bacterias 6 por una disminucién de las
defensas del sujeto. La explicacién de esto se ve claramente en el
esquema en que este equilibrio es roto por los factores que amenazan
esta agresidn como lo son el calculo, la mala odontologia (iatrogenia),
la impactacién de alimentos o la respiracién bucal. El problema radica
en la disminucién de las defensas por factores de tipo general como
una diabetes, una leucemia, alteraciones nutritivas 6 trauma de la
oclusién.®
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Cuadro II. FACTORES ETIOLOGICOS DE LA GINGIVITIS Y
PERIODONTITIS, &

Placa bacteriana
N

Bacterias y prodictos bacterianos

Inflamacidn
v N
Fase de fluido Fase celular
N (4

Fase inmtinolégica
GINGIVITIS
¥ > Factor tiempo

PERIODONTITIS

4.12.1 CLASIFICACION DE PLACA DENTAL

La placa dentobacteriana se clasifica como placa supragingival v placa
subgingival de acuerdo con su localizacién; la primera se refiere a
aquellas agresiones microbianas que se encuentran en las superficies
dentailes; sin embargo, es posible que se extiendan en el fondo del
surco gingival donde estan en contacto inmediato con la encia
marginal,

4.12.1.1 Placa supragingival. La placa supragingival se detecta a
simple vista cuando alcanza un cierto grosor, esto sucede en uno o
dos dias; en aquellos sitios donde no se remueve de manera
intencional, por fuerzas de masticacion u otras funciones vitales. Es
amarilia 6 blanquecina y tiene mayor grosor a lo largo dei tercio
gingival del diente y las areas interproximales, cuando es muy
deigada para detectar su presencia, se determina con el uso de una
solucién reveladora como la eritrosina, 6 al raspar la superficie dental
con una sonda O cureta. Se encuentra en el tercio gingival de la
corona, area que por lo regular carece de autoclisis; la abrasién que
produce la comida, la higiene bucal y la masticacion normal es por lo
regular suficiente para prevenir depdsitos importantes de placa en las
superficies lisas y los dos tercios oclusales de las dreas vestibular y
lingual de la corona; por el contrario, las zonas interproximales
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acumulan placa, ya que no tienen autoclisis y son de dificil alcance
para el cepillo dental. Los depdsitos de placa se presentan, en
fisuras, fosas e irreqularidades de las superficies oclusales,
fluctuaciones y grietas de las superficies lisas de la corona; se forma
con facilidad en dispositivos ortoddnticos, asi como en todo tipo de
restauraciones figura 12. @

Sobre un diente totalmente limpio se acumula en un tiempo de
minutos a horas una capa de 0.1-0.8 um de grosor {cuticula del
esmalte), formada por glucoproteinas de la saliva. Sobre esta capa se
establecen en las primeras 24 horas colonias de bacterias
predominantemente grampositivas (Streptococcus sp., Actinomyces
sp.). En los dias siguientes continua el crecimiento de la placa con el
asiento de cocos gram-negativos, asi como fusoespirilares
grampositivos y gram-negativos. A las tres semanas se observa,
especialmente en la proximidad del borde de la encia un marcado
aumento-de fusiformes. Por efecto de la liberacidn de sustancias, la
flora bacteriana provoca en el tejido una fuerte migracién de los
leucocitos PMN y una exudacién en el sufcus (barrera leucocitaria
contra las bacterias). Con la aparicion de la gingivitis se debilita el
epitelio de unién, por lo que las bacterias pueden penetrar en la
region subgingival entre el diente y el epitelio de {a bolsa gingival
(figura 12). ©

Figural2. Primera reaccion del huésped a fa placa (gram-positivo y
gram-negativo). Migracién de los granulocitos polimorfonucleares,
dirigidos quimiotacticamente y formacién de una barrera leucocitaria.
(3

4.12.1.2 Placa subgingival. La placa subgingival es aquelia
agregacion bacteriana que se encuentran por completo dentro del
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surco gingival & bolsas parodontales, y se compeonen de bacterias
ordenadas en capas 6 zonas de placas adheridas a la superficie dental
y otras en la interfase del tejido, algunas mas se adhieren al
revestimento epitelial de la bolsa, asi que resisten la remocion con el
flujo de! liquido gingival. También hay agregaciones de bacterias que
representan una forma de placa dental en los surcos vy las fisuras de la
corona del diente; es probable que estén relacionadas con la caries en
estos sitios; tambien se acumulan alrededor de restauraciones
dentales y en todos los aparatos protésicos y ortodonticos colocados
en la cavidad bucal (figura 13).

=l

Figura 13. Placa subgingival en el exudado de la bolsa se perciben
grandes colecciones sueltas de bacterias anaerobias gram-negativas.
Se encuentran también formaciones de filamentos similares a
escobillas.®

Subgingivalmente se puede distinguir entre una placa adherente vy no
adherente (figura 13). Sobre la superficie de la raiz del diente se
deposita una capa adherente-de grosor variable, compacta, similar a
la de la gingivitis y compuesta de cocos grampositivos y sobretodo
fusiformes y de diversos tipos de Actinomices. Esta placa adherente
puede calcificarse (cdléulo subgingival).

Adosadas al tejido blando de la bolsa se encuentran colecciones
sueltas de bacterias (swimmers), que -se componen casi
exclusivamente de anaerobios gramnegativos: cocos, espiroquetas y
espirilos (Bacteroides sp; en particular Bacteroides gingivalis). Estos
anaerobios patégenos y gramnegativos, en parte moviles y no
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adherentes, proliferan fuertemente en las fases agudas y parece que

desempefian un papel importante en la progresién de (a periodontitis.
T

4.12.2 CALCULO DENTAL

La mineralizacién de la placa dental para formar calculo se produce in
vivo, pero no es necesaria la presencia de los microorganismos; por 1o
menos se ha informado de una estructura cristalina blanca. Sin
embargo seria un error considerar la formacién de tartaro como
independiente de la presencia de la actividad metabdlica de los
microorganismos de la placa.

4.12.2.1 Composiciébn. La composicion del célculo varia
considerablemente entre los individuos y dentro de un mismo
individuo. El contenido organico constituye aproximadamente el 12 %
del céalculo e incluye proteinas, hidratos de carbono, lipidos y varios
tipos de microorganismos no vitales, especialmente del tipo
filamentoso como el Leptothirex. El componente organico principal es
el fosfato de calcio, que estd presente como material amorfo y en
forma cristalina. Las formas cristalinas incluyen: hidroxiapatita,
aproximadamente un 20 %; fosfato octacalcico, aproximadamente un
50 %. La bruxita, la whitlockita y el magnesio constituyen el
porcentaje restante, (!

4.13 INFECCION

En las periodontitis, que presentan un curse rapido y progresivo asi
como en las juveniles, las bacterias atraviesan [as bolsas epiteliales y
penetran en el tejido conjuntivo subepitelial; generalmente esto
ccurre s6lo en la profundidad de las bolsas, en donde pueden sortear
el infiltrado masivo de células redondas, situade marginalmente. Lo
mas probable es que estas bacterias produzcan sustancias
(leucotoxinas) para su camufiaje, con las cuales al principio engaian
6 paralizan el tropismo quimiotactico en las células fagocitarias
(leucocitos PMN). Finalmente los Invasores son reconocldos vy
destruidos por el sistema defensivo. En el caso de una invasién por un
namero poco elevado se forman las micronecrosis, mientras que en
las invasiones masivas quedan construidos abscesos supurantes con
drenaje externo. (Cuadro III)
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No esta claro si las lesiones histicas resultantes son consecuencia
directa de la citotoxicidad bacteriana 6 se deben a reacciones
secundarias (hiperreacciones) del sistema inmunitario del huésped ¢

Cuadro I1I. CURSO ETIOLOGICO DE LA INFECCION PARODONTAL.®

BACTERIAS
GINGIVITIS
v

PERIODq'C’)N [1TIS

BOLSA PA&ODONTAL

PLACA BACTERIANA
SuU BGI&GIVAL

CRECIMIENTO DE
BACTERIAS MQS AGRESIVAS

ACCION PATOGENA '
BACTERIANA DIRECTA 9 INVASION

BACTERIANA
MICROABSCESQOS
MICROULCERACIONES
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4.14 CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES
PARODONTALES

A través de los afios se crearon diferentes sistemas de clasificacion
para organizar y dar nombre a los diversos transtornos y entidades
patolégicas parodontales. A pesar de que las clasificaciones vigentes
revelan informacion y conocimientos actuales, que describen la
respuesta sistémica, microbiolégica, radiografica y clinica del huésped
respecto a la enfermedad, otras mas definitivas las reemplazaran una
vez que se comprenda por completo la etiologia de las alteraciones y
sus diversos padecimientos.

Figura 14. Proceso de migracion de la encia (formacién de bolsas
parodontales).

La gingivitis y la periodontitis son enfermedades que pueden ¢ontraer
personas aparentemente sanas; son los transtornos parodeontales mas
frecuentes. La primera es un proceso inflamatorio de la encia, en el
cual, el epitelio de unién, aungue es modificado por la enfermedad, se
une al diente en su nivel original; la porcidon mas apical del epitelio de
unién se localiza en el esmalte, 6 cerca de la unién cemento-esmalte.
Se habla de periodontitis cuando se pierde tanto la insercion del
ligamento pericdontal, como el soporte éseo alveolar (figura 14), A
esto se vincula la migracién apical del epitelio de unién sobre la
superficie radicular. La periodontitis se define como la migracién del
epitelio de unién hacia apical de la unién cemento- esmalte.‘?
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4.14.1 Gingivitis marginal aguda. Aparece como la primera
respuesta a la presencia de la placa bacteriana a nivel del margen
gingival, con un cambio de coloracidon mas intenso, hemorragia y
aumento del exudado. Este proceso patologico es en la primera fase,
practicamente intrascendente y el paciente no acude a la clinica, y sin
embargo, es en ese momento cuando las medidas de higiene y control
de placa pueden llevar a una desaparicion total de todo el proceso en
muy pocos dias. Si todo va evolucionando por que la presencia de la
placa persiste llegamos a la gingivitis marginal cronica.

4.14.2 Gingivitis marginal cronica. La encia presenta las mismas
alteraciones ya comentadas anteriormente como lo es el cambio de
color, forma, consistencia, textura, etc. La mala higiene del paciente
favorece que el proceso siga avanzando y la hemorragia gingival sea
mayor.

Ei cdlculo no se suele presentar en el joven, aungque va en la pubertad
se puede empezar a observar.

4.14.3 Gingivitis de la erupcion dentaria. En el momento de la
erupcion dentaria es frecuente ver ciertos fendmenos de gingivitis
asociadas con la erupcién dental. La erupcion por st misma no provoca
gingivitis sino que las alteraciones inflamatorias por la placa pueden
acentuar la gingivitis alrededor de estos dientes. Con una higiene
correcta se puede llegar a corregir este problema.

4.14.4 Gingivitis de la maloclusion. Dientes con malposiciones
dentarias, falta de alineacién en la arcada 6 con caries, pueden
facilitar el acimulo de la placa bacteriana y producir una gingivitis
gue no esta relacionada directamente con esta patologia, sino con la
mala higiene de estos pacientes. La masticacion unilateral puede
agravar estas manifestaciones.

En esencia, la gingivitis producida por la placa es avanzada en estos
pacientes por la malociusion, sobremordida, falta de alineacion de los
dientes, respiracion bucal, etc. €s necesaric proceder a las medidas de
higiene bucal y a solucionar estos factores modificantes que forman el
acumulo de la placa.

4.14.5 Recesion gingival. Se ve frecuentemente en los nifios y

muchas veces es debido a una posicion inadecuada de un diente en la

arcada lo que facilita una recesion gingival localizada. Se presenta en
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los dientes inferiores, generalmente, cuando estan en posicion labial
o inclinados. A veces también la presencia de frenillos o una encia
insertada demasiado estrecha puede colaborar a facilitar la presencia
de la placa en estas regiones. Se deben corregir estos factores y
reinstaurar las medidas de higiene bucal.

4.14.6 Infeccion gingival aguda. Lo mas frecuente es Ia
gingivoestomatitis herpética aguda producida por el virus del herpes
simple y se presenta en lactantes y nifios menores de seis afos,
también se presenta en adolescentes y adultos.

Generalmente, las infecciones bacterianas complican el cuadro clinico
y dan unas caracteristicas en las cuales la encia eritematosa vy
brillante de la mucosa adyacente se caracteriza fundamentalmente
por la presencia de vesiculas pequefias esféricas que se localizan en
cualquier regidn de la mucosa bucal, en especial en la regién gingival.
A las 24 horas la mucosa se rompe, dando lugar a pequefas
ulceraciones dolorosas con bordes rojo y una region central hundida
amarillenta o blanco-grisacea. La manifestacion tipica tiene una
duracion de entre siete y diez dias. No quedan cicatrices después de la
curacion de las ulceras. Hay fiebre, malestar general y la encia
marginal es edematosa y hemorragica. El paciente refiere dolor e
imposibilidad de masticacién y deglucién,

4.14.7 Gingivitis llcero necrosante aguda. Conocida también
como estormnatitis vesiculo membranosa, ulcerosa o boca de trinchera.
La incidencia es principalmente en personas jévenes entre los 18 y
30 afios de edad.”™ La gingivitis ulcerosa es una inflamacién de la
encia, aguda, dolorosa, necrosante y rapidamente progresiva, que
puede evolucionar a un estadio subagudo é crénico. Sin tratamiento,
en la mayoria de los casos evoluciona rapidamente a una periodontitis
ulcerosa. La enfermedad aparece rara vez de forma generalizada vy
con la misma intensidad en toda la dentadura; puede estar muy
avanzada en algunos dientes anteriores, mientras que en los
premolares o molares vecinos no aparece 6 solo se hace en forma
discreta (0 a la inversa). No aparece clara la razén de esta
presentaciéon irregular. Generalmente, la gingivitis ulcerosa sdlo
muestra botsas de pequefia profundidad, dado que, al mismo tiempo
que se produce la pérdida de insercidn, necrotizando la encia y
destruyéndola. Séfo raras veces y en casos graves, se encuentran
ulceraciones por contagio de la mucosa.

Junto con la gingivitis simple, la gingivitis ulcerosa es la enfermedad

mas frecuente en las encias. Los factores locales son la mala higiene

oral, proliferacién de espiroquetas, bacteroides y bacterias fusiformes
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en la placa, recovecos marginales y tabaquismo. Asi como el estado
general, agotamiento, estrés, edad.

El curso clinico es agudo y las papilas atacadas pueden quedar
destruidas por la uceracidon en unos dias. También sin tratamiento -
puede pasar de la fase aguda a un estadio mas cronico a causa de una
mejora de la resistencia, o de un tratamiento instaurado por el
paciente mismo. La gingivitis ulcerosa no tratada recidiva
frecuentemente y puede evolucionar a una periodontitis ulcerosa con
pérdida del hueso alveolar especialmente en la regidn interdental.*®* A
veces, las lesiones pueden llegar a la region amigdalar y originar una
gran halitosis, adenopatias regionales, cervicales y febricula. Los
sintomas son:

Hemorragia.
Ulceracion.

Dolor.
Seudomembrana.
Comienzo brusco.
Adenopatias.

Mal estado general.
Halitosis.

Febricula.

4.14.8 Hipertrofia gingival. Se trata de un aumento de tamafio de
la encia, puede ser generalizado a una regién extensa de la boca o
bien localizado a un area especifica.

+ Inflamatorio. Es debido a la presencia de la placa bacteriana y se
localiza en una papila 6 en la encia marginal. Hay que diferenciarla
del absceso gingival en el que se trata de un acdmulo de pus en la
regién gingival de forma aguda.

« El tipo no inflamatorio. Se presenta generalmente en aquellos
pacientes epilépticos que toman ciertos compuestos como Delantina
{difenil hidantoinato sédico) que provoca un aumento del tamafio
de la encia, de tipo generalizado y que puede llegar a cubrir todas
ias coronas 0 parte de ellas. El tratamiento es quirlrgico y un
estricto control de placa.

« El tipo hereditario 6 familiar. Es raro y no se sabe a que se debe.
La encia hipertréfica es dura vy fibrosa.

+ En el embarazo. Puede aparecer también una hipertrofia gingival
que a veces puede estar localizada en un area especifica como es
una papila interdental y que entonces recibe el nombre de tumor
del embarazo. A veces desaparece espontaneamente después del
parto por lo que el tratamiento quirdrgico si se hace, se debe
posponer a este periodo.
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4.14.9 Periocoronitis. La periocoronitis se presenta alrededor de la
encia que cubre a la corona de un diente en erupcion y es mas
frecuente a nivel de tercer molar. Esto facilita que el capuchén de
encia sobre la corona almacene residuos alimentarios y placa
bacteriana que perpetta la infeccién. Es un foco que se debe eliminar
quirdrgicamente con la extraccién del cordal (foliculo) incluido.
Retener este foco va a significar el mantenimiento de un factor
patologico local con todas las complicaciones que ello conlleva. :

4.14.10 Gingivitis descamativa crénica. Se trata de un cuadro raro
que aparece generalmente en mujeres alrededor de la menopausia.
Se caracteriza por una encia rojiza, edematosa, brillante, dolorosa,
especialmente con la masticacién de alimentos excesivamente
condimentados. El simple contacto con el agua, o con un spray de aire
es doloroso y sangrante. El tratamiento es a base de profilaxis,
raspados y alisados asi como la aplicacion de corticoides por via oral y
local. Cuadro IV.®
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Cuadro IV. ENFERMEDADES Y TRANSTORNOS GINGIVALES

A. Gingivitis. .
1. Gingivitis marginal.
2. Gingivitis Ulcero-necrosante aguda.

B. Gingivitis y otras alteraciones gingivales relacionadas con complicaciones
sistémicas.
1. Alteraciones gingivales relacionadas con hormonas sexuales.
a. Gingivitis del embarazo.
b. Gingivitis relacionada con anticonceptivos bucales.
¢. Gingivitis relacionadas con otras alteraciones hormonales (ovarios
peliquisticos, pubertad y menopausia).
2. Alteraciones gingivales relacionadas con enfermedades de la piel y
membranas mucosas.
. Pénfigurao.
. Penfiguraoide cicatrizal.
. Pénfigurao buioso.
. Liquen plano.
. Psoriasis.
. Gingivitis descamativa.
. Lupus eritematoso.
. Eritema multiforme.
Fibromatosis gingival idiopatica.
. Estomatitis aftosa recurrente.
. Gingivitis en padecimientos sistemicos generalizados.,
. Leucemia aguda.
. Trombocitopenia.
. Hemofilia.
. Sindrome Sturge-Weber.
. Granulomatosis de Wegener.
Esclerosis.
. Hipoadrenocorticismo.
. Deficiencia de vitamina C.
S.LLD.A.
. Sarcoidosis.
. Gingivostomatitis infecciosa.
. Gingivoestomatitis herpética.
. Herpes zoster.
. Herpangina.
. Sifilis.
. Candidiasis.
. Actinomicosis.
. Histoplasmosis.

O ™o oaonNngoo AT IJTTXOmTOONTN WSO MO0 DTR
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5. Alteraciones gingivales relacionadas con el consume de farmacos,
a. Tratamientos sistémicos.

i. Fenitoina (Dilantin).

ii. Valproato sodico.

iii. Ciclosporina.

iv. Dehidropiridinas: nifedipina {Procardia) y nitrendipina.

b. Compuestos con efectos locales.

i. Compuestos causticos.

ii.Metales pesados.

C. Transtornos gingivales diversos.

. Quistes gingivales.

. Fistulas gingivales.

. Neoplasias.

. Hendiduras gingivales.

. Recesidn gingival.

. Franillo atipico o ligamentos musculares.
. Epulis o granuloma piégeno gingival.

. Abscesos gingivales.

WD WA

Cuadro VI. Se presentan las enfermedades y transtornos gingivales
muchos de los cuales se especifican en hojas anteriores. ¥
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4.15 PERIODONTITIS

La parodontitis es el resultado del progreso inflamatorio de la gingiva a
las estructuras del parodonto. Como consecuencia de este dafic se da la
reabsorcion del hueso alveolar y la pérdida de unién, seguida por la
formacion de bolsas parodontales, *2

La caracteristica mas clara para distinguir una gingivitis de una
parodontitis es la pérdida de la union del tejido conectivo con el hueso y
la formacién de una bolsa parodontal con migracién apical del epitelio de
unién. Una consecuencia de esta migracién es que el epitetio de union
llega hasta la raiz del diente, y la pared externa de ia bolsa es cubierta
por un epitelic que es Hamado epitelio de la holsa. Los estadios iniciales
de la periodontitis son facilmente detectables mediante microscopia,
pero dificiles de detectar clinicamente.

El tejido conectivo cambia sus caracteristicas en la gingivitis. El proceso
primeramente afecta las fibras dentogingivales y dentoperidsticas, para
después afectar las fibras del ligamento periodontal. La pérdida del
tejido conectivo en la superficie de unién con la raiz es irreversible
porque el epitelio de la bolsa, entre el cemento vy el tejido conectivo
impide la reinsercion de las fibras coldgeno en su superficie.

Por debajo de la bolsa parodental se encuentra una poblacion de
neutrofilos, macréfagos, linfocitos y células plasmaticas infiltradas en el
area. El infiltrado generalmente se extiende desde la bolsa hasta la
cresta del hueso alveolar sufriendo resorcidn por parte de los
osteoclastos.

La patologia puede no presentar un cambio en la poblacién de las
células inflamatorias. Pequefas cantidades de ciertos linfocitos T,
macrdfagos y monocitos. Algunos expertos profundizan en los efectos de
otros tipos de citoquinas. Algunas de estas citoquinas incluyen IL-1,
TNF, e IL-6.0%

La periodontitis se desarrolla por lo regular a partir de la gingivitis; sin
embargo, no todas las gingivitis dan lugar a una periodontitis. La
cantidad de virulencia de los microorganismos (patdgenos) por una
parte, y los factores de resistencia del huésped (estado inmunoldgico),
por otra, son decisivos en la actividad inflamatoria y en ia progresion de
la destruccion periodontal. Con una higiene bucal meticulosa
(eliminacion de placa y calculos) puede prevenirse casi siempre una
periodontitis.®
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El propdsito de la clasificacion es proporcionar una base actualizada
de la terminologia utit en la comunicacién entre profesionales,
pacientes y personas relacionadas con la rama. Para o cual se han
clasificado diferentes tipos de parodontitis. @

4.15.1 Periodontitis crénica habitual. Es el clasico cuadro clinico
que se presenta en el adulto a partir de los cuarenta afos de edad y
que no ha realizado unas medidas correctas de higiene bucal.

En una préxima etapa aparece el cambio de coloracion, textura,
consistencia, forma vy pérdida de adaptacién de la encia, hemorragia
espontanea por el cepillado, el sondaje y presencia de exudado.
Posteriormente aparece la bolsa periodontal, movilidad, furcaciones,
migracién dentaria y diastemas.

El cuadro va avanzando lenta y progresivamente aun cuando se
intercalan episodios de actividad y de reposo en funcién de la
capacidad invasora de los gérmenes y de la respuesta del huésped.

Si el proceso no se detiene, la pérdida de insercién y estructura es tan
intensa que el diente se exfolia. Todo esto se puede prevenir evitando
el acimulo de la placa e instaurando las medidas de higiene bucal.

4.15.2 Periodontitis crénica destructiva 6 de rapido avance. Es
el mismo cuadro clinico anterior, pero con una evolucién muy rapida,
lo que lieva a una gran destruccién de estructuras parodontales en
muy poco tiempo.

Es aquel paciente que acude a la consulta con especial sintomatologia
periodontal, no acepta el tratamiento y vuelve al cabo de uno 6 dos
afos, con un estado periodontal deplorable, habiendo perdido varios
dientes y con las bolsas profundas y grandes diastemas. Las causas
no se saben de manera cierta, pero se sospecha que puede ser una
especial agresividad de los gérmenes 6 una baja respuesta del sujeto
a los mismos.

4.15.3 Periodontitis juvenil. Es un cuadro clinico que afecta a
sujetos antes de los veintiin afios de edad, con una también especial
agresividad y evolucion de la enfermedad. Se presenta en dos formas:
Generalizada y Localizada.
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En la generalizada se afectan la mayor parte de los dientes. En la
localizada la patologia se centra en algunos factores. Baer (1971)
definié esta enfermedad como “aquella afeccion del parodonto que es
producida en un adolescente sano y caracterizada por una rapida
pérdida de hueso alveolar en casi mas de un diente de la denticion
permanente, poco acimulo de placa y poco a ninguna inflamacion
clinica”.

Caracteristicas clinicas: La periodontitis juvenil se diagnostica con
dificultad en periodos incipientes por su falta de sintomas y signos,
salvo en exploraciones rutinarias, ya que por otra parte, salvo en
casos de mala higiene donde la encia estard inflamada, normalmente
tiene un aspecto sano. La edad de comienzo es alrededor de la
pubertad, entre los once y trece afios de edad, de ahi que no se
aprecie en la denticién mixta.

Parece que existen ciertos antecedentes famillares, aunque no se ha
dernostrado claramente. Entre los factores locales sorprende que en la
exploracién se demuestran graves alteraciones 6seas con pérdidas
amplias y una baja 6 minima cantidad de placa bacteriana. En las
radiografias, la imagen tipica es una pérdida ésea alveolar en forma
de arco a nivel del diente o dientes afectados, pérdida que se produce
de forma bilateral a manera de espejo. Los dientes mas afectados
son los incisivos y primeros molares. En sintesis la clinica se
caracteriza por:

1.- Afectacidn de incisivos y primeros molares especialmente,
2.- Falta de inflamacion clinica.
3.- Poca placa dental.
4,- Gran movilidad y migracién dentaria.
5.- Pérdida vertical en forma de arco.
6.- Tasa de pérdida 6sea tres a cuatro veces mas rapida.
7.~ Presencia de gérmenes tipicos en su bolsa pericdontal el
Actingbacillus actinomycetemcomitans vy Capnocytophaga.
8.- Defectos inmunitarios como alteracién de la quimiotaxis
de los neutréfilos e inhibicion de la migracién de macroéfagos.
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4.16 ABSCESO PERIODONTAL

Se presenta cuando existe una bolsa periodontal profunda con
exudado inflamatorio en su interior y cuyo orificio de drenaje se
cierra, con lo cual se acumula el contenido inflamatorio en la misma y
se produce el absceso. La etiologia es el cierre del orificio de salida
de la bolsa periodontal. La clinica se caracteriza por la inflamacién
aguda con aumento de tamaiio, enrojecimiento y dolor. El dolor esta
jocalizado topograficamente junto al diente afectado. A veces hay
adenopatias satélites y extrusion del diente causal.

El tratamiento de urgencia es calmar el dolor, ya que el paciente
presenta sensibilidad en la masticacion e inclusive para ocluir los
dientes entre si.

Es junto con la Ginglvitis Ulcerativa Necrotizante Aguda (GUNA), la
Unica razén de urgencia por la que acuden los pacientes a nuestra
consulta periodontal.

Los abscesos parodontales reqmeren un tratamiento de urgencia en el
cual se debe evacuar el pus para liberar la presidn sobre los tejidos
adyacentes. Se debe penetrar en la bolsa con la sonda periodontal
para intentar recanalizar el orificio de salida de la mlsma y evacuar el
contenido, que en este caso es pus.

La evacuacién también se puede hacer mediante una incisidn con
bisturi, Con ello se alivia el dolor, la inflamacién disminuye
rapidamente y e! diente que esté movil, vuelve a mantenerse en su
posicién original.

La pérdida ésea en este tipo de pacientes por tener un infiltrado
inflamatorio agudo es rapida y extensa, aungue puede ser reversible
después del tratamiento correcto de |a bolsa.

Es necesario complementar el tratamiento local y quirdrgico con
antibiéticos, analgésicos y antiinflamatorios (cuadro V).
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Cuadro V. ENFERMEDADES Y TRANSTORNOS PARODONTALES

A. Periodontitis del adulto:

1. Clasificacién I, Il, Ill, IV de la AAP.

2. Epidemiologia: periodontitis de evolucidn moderada y rapida.

3. Clinica basada en tratamiento: rerfractaria y recurrente.

4. Clinica basada en la historia: periodontitis ulcerosa necrosante aguda recurrente
y periodontitis juvenil poslocalizada.

B. Periodontitis juvenil:
1. Periodontitis localizada juvenil.
2. Periodontitis generalizada juvenil.

C. Periodontitis con complicaciones sistémicas:
1. Periodontitis con alteraciones primarias de neutréfilos.
a. Agranulositosis.
b. Neutropenia ciclica.
c. Sindrome Chedial-Higashi.
d. Anormalidades en la adherencia de neutrdfilos.
e. Sindrome de Job.
f. Sindrome del "leucocito perezoso”.
g. Anormalidades en la funcidn de neutrdfilos,
2. Periodontitis en padecimientos sistémicos con deterioro de neutrdfilos secundario
o relacionado.
. Diabetes sacarina tipo 1y II.
. Sindrome Papillon-LeFévre.
. Sindrome de Down.
. Enfermedades inflamatorias del intestino: enfermedad de Crohn.
. Sindrome preleucémico.
Sindrome de Addison.
. S.LLD.A.
. Otros padecimientos sistémicos relacionados con alteraciones en la estructura del
parato de insercidn periodontal.
. Sindrome Ehlers-Danlos (VIll).
. Histocitosis (granuloma eosinofilico).
Sarcoidosis.
. Escleroderma.
. Hipofosfatasia.
Hipoadreneocorticismo.
. Hipertiroidismo.

AW b an oo
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. Transtornos diversos que afectan al parodonto.

43




Abscesos parodontales.

Quistes parodontales.

Anguilosis.

Resorcién radicular.

Lesiones por comunicacion parodonto-pulpa.
Secuestro ¢seo.

Hipersensibilidad dental.

Raices retenidas.

Abscesos pericoronales,

10 Infecciones relacionadas con raices fracturadas o defectos anatémicos.
11.Neoplasias del aparato de insercién periodontal.

W@ U AW

Cuadro V. Se presentan las enfermedades y transtornos gingivales
muchos de los cuales se especifican en hojas anteriores. @
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4.17 LIPOPOLISACARIDOS ORALES

La placa dental denominada también biopelicula, es una estructura
que esta compuesta por mas de 300 diferentes especies de bacterias.
(19

Las biopeliculas se definen como una poblacién de bacterias adherida
entre si 0 a alguna superficie que se encuentran recubiertas por una
matriz. Este conjunto de bacterias es sumamente resistente a fos
mecanismos de defensa del bhuésped.'® La biopelicula libera
componentes de la superficie celular a la cavidad oral o al surco
gingival. Y son precisamente estos componentes los que el huésped
utiliza para controlar sus respuestgs a la infeccién bacteriana en fa
regidbn mas altamente vascularizada de los tejidos parodontales que
rodean las superficies de las raices de ios dientes (Figura 15).

Se ha establecido que el huésped utiliza un mt'ecanlsmo molecular que
regula el bajo nivel de inflamacién en tejidos clinicamente sanos. En
el infiltrado de estos tejidos sanos se expresan de forma constitutiva

IL-8 #8907 y E selectina. & (1%
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Figura 15. Curso clinico. El aumento de bacterias patégenas de la
placa dental subgingival, conducen a reacciones infamatorias,
reasorcion ésea y pérdida del ligamento de insercién, con lo que se
produce por aumento en la profundidad y ulceracién del epitelio de
unién o formacién de bolsa. A) Proliferacion apical de las células
epiteliales de la insercidon del epitelio de {a union y del epitelio del
surco. B) Movimiento apical del epitelio de la unién, degeneracién de
las fibras gingivales; reabsorcién osteoclastica; fibrosis ()
Periodontitis avanzada. ©®
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Algunos autores sugieren que los antigenos de cubierta de la placa
dental estan involucrados en el mantenimiento del tejido clinicamente
sano,

En contraste existe una clara asociacion entre el incremento en el
nimero de bacterias gram-negativas que pueden ser aisladas de la
placa dental en relacién con la enfermedad.

El nimero total de bacterias que pueden ser aisladas de un sitio sano
oscila entre 10° - 10? bacterias, de las cuales aproximadamente el
10% corresponde a bacterias del tipo gram-negative que son las
involucradas en ia liberacion de L.P.5..

La gingivitis es una enfermedad caracterizada por el incremento en el
enrojecimiento e inflamacion de la encia que rodea la superficie dental
conjuntamente con un Iincremento en el nimero y tipo de células
inflamatorias, se produce de igual forma un aumento en las cuentas
microblanas de hasta 10* - 10° microorganismos de los cuales del 15
al 50 % son bacterias gram negativas. En la periodontitis, enfermedad
en la que se produce una inflamacidon crénica que conlleva a la
destruccién del hueso alveolar y pérdida de tejido conective se
presenta un mayor incremento en el nimero de bacterias de hasta
10°y 10® microorganismos y se produce este incremento con una clara
asociacion de microorganismos de tipe gram-negativos.

Entre los organismos gram-negativos mas fuertemente asociados con
la enfermedad periodontal se encuentran Porphyromonas gingivalis,
Bacteroides forsythus y Actinobacillus actinomycetemcomitans, estos
microorganismos estan asociados con el desarrollo de la enferrnedad vy
participan de manera importante en la induccion de la periodontitis,
estas bacterias presentan en su superficie unas macromoléculas
denominadas lipopolisacaridos.

Los lipopolisacaridos participan como mediadores de procesos
inflamatorios, se ha determinado que estas macromoléculas son
permeables en todas las células que componen la encia y que inician
una cascada de procesos que deterioran las estructuras orales.
Algunos estudios muestran que al tratar tejidos con diversos tipos de
lipopolisacaridos se promueve la expresion de mediadores
inflamatorios nocivos sobre el tejido del huésped.
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4.17.1 CO!V!POSICIC')N Y ESTRUCTURA DE
LIPOPOLISACARIDOS ORALES

El grupo de lipopolisacaridlos mas ampliamente caracterizado
corresponde al de la familia de los Enterobacteriacea en particular los
extraidos de FEscherichia cofi. Las formas moleculares- de L.P.S.
predominantes en estas especies presentan un lipido A bastante
conservado entre estas especies y que estda compuesto por p-(1,6)-D-
glucosamina (1,47) disacarido fosfato, con 3-hidroxi-acido
dodecanoico y tetradodecanoico unidos en posiciones 2'y 3 "hidroxi-
4cidos grasos respectivamente. (Figura. 2} E! lipido A esta unido a un
nucleo interno que contiene L-glicero-D-mano-heptosa y acido ceto-
deoxi-octulosénico (KDO) y una regién menos conservada en el nicleo
externo compuesta de azicares como glucosa, galactosa, manosa y
glucosamina. Un O-polisacarido, el cual varia ampliamente en
composicién y estructura, ain entre las mismas especles, puede estar
unido al nucleo externo. Los L.P.S. aislados de organismos gram-
negativos, estan compuestos de especies moleculares multiples, que
difieren no sélo en la presencia o cantidad de O-polisacaridos unidos
en un nucleo y la composicién del lipido A. Aigunas especies contienen
lipido A acilados o fosfatos alterados por algungs sustituyentes.

Los L.P.S. de las bacterias bucales tienen una diversa composicién
quimica (figura 6). Las bacterias pueden clasificarse de acuerdo 2 la
longitud de la cadena de &cido graso en tres grupos: cadenas de
acidos grasos de longitud media (14C) L.P.S. similar a E. coli; L.P.5.
con una longitud de acido grado (17C) similar a Bacteriodes fragilis;
finalmente con cadenas de &acido graso de longitud de (12-13C)
similar a Pseudomonas aeroginosa,

L.P.S. obtenidos de A. actinomycetemcomitans, Haemophilus
parainfluenzae, Fusobacterium nucleatum y Campylobacter rectus,
contienen una regién 3-hidroxi-tetradecanoato (3-OHC14), KDO, y L-
glicero-D-mano-heptosa y la presencia de un KDO fosforilado en
particular en A. actinomycetemcomitans y en ocasiones una region 3-
hidroxi-hexadecanoato in C. rectus y F. nucleatum con mas de 14-
carbonos como componente activo.

Los L.P.S. de P. gingivalis, B. forsythus y Prevotella intermedia
contienen 3-OH-acido tetradecanoico como el hidroxi-acido graso
mayoritario. (2% (24 (22) (23) (24)

Se ha determinado también que Capnocytophaga sputigena contiene
2-hidroxi-15-metil-acido hexadecanoico, **) pero hasta el momento se
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desconoce si el lipopolisacarido de estos microorganismos estd
relacionado con los de Bacteroides.

Otra bacteria oral que tiene L.P.5. con cadenas de acido graso
menores a las determinadas en enterobacterias como Eikenella
corrodens que tiene un L.P.S. con 3-hidroxi-acido dodecanoico y acido
dodecanoico, ¥

Centipeda periodontia, Selenomonas sputigena y Veillonella spp tienen
L.P.S. que contienen 3-hidroxi-acido tridecanoico y el carbono 13acido
graso no hidroxilado.t?”) (28) (28) (28) (30) 31) Eepog tres lipopolisacaridos
contienen KDO y heptosa. La espiroqueta oral Treponema denticola
sintetiza hidroxi-acido graso de cadenas de 12 y 13 atomos de
carbono, lo que sugiere que estos organismos presentan cadenas
cortas de acido graso de los L.P.S., pero hasta el momento no se ha
determinado con conviccion la presencia de L.P.S. en estos
microorganismos.

4.17.2 ESTRUCTURA DEL LiPIDO A OBTENIDO DE
BACTERIAS ORALES

Los L.P.S. obtenidos de bacterias orales presentan el misma tipo de
estructura de lipido A como [as enterobacterias, consistente en p-
(1,6)-glucosamina disacdrido fosfato sustituida con acidos grasos
hidroxilados.®®? La estructura del lipido A mas ampliamente
caracterizada corresponde a la de Porphyromonas gingivalis vy
Actinobacillus actinomycetemcomitans, este udltimo microorganismo
estd asociado a la periodontitis juvenil localizada, estos
microorganismos presentan una estructura de lipido A similar a la
Escherichia coli difieren unicamente en la sustitucion de dodecanato
por un molécula tetradecanato (Figura 16) . En lo referente al lipido A
de Porphyromonas gingivalis presenta un menor nidmero de cadenas
de acido graso unidas a B-(1,6) glucosamina, pero de mayor longitud
en comparacion a la de Actinobacillus actinomycetemcomitans,
ademas solo se encuentra fosforilado en la posicion del atomo de
carbono 1.
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4,17.3 REGION POLISACARIDA DE LOS L.P.S. ORALES

Las porciones polisacaridas de las moléculas de L.P.S. de las bacterias
orales no han sido hasta el momento caracterizadas como con las
enterobacterias. El L.P.S. mas ampliamente estudiado corresponde a
Actinobacillus actinomycetemcomitans presenta una estructura
repetida de (-3-a-D-Fucosa (1-2)-a-L-Ramosa-(3-»1)-p- D-N-acetil
galactosamina), serotipos de la misma especie contienen estructuras
repetidas de deoxi-L-talosa y deoxi-D-talosa. % 3%

4.17.4 CARACTERIZACION DE DETERMINANTES QUE
PARTICIPAN EN LA ACTIVIDAD BIOLOGICA

Los lipopolisacaridos exhiben una amplia variedad de: actividades
bioldgicas in vitro y afecta un numero de respuestas caracteristicas in
vivo, 8% @8 Entre los factores que mas ampliamente influyen en la
actividad de los lipopolisacédridos se encuentran las propias bacterias
en las que la composicion del medio afecta la integridad del
lipopolisacarido en particular, cuando Porphyromonas gingivalis crece
en medios deficientes en hierro los lipopolisacaridos extraidos de
estas cepas presentan una actividad bioldgica alterada y un cambio
en la identidad quimica. ¥

4.17.5 ESTIMULACION DE MEDIADORES
INFLAMATORIOS POR L.P.S. ORALES

La actividad biologica de los L.P.S. se debe principalmente al lipido A.
Estudios con analogos del lipido A han demostrado que afectan las
actividades endotoxicas y que la remociéon de una cadena de acido de
graso o modificaciéon de un grupo fosfato promueven la alteracién de
actividades pirogénicas. Sin embargo la induccion de la sintesis de
interleucinas es menos estricta en cuanto a los requerimientos
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estructurales. Diferentes moléculas de L.P.S. de la cavidad oral tienen
una actividad biolégica alterada. L.P.S. obtenidos de Porphyromonas
gingivalis son menos potentes que los L.P.S. de E. cofi porgue carecen
del grupo 4 -fosfato. Sin  embarge los L.P.S. de A
actinomycetemcomitans, C. rectus, E. corrodens y F. nucleatum
presentan actividades similares a los de E. coli.

4.17.6 EFECTO DE LOS’LIPOPOLISACARIPOS SOBRE
LA INTERACCION CON CELULAS DE LA ENCIA

Las células epiteliales de la encia constituyen el primer punto de
contacto con los lipopolisacaridos bucales. En células epiteliales de la
encia se ha reportado que el tratamiento con L.P.S. promueve la
actividad de IL-1, ©®
En fibroblastos gingivales el tratamiento con L.P.S. extraidos de P.
gingivalis estimulan la liberacion de IL-8, monocyte chemotactic
protein y MCP-1 con Ilgual potencia que L.P.S. extraidos de E.cofi. Se
ha demostrado asi mismo que en fibroblastos obtenidos de encias
inflamadas la respuesta a la produccién de IL-8 disminuye.
Los monocitos son capaces de responder a concentraciones muy bajas
de lipopolisacaridos produciendo una amplia variedad de mediadores
de procesos inflamatorios asi mismo estimulando a otros tipos
celulares.
Los neutrdfilos liberan citocinas en respuesta al tratamiento con L.P.S.
en particular de los extraidos con P. gingivalis y Capnocytophaga
ochracea son capaces de estimular la produccién de IL-1, IL-8 y TNF-
a. Se ha demostrado asi mismo que los polisacaridos de los L.P.S.
promueven la activacién de monocitos y resorcién dsea en rata.
Los L.P.S. presentes en las superficies de los dientes son capaces de
difundirse por los tejidos gingivales y producir mediadores
inflamatorios. Normalmente estos mediadores promueven la supresion
de la presencia bacteriana. Algunos autores proponen que el
tratamiento con L.P.S. estimula a los macrofagos para sintetizar IL-1p
y esta citocina a su vez estimula a células no mieloides (endoteliales,
epiteliales y fibroblastos) a secretar un mayor nimero de mediadores.
Los L.P.S. inducen la expresidon de mediadores como TNF-a, IL-1j,
prostaglandina E; y metaloproteinasas; y se ha demostrado también
que estos mediadores se encuentran en altas concentraciones en
tejidos parodontales y fluido crevicular durante procesos inflamatorios
parodontales. E! tratamiento con agentes anti-inflamatorios reduce los
niveles de estos mediadores y suprime la destruccién ésea y de
tejidos.
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De los mediadores de procesos inflamatorios, el mas ampliamente
caracterizado corresponde a IL-1 que entre sus efectos se encuentra
la induccion de la proliferacion de células T, degranulacion de
neutrdfilos, liberacion de citocinas v prostaglandina E; por parte de los
fibroblastos, de igual forma en manocitos,

Los monocitos son el recurso principal de secreciéon de TNF-o en
respuesta a L.P.S.. El TNF-« estimula la resorcidén 6sea pero es menos
potente que la IL-1. Incrementa asi mismo la permeabilidad vascular,
la degranulacion de neutréfilos e induce la respuesta de varios tipos
celulares incluyendo la liberacion de PGE; por los fibroblastos e IL-1
por monocitos. TNF-a es producido por monocitos en respuesta a una
amplia variedad de L.P.S. de la cavidad ora! lo que sugiere el papel de
las citocinas en los procesos parodontales inflamatorios.

La prostaglandina E; es un lipido bioactivo derivado del acido
araquidénico y esta fuertemente Iimplicado como un mediador
importante en la destruccidn de los procesos parodontales,

En el fluido crevicular los niveles de PGE;, se incrementan durante la
inflamacion, se ha determinado que el tratamiento con agentes anti-
inflamatorios participan en la disminucién del proceso destructivo.

En lo que refiere a las proteinas de matriz, las metaloproteinasas
{MMP) consisten al menos de nueve endopeptidasas dependientes de
zinc. Las MMP participan en la destruccién del tejido conjuntivo y en
la resorcion Osea. Los L.P.S. de la cavidad oral pueden estimular a los
macréfagos para secretar MMP que degradan la destrucciéon de tejidos
blandos y destruccidon 6sea. Asi mismo ia induccién de mediadores
por efecto de L.P.S. promueven la inflamacién local estimulando otras
células a fin de liberar mediadores y de esta forma regulan la
expresion de moléculas de adhesion y péptidos quimiotacticos que
atraen . células inflamatorias. (Figura 17)
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4.17.7 LOS LIPO’POLISACARIDOS MODULAN LA
RESPUESTA DEL HUESPED

Las bacterias de la placa dental no estan asociadas normalmente con
antigenos de superficie incluyendo los L.P.S., acido lipoteico v
proteinas que penetran los tejidos gingivales.

Figura 17. Mecanismo de destruccion dsea. Los osteoclastos activados
desmineralizan los huesos y forman una matriz no colagenosa. Las
fibras de coldgeno son fagocitadas por mononucleares o células
similares a fibroblastos. La resorcién d6sea se produce por el factor
activador de osteoclastos (OAF), la interleucina (IL-1) procedente de
macrofagos, los lipopolisacaridos (L.P.S.) y la prostaglandina E (PGE;)

Los componentes bacterianos interactan con varios tipos celulares

que inducen mediadores inflamatorios. Esta interaccion mantiene al

tejido en un bajo nivel de inflamacién y de esta forma no progresa la

enfermedad sirviendo para mantener al huésped protegido de la

invasién bacteriana. Los L.P.S. de acidos grasos de cadena corta (E.
54




corrodens) o intermedia (F. nucleatum) y con lipido A bifosforilado son
potentes estimuladores de estos mediadores y en bajas
concentraciones participan estimulando la respuesta innata en el
huésped. (Figura 17)

Sin embargo el L.P.S. de P. gingivalis participa en bloquear la
expresion de E-selectina, que es una molécula de adhesién necesaria
para la eficiente salida de leucocitos del flujo sanguineo. Toda vez que
P. gingivalis ha invadido las células epiteliaies estas comienzan a
secretar IL-8.

Recientemente se ha descrito que los lipopolisacaridos son capaces de
estimular la actividad de enzimas

Se ha descrito que los lipopolisacaridos estimulan la sintesis de
protaglandinas y se incrementa la produccién de radicales libres del
ién hidroxilo durante este proceso. &%

En particular en el parodonto estos eventos son gran importancia en
procesos inflamatorios ya que los mediadores de procesos
inflamatorios conducen a la activacion de neutréfilos que se adhieren
al endotelio vascular y pueden migrar a las diferentes regiones
mediante el proceso de diapedesis, lo que ocasiona que las células del
entorno aumenten el consumo de oxigeno y activen a la NADPH
oxidasa lo que conlleva a la produccién de radicales libres y a la
activacion de metabolitos proinflamatorios como el factor de
activacion plaquetario y leucotrienos que conducen a un evento
inflamatorio.

Y en conjunto son los responsables de Ia destruccion de
macromoléculas proteicas como el colageno.

4.18 INTERMEDIARIOS REACTIVOS DEL OXIGENO

Como he mencionado en lineas anteriores los lipopolisacaridos son
moléculas que al interaccionar con las células promueven cambios en
las mismas lo cual afecta la expresion génica y en ocasiones se
promueve la formacién de radicales libres como el peroxido y
superéxido dismutasa (Figura 18). Las sintesis de estas moléculas
- tiene el proposito sin duda alguna de defender al organismo de
sefiales provenientes de moléculas extrafas sin embargo el
incremento en la concentracidn en cualquiera de estos iones puede
desencadenar en promover efectos toxicos y en ocasiones hasta la
muerte celular.

Todas las células eucariontas tienen un conjunto de enzimas
responsables de la remocién de estos radicales libres, el superdxido se




hidroliza por accién de la enzima superdxido dismutasa y el perdxido
por la enzima peroxidasa.

Me permito referirme de manera muy somera en la enzimologia de los
intermediarios de) oxigeno que es un campo de interés desde hace
aproximadamente 100 afios. En el periodo comprendido entre 1858 a
1886 el investigador Traube que se encontraba investigando en
Alemania, llegd a la conclusién de que la oxidacién biologica
involucra la activacién molecular del oxigeno por enzimas
intracelulares.

Y algunos afios después particularmente en 1894 los investigadores
Yoshida de Japén y Bertrand en Francia determinaron que habia un
grupo de enzimas que participaban en el oscurecimiento Yy
endurecimiento de las hojas del arbol de latex de origen Oriental.
Bertrand acufié el nombre de laccasa al grupo de enzimas que
participaban en este proceso Yy que catalizaban la oxidacion de
sustancias fendlicas como el lactol o ursinol de estos drboles.
Posteriormente encontrdé que la enzima laccasa se encontraba
presente también en los hongos y estos contenian una laccasa distinta
a la que denomind tirosinasa y que estaba involucrada en el
oscurecimiento de los mismos. A partir de estos hallazgos Bertrand
introdujo el término oxidasa al conjunto de enzimas que catalizan
estas reacciones y sugirid que pertenecian al grupo de las
metaloproteinasas.*® ¢

En la actualidad se han caracterizado mas de 200 enzimas que
utilizan al oxigeno como sustrato, las cuales se han agrupado en:

» Oxigenasas
» Oxidasas

Las oxigenasas catalizan la incorporacién de atomos de oxigeno en
sustratos organicos. Y se agrupan a su vez en dioxigenasas ( que
catalizan la insercién del dioxigeno en susbtratos organicos) vy
monoxigenasas ( que catalizan la insercién de un atomo de dioxigeno
hasta su reduccién en agua}).

En las reacciones catalizadas por oxidasas la molécula de dioxigeno
funciona como un aceptor de electrones que es reducido a superéxido
-(077), peréxido (H202) o a dos moléculas de agua (H20).

En su conjunto todas las enzimas gue activan y reducen al dioxigeno
son proteinas conjugadas, en Ccuyos grupos prostéticos de estas
enzimas esta presente la flavina, el cobre o el fierro. Muchas de estas
enzimas son hemo proteinas en particular las enzimas denominadas
oxidasas ya que las enzimas agrupadas como oxigenasas carecen de
grupos hemo. Algunas flavoproteinas contienen molibdeno, asi como
centros ferro-sulfurados pero estos grupos no aparecen directamente
involucrados en la reduccién del dioxigeno. La reaccion del dioxigeno
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generalmente ocurre en el grupo prostético e involucra tres pasos
fundamentales y que a continuacion se mencionan:

> La combinacién de oxigeno con una flavina que se encuentra en
estado ampliamente reducida, en forma flavin-peroxido

» La asociacion de oxigeno a un centro metal reducido con varios
grados de transferencia electronica del metal al oxigeno.

» La activacion por un centro metal oxidado del sustrato orgénico,
el cual puede reaccionar directamente con el dioxigeno unido al
sitio activo,

Existen dos factores a saber que hacen al dioxigeno cinéticamente
inerte:
1. Su estado basal como triplete, ya que su spin promueve
restricciones en la reaccidn.

2. La magnitud negativa en el potencial de reduccién
estandar el electron del oxigeno para la formacién del
radical superoxido el cual realiza este procese no
espontaneo con donadores de electrones que tienen
potenciales elevados.

En términos generales podemos afirmar que el oxigeno sirve como
una molécula oxidativa en los organismos aerébicos porque permite ia
produccién de energia durante la respiracion debido a su alto
potencial electroquimico. Por su estructura electrdnica la reduccién del
oxigeno se efectla através de pasos sencillos de transporte de
electrones lo que produce la generacién de radicales libres.

Y hace algunas décadas Gershman, Mc Cord y Fridovich descubrieron
al i6n superdxido y su papel en la toxicidad del oxigeno.#? (43

burante la respiracién celular el oxigeno es reducido a la molécula
agua por la enzima citocromo oxidasa, solamente del 3 al 5% del
oxigeno usado se convierte en superéxido como resultado de |a
liberacién de electrones en la cadena de transporte de electrones
ubicada en la mitocondria.? “9 Asi mismo el superéxido y el
peréxido se forman en la célula por la activacion de complejos
enzimaticos come el xantin-oxidasa, citocromo P450 y NADPH
oxidasa, asi como por la autoxidacién de moléculas pequefias como
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las catecolaminas, flavinas y como resultado de ciclos xenobidticos
como el paraquat, nitrofurantoina y adriamicina.

El ién hidroxilo es formado por la reaccion denominada de Haber-
Weiss que se produce entre et peréxido y el superdxido. Esta reaccién
es catalizada por metales de transicidon en particular fierro y se
denomina reaccion de Fenton.*® -Debido a su reactividad, estos
radicales libres reaccionan de forma instantanea, dafando los
componentes celulares.

Todos los componentes celulares pueden reaccionar con radicales
libres derivados del oxigeno en uniones insaturadas y grupos tiol. En
proteinas algunos aminoacidos son sumamente sensibles a este
ataque induciendo alteraciones enzimaticas o cambios de
conformacion.” El ion hidroxilo puede producir entrecruzamientos
entre proteinas y la ruptura de aminoacidos lo que conduce la
fragmentacién de macromoléculas.“® Los acidos nucleicos también
son blanco de radicales libres, cuyo aumento en concentracion
promueve la ruptura del DNA o modificacion de las bases
nitrogenadas lo que conlleva a mutaciones puntuales.“”

Sin embargo el dafio mas importante es causado por lipoperoxidacién
en donde los acidos grasos poliinsaturados son muy sensibles al
ataque por radicales libres lo que promueve su ruptura a aldehidos
que son muy téxicos a las células.“99 51 Estos eventos ocasionan
cambios muy profundos en la estructura de las membranas alterando
el funcionamiento celular.

En la actualidad se ha propuesto que todos estos eventos es decir, la
modificacion de proteinas, la ruptura del DNA y la lipoperoxidacion
participan en la promocién de la muerte celular durante el estrés
oxidativo.

4.18.1 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Las células los utilizan para defenderse del ataque por radicales libres,
se han descrito hasta el momento diferentes sistemas antioxidantes
como el sistema a-tocoferol, acido ascérbico, gutation asi mismo
enzimas antioxidantes como isoformas de superdoxido dismutasa,
catalasa y glutatién peroxidasa. En condiciones fisioldgicas estas
enzimas mantienen concentraciones bajas de radicales libres y su
actividad estd acuciosamente regulada.

La -actividad de la enzima superoxido dismutasa fue descubierta por
McCord y Friedovich en 1969, su funcion es dismutar dos iones
superéxido (0;7) en peroxido (H20:) y oxigeno (0O;), esta enzima es
de suma importancia en el mantenimiento de condiciones aerdbicas.
Se han descrito tres isoformas que presentan iguales propiedades
cinéticas. En procariontes una de estas isoformas contiene fierro en
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su sitio activo,®® ** j3 forma que contiene manganeso esta presente
tanto en eucariontes como procariontes y la otra isoforma se
encuentra en la mitocondria y e! citoplasma, es una forma
dependiente de cobre - zinc. Esta enzima es la primera defensa
contra los radicales libres derivados del oxigeno y puede ser
rapidamente inducida bajo determinadas condiciones cuando las
células o los organismos son expuestos a estrés oxidativo.

La catalasa es una enzima ubicua que se encuentra presente en todos
los organismos. En las células eucariontas se encuentra en los
peroxisomas. Esta enzima contiene un grupo hemo en el sitio activo
que es el responsable de su actividad catalitica. La enzima utiliza
como sustrato dos moléculas de perdxido y las transforma en dos
moléculas de agua y oxigeno. Esta enzima al igual que la enzima
superdxido dismutasa se induce cuando las células son sometidas a
algln tipo de estrés.®®*

La enzima gluation peroxidasa es una selenoproteina, tetramérica,
cada subunidad tiene un peso molecular de 22,000 daltons, cada una
contiene un atomo de selenio en forma de selenocisteina y es la
regién de la enzima involucrada en la catalisis.t*>

Diversos estudios sefialan que del 60% al 70% de la actividad de esta
enzima se encuentra ubicada en el citoplasma de las células y del
25% al 40% en la mitocondria. Chambers®® demostré que el residuo
selenocisteina se encuentra codificado en el coddn de término UGA en
el mensajero. Este coddn denominado también dpalo es reconocido
por una molécula especial de RNA de transferencia que al Inicio es
cargado con serina y después la serine es convertida en
selenocisteina, Este seleno aminoacido es incorporado post-
traduccionalmente en el polipéptido de las subunidades de glutatidn
peroxidasa.’””) La deficiencia de selenio in vivo e in vitro conduce a
una dramatica disminucion en la actividad de esta enzima.

La enzima glutatién peroxidasa reduce hidroxiperdxidos lipidicos y no
lipidicos asi mismo al peréxido para catalizar esta reaccion oxida dos
moléculas de glutatién. El mecanismo enzimatico de la catalisis es
ter-uni-ping pong, la tasa de reaccidon enzimatica se incrementa
linealmente conforme aumenta la concentracion de sustrato. Este tipo
de cinética es la responsable de la alta tasa de reduccién del perdxido.
(Figura 18)
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SOD: Q; " — 2HY + 2H"
Catalasa: H;0; - 2 H,0 + O,
Glutatidén peroxidasa : ROOH + 2GSH — ROH + H,;0 + GSSG

Figura 18. Reacciones catalizadas por las enzimas superoxido
dismutasa, catalasa y glutatidn peroxidasa. GSH: glutation reducido,
GSSG gultation oxidado,

4.18.2 EFECTOS PROTECTORES DE LAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES

A pesar de los numerosos estudios que se han realizado en las
propiedades de estos diferentes sistemas antioxidativos y del hecho
de que participan en la defensa de radicales libres del oxigeno su
importancia en la célula no ha sido esclarecida del todo. En particular
por la heterogenidad de los modelos experimentales y por el tipo de
condiciones oxidativas empleadas. Es por esta razén que la
interpretacion de los resultados varia enormemente porque se han
seleccionado modelos de efectos protectores de enzimas
antioxidativas, de proliferacion celular, supervivencia celular, ruptura
de DNA y tumeoerigenicidad. Todos estos estudios han llevado a
interpretaciones contradictorias, como con la enzima superdxido
dismutasa que en ocasiones actda de forma protectiva y en otras de
manera deletérea.

4.18.3 COMPARACION ENTRE DIFERENTES ENZIMAS
ANTIOXIDATIVAS

Existen infinidad de protocolos experimentales que tratan de evaluar
el potencial protector de las enzimas antioxidativas. Y que consiste en
exponer a los animales o células a un sistema generador de radicales
tibres y deéterminar sus efectos. Ei mecanismo mas sencillo es la
adicion de las enzimas de forma extracelular a las células expuestas
in vitro a sistemas generadores de radicales libres."*® Se descubrié
que solo la catalasa protege de los radicales libres generados del
sistema de la xantin-oxidasa acetaldehido en fibroblastos humanos.
Martin % asi mismo encontré que la catalasa inhibe la toxicidad
inducida por nitrofurantoina en células parenquimatosas.
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El siguiente paso en el conocimiento del comportamiento de estas
enzimas consiste en incrementar la concentracion de enzimas
antioxidativas usando varios sistemas vy estudiar los efectos
protectivos contra el estrés oxidativo. La actividad de la catalasa se
incrementa para proteger a las células endoteliales de los radicales
generados- por el sistema de la xantin oxidasa.®™® La enzima
superdxido dismutasa protege a estas células de la hipoxia. Esta
enzima también protege de hipoxia a fibroblastos y de la activacién
por paraquat. st
Es posible que las tres principales enzimas tengan influencia entre si
aunque se encuentren en compartimentos separados. La enzima
glutatién peroxidasa protege de la lipoperoxidacion y la S.0.D. actia
en regiones hidrofilicas y de esta forma promueve la proteccién de
estructuras tanto hidrofébicas como hidrofilicas son complementarias
garantizandose asi la integridad celular contra el ataque por radicales
fibres.
Algunos estudios sefialan que la recuperacion®@®3 &4 de |as células
expuestas a estrés oxidativo depende de la intensidad del estrés.
Estos resultados sugieren que los dafios oxidativos no pueden ser
reparados completamente y esto altera la divisién celular. Se ha
demostrado que la inyeccion a diferentes concentraciones de catalasa,
superéxido dismutasa o glutation peroxidasa en células con
exposicién a diferentes periodos de hipoxia tan prolongados como 20
horas no alteran la capacidad de las células de dividirse.
En los estudios mencionados anteriormente se describié el papel que
tienen estas enzimas en mantener a las cglulas en condiciones
normales comoe consecuencia de la remocion de radicales libres
derivados de! oxigeno.
En los estudios realizados por Michelis demostré que Ia
microinyeccién con anticuerpos contra las enzimas superdxido
dismutasa Cu-Zn y glutation peroxidasa incrementa la mortalidad de
fibroblastos por hipoxia. Estos resultados sugieren que ambas enzimas
son necesarias para la proteccion de la célula contra el ataque por
radicales libres cuando las células son expuestas a estrés oxidativo.
En otros experimentos Puglia y Powell demostraron que se incrementa
la toxicicidad por  hipoxia en ratas cuando se utiliza
biscloroetilnitrosourea®® este farmaco inhibe a la glutatién
peroxidasa.
Posteriormente Suttorp’®” demostrd que al inhibir el ciclo de la
glutation peroxidasa con butionina sulfoximina o
biscloroetilnitrosourea decrece de forma importante 1a resistencia de
células endoteliales a la generacién de radicales libres por la via de la
glucosa oxidasa.
En fechas recientes mediante la utilizacién de técnicas de transfeccién
se ha establecido que la sobre expresién de la actividad de
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superéxido dismutasa promueva que las células de ratdn sean mas
resistentes a paraquat o hipoxia, posteriormente Huag®® demostré
una clara correlacién entre la magnitud en el incremento de la
actividad de superoxido dismutasa y la resistencia a paraquat.

Sin embargo - bacterias enriquecidas con superdxido dismutasa
muestran un aumento en la sensibilidad a la.hipoxia®® y a radiaciones
ionizantes’® y en otros experimentos los fibroblastos humanos
transfectados con superéxido dismutasa son mas resistentes a
paraguat pero més sensibles a la lipoperoxidacién.”?

Finaimente en condiciones normales la célula promueve el balance
entre la produccion de radicales libres derivados del oxigeno y su
destruccién por sistemas antioxidantes. Sin embargo este balance
puede romperse ya sea por incremento en la concentracion de
radicales libres o bien por decremento en los sistemas de defensa.
Estas dos estrategias se han utilizado para comprender el papel de
las enzimas antioxidantes en la proteccion celular.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el desarrollo de la enfermedad periodontal se producen
radicales libres del oxigeno de células fagociticas, que son
importantes en la actividad microbiana, pero que son muy nocivos
para las células del entorno y para los componentes de la matriz
sobretodo en los sitios de la inflamacién. Durante la inflamacién en la
enfermedad periodontal, los leucocitos, fagocitos y fibroblastos estan
expuestos a componentes de las paredes celulares bacterianas y a
citocinas. Se sabe que los lipopolisacaridos y las paredes celulares
estimulan la liberacion de superéxido’? en fibroblastos gingivales y
posiblemente este i6n participa en la patologia periodontal.

5.1 JUSTIFICACION

Se ha descubierto que el papel de la enzima S5.0.D. es importante en
la modificacién de los efectos toxicos de los iones superdxido, asi
como su relevancia para combatir los factores de la citotoxicidad del
T.N.F, radiacién y efectos hipertérmicos en lineas celulares
cancerigenas., EI S.0.D. que se locatiza en la matriz mitocondrial
actia bajo las vias de estimulacion del factor de necrosis tumoral, IL 1
y lipopolisacaridos impidiendo la formacién de radicales libres que
puedan dafiar a la células. No existen reportes de la activacion de la
enzima S.0.D. en fibroblastos gingivales humanos, bajo 1a
estimulacién de lipopolisacaridos. Con la presente investigacion se
determind si los L.P.S. promueven el dafio celular mediante la
produccién de radicales libres. Demostrando mediante un método
cualitativo (gel de agarosa) si existe modificaciéon del D.N.A.
gendmico, extrayéndolo de F.G.H. tratados anteriormente con L.P.5. a
diferentes dosis y tiempos.
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6. OBJETIVOS-

6.1 OBJETIVO GENERAL

» El propésitc de este trabajo experimental consisti6 en
determinar si lipopolisacaridos purificados de Actinobaciflus
actinomycetemcomitans promueven la actividad de la enzima
superoxido dismutasa en fibroblastos gingivales humanos.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Se determinara la actividad de la enzima superoxido dismutasa
en fibroblastos gingivales humanos tratados a diferentes dosis
y tiempos con lipopolisacdridos purificados de Actinobaciflus
actinomycetemcomitans.

» Se estudiard si el tratamiento con lipopolisacaridos induce la
sintesis de la enzima Mn-superéxido dismutasa.

» Se establecera la correlacién entre el aumento de actividad y el
dafio en DNA gendmico.

64



7. HIPOTESIS

7.1 HIPOTESIS VERDADERA

» Si los fibroblastos gingivales humanos son expuestos a los
efectos téxicos de los Lipopolisacaridos extraidos de
Actinobacillus actinomycetemcomitans, entonces se inducira la
produccion de radicales libres como el superoxido.

7.2 HIPOTESIS FALSA

» Si los fibroblastos gingivaies humanos son expuestos a los
efectos téxicos de los Lipopolisacéridos extraidos de
Actinobacillus actinomycetemcomitans, entonces no se inducird
la produccién de radicales libres como el superdxido.

7.3 HIPOTESIS VERDADERA

» Si los fibroblastos gingivales humanos son expuestos a los
efectos téxicos de lipopolisacaridos extraidos de Actinobacillus
actinomycetencomitans entonces los radicales libres producidos
como el superdxido dafiaran el D.N.A. genémico.

7.4 HIPOTESIS FALSA

> Si los fibroblastos gingivales humanos son expuestos a los
efectos toxicos de lipopolisacaridos extraidos de Actinobacillus
actinomycetencomitans entonces los radicales libres producidos
como el superdxido no fragmentaran el D.N.A. genémico.
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8. MATERIAL Y METODO

8.1 TIPO DE ESTUDIO

Experimental, prospectivo, comparativo,

8.2 MATERIAL BIOLOGICO

* Fibroblastos gingivales humanos.
*Lipopolisacaridos purificados
actinomycetemcomitans.

8.3 MATERIAL

« Cajas petri.
s Pipetas
+ Micropipetas.

8.4 REACTIVOS

Medio de cultivo de Hanks
Antibidtico - antimicético (Gibco).
Suero bovino fetal {(Gibco)
Tripsina (Gibco)

Carbonato de Sodio (BAKER)
Hidroxido de sodio (BAKER)
Tartrato de sodio (BAKER)
Sulfato de cobre pentahidratado (BAKER)
Folin - Fenol {SIGMA)

Suero albumina de bovino (SIGMA)
Acrilamida {SIGMA)

Persulfato de amonio (SIGMA)
Bis-acrilamida (SIGMA)

Trisma - base (SIGMA)

Glicina (BAKER)

Termed (BAKER)

Riboflavina (SIGMA)

Nitroblue tetrazolium (SIGMA)
Metanol {(BAKER)

Tween (SIGMA)

Fosfato de sodio {BAKER)

GO

de

Actinobacillus




Azul de Bromofenol (SIGMA)

Marcador de peso molecular (GIBCO)

Leche descremada (Nestlé)

Azida de Sodio.

Anticuerpos Anti-superdxido dismutasa (Santa Cruz)

8.5 EQUIPO

Incubadora CO; (Nuaire)

Campana de flujo laminar. ( Nuaire)
Microscopio de objetivos invertidos (Olympus)
Bafio de temperatura controlada,
Camara de electroforesis (Hoeffer)
Camara de transferencia (Hoeffer)
Fuente de Poder.

Orbit shaker.

Espectrofotémetro.

Vortex.

Centrifuga.

Agitador.

Balanza.

Potenciémetro.

*® 8 & ® 8 & & * & & » & 8 @

8.6 PRESUPUESTO

El proyecto de investigacion fué financiado por el responsable del
laboratorio de Bioquimica y el proyecto PAPIIT IN 224398.
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8.7 METODOS

» 8.7.1 CULTIVO CELULAR DE FIBROBLASTOS

GINGIVALES HUMANOS

El cultivo de fibroblastos gingivales humanos se obtuvo de pacientes
de la clinica de exodoncia. Las células se obtuvieron a partir de
muestra de tejido libre de enfermedad periodontal. El tejido se lavd
durante 6 ocasiones en solucion de Hanks (GIBCO) suplementado con
penicilina/fungizona(GIBCO). El tejido gingival se corto en piezas de
1- 2 mm y se sembré en cajas de 6 pozos en medio Dulbecco’'s
Modificado por Eagles (GIBCO) suplementado con 2mM L-glutamina
(GIBCO) 100u/ml de penicilina, 100mg/ml de estreptomicina, img/mi
de fungizona (GIBCO) y 10% de suero bovino fetal. El expiante se
incubé a 37°C en 5% de CO;. Los cultivos se alimentaron
semanalmente. Las células se utilizaron entre los pases 5-15.

» 8.7.2 AISLAMIENTO DE LIPOPOLISACARIDOS
Se extrajeron de la bacteria Actinobacillus actinomycetemcomitans de
acuerdo a la metodologia de Westphal”® ANEXO 1.

» 8.7.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION

DE PROTEINA
La concentracién de proteina se determind de acuerdo al método de
Lowry 7 Se realizé por triplicado y calculé la media + error estandar.
ANEXO 2.

» 8.7.4 DETERMINACION DE tA ACTIVIDAD DE LA

ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASA

Se crecieron las células en cajas petri de 60 mm hasta la
subconfluencia. Se incubaron las células durante 24 hr. en DMEM sin
suero bovino fetal. Al término se retird y se cambié por DMEM con
suero bovino fetal al 0.2% vy se trataron a diferentes dosis y tiempos
con los lipopolisacéridos de Actinobacillus actinomycetemcomitans, Al
término del tratamiento se retiré el medio de cultivo y se adiciono 1
ml. de buffer de fosfatos salino en presencia de triton al 10%. Se
cuantificé 1a proteina de acuerdo al método de Lowry, 150 pg de
proteina se utilizaron para la visualizacién de la actividad enzimatica
de acuerdo al método de gel nativo (actividad de superoxido
dismutasa) ANEXC 3.
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» 8.7.5 INMUNOTRANSFERENCIA DE LAS MUESTRAS

A MATRIZ DE NITROCELULOSA .
Se corrieron muestras de lisados celulares en un gel nativo al 10%, a
3 miliamperes por cm de gel (25 miliamperes totales) durante 2.5
horas. Posteriormente se transfirié la muestra del gel a membranas de
nitrocelulosa en un campo eléctrico de 200 volts durante 45 minutos.
Se incubaron las muestras con anti-superéxido dismutasa y se reveld
la reaccién con una anti IgG acoplada a fosfatasa alcalina. Se realizé
por triplicado y se calculd la media £ error estandar. ANEXO 4.

> 8.7.6 AISLAMIENTO DE DNA GENOMICO
Las células se trataron a diferentes dosis y tiempos con los
lipopolisacaridos al término de la reaccion se aislé el DNA de acuerdo
a la metodologia descrita por LIFE TECHNOLOGIES. Se realizd por
triplicado y se colocé.un experimento representativo. ANEXO 5.




9. RESULTADOS

9.1 EFECTO DE LOS LIPOPOLISA,CI'\RIDOS SOBRE LA
ACTIVIDAD DE LA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASA

Dosis respuesta de la actividad de superéxido dismutasa en
respuesta al tratamiento con lipopolisacaridos en fibroblastos
gingivales humanos.

Con la finalidad de determinar si la enzima superoxido dismutasa se
activa por accion de los lipopolisacaridos, se trataron fibroblastos
gingivales humanos con diferentes dosis de lipopolisacaridos durante
24hr. La actividad de la enzima se determiné en geles nativos y se
reveld por actividad enzimatica.

Encontramos que el tratamiento con dosis desde 1 pg/ ml induce un
aumento en la actividad de |la enzima, asi mismo encontramos que se
activa una isoforma de peso molecular mas bajo. Este incremento de
fa actividad se presenta hasta dosis de 100 pg/mi. (Figura 19). De
igual forma el tratamiento con lipopolisacaridos induce la expresién de
una forma de superdxido de peso molecular menor.

1 2 3 4 5

Figura 19. Dosis respuesta del tratamiento de lipopolisacaridos en
fibroblastos gingivales humanos sobre la actividad de la enzima
superdxido dismutasa.

Los fibroblastos gingivales humanos se crecieron en cajas petri hasta
subconfluencia y se trataron con diferentes dosis de lipopolisacaridos
1) Controi; 2) 1; 3) 5; 4) 50; 5) 100 ug/ml
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En el analisis de barrido de las electroforesis nativas encontramos que
la actividad de la enzima se incrementa 6 veces sobre la actividad
basal a dosis de 1 ug/mi y este aumento persiste hasta las 12 horas
de tratamiento en donde después de 24 horas de tratamiento no se
observaron diferencias significativas (Figura 20).

Figura.20 Analisis de barrido de la dosis respuesta a lipopolisacaridos.
En la figura se muestra el analisis de barrido de los geles de actividad
obtenidos al tratar con diferentes dosis de lipopolisacaridos 1) control;
2) 1 ug/ml; 3) 5pg/ml; 4) 50 ug/ml; 5) 100 pg/ml. Los resuitados se
presentan como el porcentaje acumulado con respecto al basal.

Curso temporal de la actividad de superdxido dismutasa en
fibroblastos gingivales humanos tratados con lipopolisacaridos

En los ensayos de actividad en geles nativos encontramos que el
tratamiento con lipopolisacaridos a dosis constante ( 50 pg/ml) vy
diferentes tiempos, nos muestra que la actividad de la enzima se
presenta desde las 6 horas de tratamiento y que aumenta hasta las
12 horas de tratamiento, observamos asi mismo que desde las seis
horas de tratamiento se presenta una activacidn de una segunda
isoforrma de superéxido dismutasa de menor peso molecular. (Figura
21)
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1 2 3 4 5
Figura 21. Curso temporal de la actividad de superdxido dismutasa en
fibroblastos gingivales humanos tratados con lipopolisacaridos.
Fibroblastos gingivales humanos se crecieron hasta subconfluencia y
se trataron a diferentes tiempos con 50 pg / ml de lipopolisacarido. 1)
Control; 2) 6 hr; 3) 12 hr; 4) 24 hrs; 5) 48 hrs.

En el -analisis de barrido encontramos que el tratamiento con
lipopolisacaridos a diferentes tiempos promueve un incremento en la
actividad de la enzima superdxido dismutasa; encontramos asi mismo
que el maximo incremento se produce a las 24 horas de tratamiento y
que no presentan diferencias importantes entre las 24 y 48 horas de
tratamiento. (Figura. 22)

{% del 4004
basal) 200 )

1 2 3 4 35

Curso tem_poral
de LPS

Figura. 22 Curso temporal al tratamiento con lipopolisacaridos en
fibroblastos gingivales humanos.
Andlisis de barrido de fibroblastos gingivales humanos; las células se crecieron
hasta subconfluencia y se trataron a diferentes tiempos con 50 pg / ml de
lipopolisacédrido. 1) Control; 2) 6 hr; 3) 12 hr; 4) 24 hrs; 5) 48 hrs.
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9.2 EFECTO DE LOS LIPOPOLIS’ACARIDOS SOBRE LA
SINTESIS DE LA ENZIMA SUPEROXIDO DISMUTASA

Dosis respuesta al tratamiento de fibroblastos gingivales
humanos con lipopolisacaridos

Con la finalidad de determinar si los efectos de los lipopolisacaridos
sobre {a actividad de la enzima superéxido dismutasa se debian a
cambios en la sintesis de la enzima se realizaron ensayos western-
blot a fin de caracterizar su actividad sintética. En la figura 23 se
muestra el resultado del ensayo de western blot en donde se muestra
que tratamiento con lipopolisacaridos promueve un aumento en la
sintesis de la enzima desde las dosis de 1 pg/mi.

Figura 23. Dosis respuesta al tratamiento con lipopolisacaridos.

Se crecieron -los fibroblastos gingivales humanos hasta Ila
subconfluencia y se trataron durante 24 horas con diferentes dosis de
lipopolisacarido al término de cada condicion se recuperaron las
células y se lisaron en solucion de Laemli nativa, las muestras se
separaron por electroforesis y se transfirieron a membrana de
nitrocelulosa y se revelaron por fosfatasa alcalina.1) 100; 2) 50; 3) 5;
4) 1 ug/mi; 5) Control

Curso temporal del tratamiento con lipopolisacaridos sobre la
expresion de la enzima superodxido dismutasa.

Los fibroblastos gingivales humanos se trataron a diferentes tiempos
con dosis fija de lipopolisacaridos (50 upg/ml) nuestros datos
muestran que el tratamiento con los lipopolisacaridos promueve un
incremento en la sintesis de la enzima superdxido dismutasa.
Encontramos que el maximo incremento se produce a las 24 horas
(Figura. 24).
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Figura 24. Expresién de superdxido dismutasa por el tratamiento a
diferentes tiempos con lipopolisacdridos en fibroblastos gingivales
humanos. Se crecieron los fibroblastos gingivales humanos hasta la
subconfluencia y se trataron con 50 pg/ml de lipopolisacarido durante
diferentes tiempos al término de cada condicion se recuperaron las
células y se lisaron en solucidn de Laemli nativo, las muestras se
separaron por electroforesis nativa al 10% y se transfirieron a
membrana de nitrocelulosa y se revelaron por fosfatasa alcalina.

1) 48 hrs; 2) 24 hrs; 3) 12 hrs; 4} 6 hr; 5) Control

Efecto de los lipopolisacéridos sobre el DNA genémico de
fibroblastos gingivales humanos.

Con la finalidad de determinar si los incrementos en la actividad -de la
enzima superéxido dismutasa inducido por lipopolisacaridos, participa
en modificar al DNA genémico. Se realizaron estudios de aislamiento
del material genético nuestros datos seiialan que el tratamiento con
lipopolisacaridos no produce el fraccionamiento del DNA. (Figura. 25)

Figura. 25 Efecto de los lipopolisacaridos sobre el gendmico de
fibroblastos gingivales humanos. Las células se crecieron hasta la
subconfluencia y se trataron con lipopolisacaridos a diferentes dosis
durante 24 horas. 1) Control; 2)1 3) 5 4) 10 5) 50 6) 100 ug/ml de
lipopolisacéridos. Al término de la reaccidn se procedié a obtener el
DNA gendmice.
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10. DISCUSION

Los lipopolisacaridos son los componentes mayoritarios de las paredes
celulares de las bacterias gram negativas. La interaccién de estos con
células eucariénticas ocasiona cambios en la transduccion de sefiales
y de la expresidn génica. Entre las respuestas celulares que se€
presentan, se produce un rapido incremento en la formacién de
superdxido ( de 2 a 3 hrs) y de perdxido lo que conlleva a un
incremento en el estado redox celular. Se considera que el incremento
en radicales como superéxido y peroxido se utilizan como un
mecanismo de proteccidn contra agentes invasores.

Pero si la produccion de estas especies reactivas se prolonga puede
desencadenar en dafic y muerte celular @577, Las enzimas
antioxidantes (catalasa, superéxido dismutasa y glutation peroxidasa)
constituyen el sistema de defensa preponderante en respuesta a las
especies reactivas del oxigeno. El anién superéxido, por si mismo no
estd implicado como un mediador de la toxicidad celular, pero es
reducido a peréxido y un radical hidroxilo; son estas especies
quimicas las que producen dafios importantes en los tejidos
circundantes.

Evidencias experimentales sugieren que tejidos no Inmunes producen
especies reactivas de oxigeno, en miocitos al someterlos a isquemia
se produce el anién superdxido mediante fa activacién de la via de la
xantin oxidasa (Figura. 26).

Recientemente se ha demostrado que las especies reactivas del
oxigeno tienen importantes efectos en la produccioén de Interleucina 8
8y en la induccion de la enzima éxido nitrico sintetasa cuya catalisis
conlleva a la produccion de dxido nitrico que a concentraciones
elevadas desencadena la formacién de tumores y tiene actividad
bactericida ¥, Todos estos eventos citados anteriormente se asocian
al grado del dafio que presenten los tejidos.

En el presente proyecto de investigacion demostramos que
lipopolisacéridos  purificados de la  bacteria  Actinobacillus
actinomomycetemitans, promueven la activacion de la enzima
superéxido dismutasa de manera dosis dependiente y en el tiempo.
Este evento estd aunado a incrementos en la sintesis de la enzima.

En otros resultados de laboratorio %, se demostré que la actividad de
la enzima catalasa se incrementa en respuesta a la estimulacién
inducida por lipopolisacaridos en fibroblastos gingivales humanos. En
otra serie de experimentos ®, encontramos que las endotoxinas
purificadas de esta bacteria parodontopatogénica promueven la

produccién de éxido nitrico
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Como se muestra en el esquema que se presenta a continuacién
encontramos que el anidn superéxido participa en la produccion de
peréxido y Oxido nitrico. Pero los sistemas depuradores de estas
especies reactivas del oxigeno son tan eficientes en los fibroblastos
gingivales humanos que a muy a bajas dosis de las endotoxinas
bacterianas se activa a la enzima catalasa, de tal forma que el
procesamiento de este radical activo no promueve ruptura en el
material genético de estas células.
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Figura. 26 Mecanismos productores de especies reactivas del
oxigeno.?
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Hasta el momento no existen reportes que sefiaien cual es |a via de
transduccién involucrada en la activacion de especies reactivas del
oxigeno por accién de los lipopolisacaridos en fibroblastos gingivales
humanos. Estudios preliminares de este laboratorio sefialan gue estas
endotoxinas participan en la activacion de la via de transduccion de
tirosin cinasa, asi mismo inducen la expresion de formas no
convencionales de proteina cinasa C, con la finalidad de caracterizar
con certeza la via o vias de transduccidn involucradas en este evento
se deberan realizar investigaciénes con inhibidores selectivos de las
vias antes mencionadas que impidan la activacion de las enzimas que
participan en la formacion de especies reactivas del oxigeno.

La importancia clinica de la presente investigacion radica en conocer
las moleculas involucradas y los mecanismos a través de los cuales
acttan 1os lipopolisacaridos en la enfermedad parodontal, estudiar
asi mismo como se comportan los fibroblastos gingivales humanos en
respuesta a la agresion inducida por |a endotoxina involucrada, vy.
caracterizar la respuesta inflamatoria gingival. La finalidad de este
proyecto estd encaminada en posteriormente poder evitar la
disminucién de la sintesis de las fibras de soporte celular que
ocasionan la pérdida dental. Para asi combatirlas y tener una sociedad
con dientes sanos y naturales durante el transcurso de la vida. Por lo
cual es de suma importancia tener datos reales sobre |os procesos
degenerativos de los fibroblastos gingivales humanos.
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11. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos se puede determinar que los
lipopolisacéridos purificados de Actinobacillus
actinomycetemcomitans promueven |a actividad de la enzima
superéxido dismutasa en fibroblastos gingivales humanos in
vitro.

Los fibroblastos gingivales humanos  tratados  con
lipopolisacaridos de A a. Promueven incrementos en la
actividad la enzima superéxido dismutasa a partir de las
primeras 6 horas, y su activacion se prolonga hasta las 12 horas
y se matiene asi hasta las 48 horas.

Por otra parte la dosis-respuesta de lipopolisacaridos sobre los
fibroblastos gingivales humanos nos muestra que las
endotoxinas bacterianas inducen la expresién de la enzima
superdxido dismutasa a partir de un  microgramo
incrementandose  paulatinamente hasta. dosis de 100
microgramos/ml de tratamiento con lipopolisacéridos. ,
También se demostré que los lipopolisacaridos no promueven .
dafios en el D.N.A. genémico de los fibroblastos gingivales
humanos.
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13. ANEXO 1

AISLAMIENTO DE LIPOPOLISACARIDOS

Suspender las colonias en solucidn isotdnica.

Centrifugar a 300 rpm durante 15 minutos.

Descartar el sobrenadante hasta obtener la pastilla.

Resuspender con agua-fenol.

Centrifugar a 13.000 rpm a 5 grados centigrados durante 30
minutos.

Separar la fase acuosa para dializar.

La porcion fendlica se lava dos veces mas con agua centrifugando
a 13.000 rpm a S grados centigrados durante 15 minutos.

> Las porciones acuosas se dializan por separado.

VYV VVY

v Vv

SOLUCIONES

» Solucion saturada fenol-agua.
» Agua desionizada.
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ANEXO 2

DETERMINACION DE PROTEINA

La técnica consiste en realizar una curva patron con diferentes
concentraciones de proteina de 0, 5, 10, 25, 50 y 100 ug de proteina de
solucién de albimina bovina. Aforar a un volumen de 200 pl, de igual
forma se toman distintos volimenes de las muestras. Se les adiciona 1
mi. de la siguiente solucion:

» 1 ml. Sulfato de cobre al 1%
» 1ml, Tartrato de sodio y potasio al 2%
» 23 ml. de hidréxido de sodio 0.1N en carbonato de sodio al 2%.

Los tubos se agitan y se dejan reposar durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se agregan 50 ul del reactivo de
Folin-Cioclateus diluido en agua desionizada 2:1 se incuba durante 30
minutos y se leen a una densidad optica de 660 nm.
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ANEXO 3

GEL NATIVO DE ACTIVIDAD DE SUPEROXIDO
DISMUTASA :
GEL

» 0.02 g de persuifato de amonio.

»
>

Y VVY

v v

Gel al 10% de acrilamida.
Se colocan dentro del espacio entre los vidrios con una pipeta, y
se espera hasta que gelifique.
Ya gelificado se coloca el concentrador con el peine de corrida.
Colocar 10 microlitros de jugo azul nativo en cada muestra.
Se coloca la muestra en los carriles.
Colocar 5 microlitros de marcador de peso molecular
(Prestained-Protein MW stos-highs).

Correr a 66-70 amperes por 24 horas.
Se sumerge el gel en solucién NBT- Riboflavina y Temed (1:1) X
60 minutos en el cuarto oscuro.
Iluminar con el transiluminador habiendo tratado la solucién por
10 minutos.
Retirar el exceso de agua y fijar en acido acético por 10
minutos.

Receta de gel

VVVVYVYY

Acrilamida.

Buffer tris 8.8 pH.
Buffer tris 6.8 pH.
Agua.

Temed. )
Presulfato de amonio.

Referencia. Bautista, A.P.K. Mészaros, ). Bojta, and J.). Spinzer.
(1990) Superoxide anion generation in the liver during the early stage
of entoxemia in rats. J. Leukoc. Biol. 48:123-128.
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ANEXO 4

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS DE UN GEL DE
POLIACRILAMIDA A UN SOPORTE SOLIDO. (WESTERN
BLOT)

Actualmente el método es utilizado para transferir proteinas de un gel
a un papel de nitrocelulosa. Las proteinas especificas son identificadas
por la asociacién de anticuerpos contra ellas.

La transferencia se lleva a cabo mediante una equipo disefiado para
tal propdsito y se efectGa en un lapso de 1.5 a 2 horas dependiendo
del voltaje empleado. A continuacién se describen los pasos de forma
cronoldgica para llevar a cabo la transferencia de proteinas:

1. Una vez que el gel de poliacrilamida termina su corrida, se coloca
en un plato con agua bidestilada (para evitar que se deshidrate).

2. Se utilizan guantes para la manipulacion y el corte del papel filtro

de nitrocelulosa de un tamafio adecuado que corresponda al gel o un

poco mayor, y se marca por fuera en la esquina superior izquierda

con un plumin suave.

Nota: La importancia de los guantes radica en proteger al papel de
nitrocelulosa libre de contaminacion de aceites y secreciones de la piel’
y el que se puedan transferir proteinas extrafias o no propias de la
muestra que se procesara.

2. Hidratacion del papel filtro de nitrocelulosa en agua desionizada o el
buffer de transferencia por cinco minutos.

4. Se colocan las seis piezas de transferencia, de positivo a negativo

(rojo a negro) de la siguiente manera:

+
Almohadilla porosa (doble y por ambos lados).
Papel Whatman 3 mm?.
Pape! de nitrocelulosa.
Gel de poliacrilamida.
Papel Whatman 3 mm?.
Imohadilla porosa (doble y por ambos lados).

).....
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Una vez ordenada la rejilla de contencidn, se .remoja en buffer
(Glicina, Tris base, SDS y metanol)

1.

Al momento de poner en contacto el papel de nitrocelulosa con el
gel se retiran todas las burbujas que guedan entre ambos, con un
tubo de ensayo, pasando este por la superficie de la nitrocelulosa.
Es muy importante colocarlos perfectamente alineados.

.Se colocan la rejilla con los filtros y el gel en la camara de

transferencia. Y se conecta la fuente de poder con las siguientes
cargas:

+ 60 mA por 12 horas.
s 40 mA de 4-8 horas.

100 Volts por 1 hora.

. Al término de la transferencia el papel se prepara para la incubacién

con los anticuerpos. Para cumplir con tal propdsito la membrana
debera bloquearse, lavarse e incubarse con el 1° y 2do anticuerpo
hasta revelarse la reaccion.
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ANEXO 5

DNA ZOL. AGENTE AISLANTE DE DNA GENOMICO

Descripcion. Se utiliza para aislar DNA genémico de muestras .

liquidas o sélidas de animales, plantas, levaduras o bacterias. El DNA

zol contiene un detergente con guanidina y una solucién que lisa la
cual permite seleccionar la precipitacién del DNA de las células
lisadas.

Estabilidad. El DNAzol es estable a una temperatura de 15-30 grados

centigrados, por un afio,

Instrucciones de uso,

1. Lisis de células y niicleos. A las células cultivadas se les agrega
DNAzol en el drea del plato. Y se lisan las células por agitacién
después se pipetean para lisar en un tubo de ensayo. Pastilla o
suspension; las células se lisan por medio de un pipeteo suave, y se
javan con NaCl, se resuspende a 4 grados centigrades con una
solucién hipotdnica. La muestra se centrifuga a 4000 RPM por 10
minutos a 4 grados centigrados. Se retira el sobrenadante y se
coloca DNAzol.

2.Centrifugacién. Se sedimenta el homogenado por 10 minutos a
10,000 RPM a 4 grados centigrados; seguida la centrifugacién se
transfiere el sobrenadante viscoso resultante a un tubo. Con este
paso se remueven los fragmentos insolubles de tejido, RNA y
exceso de lipopolisacaridos. Este proceso es recomendado para
minimizar la cantidad de RNA dentro del DNA.

3.Precipitacién de DNA. El precipitado de DNA del lisado y
homogenizacion se adiciona etanol y DNA zol Para su aislamiento,
mezclandolo todo en un cuarto frio por 1-3 minutos. El DNA puede
rapidamente hacerse visible como un precipitado nuboso. Remueva
el precipitado de DNA enrrollado en la pipeta. E| DNA es colocado
en la punta del tubo (limpie). Con mucho cuidado se retira el
sobrenadante del fondo del tubo. Se mezcla la pastilla con el etanol
para evitar que el DNA se mantenga enrrollado (nuboso).

4.Lavado del DNA. Se lava el precipitado de DNA dos veces con
etanol. Se mezcla invirtiéndolo en tubos de 3-6 veces. Se
mantienen los tubos verticales por 1 a 5 minutos hasta que el DNA
esté en el fondo del tubo, para después redisolver en etanol.

5.Solubilizacion del DNA. Se dejan secar los tubos con aire seco por
5 a 15 minutos a temperatura ambiente. Se disuelve el DNA en
NaOH, y se coloca la pastilla directamente en la punta de la pipeta.
£l NaOH solubiliza completamente el precipitado de DNA.

6.Cuantificacion de resultados (DNA). Mezclar el DNA solubilizado
con NaOH y medir a A260 y A280 nm. en el espectrofotémetro vy
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finalmente se calcula el DNA asumiendo que una unidad de A260
equivale a 50 microgramos de DNA por mL.

El DNA aislado contiene particulas de RNA degradado. Si la muestra
contiene mas de 3% de RNA es necesario repetir el paso 2 o de
centrifugacién descrito en el protocolo.

Referencias.

1. Cox, R.A. (1986) Methods in Enzymology (Grossmann, L. and
Moldave, E., eds) Vol. 12 Part B, pages 120-129. Academic Press,
Ortando Fl.

2. Ausubel, F.M., Brent R Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidmann, 1.G.,
and Struhl, K. {(1990) in Corrent Protocols in Molecular Biology, Vol 2,
page A.1.5., John Wiley & Sons, Inc. New York, NY.
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13. Articulo 1.

LOS LIPOPOLISACARIDOS COMO PROMOTORES DE PROCESOS
INFLAMATORIOS EN CAVIDAD ORAL.
Gloria Gutiérrez-Venegas, Mauricio Pefia-Pdrraga y Armando Flores-Lides.

Laboratorio de Bioguimica. Division de Estudios de Posgrado de la
Facultad de Odontologia, Universidad Nacional Auténoma de México, c.p.
04510.

Tel/Fax: 56 22 55 54; correo electrénico: gloria@fo.odonto.unam.mx
ABSTRACT

The dental plaque-is a hiofilm composed of different gram positive and negative
bacteria. The release of lipopolysaccharides (L.P.S.) induced the expression of
inflammatory mediators and compositional changes associated with the disease.
L.P.5. has been shown to permeate all gingival tissues and interact with cells in the
gingiva and initiate a2 wide spectrum of detrimental processes such as stimulation
of destructive inflammatory processes and by modification of the innate host
response.

Key words: Lipopolysaccharides, structure and biological activity, oral bacteria,
periodontitis.

RESUMEN

La placa dental denominada también biopelicula estd compuesta por
microorganismos gram positivos y negativos. La liberacién de los lipopolisacéridos
(L.P.S.) promueve |3 expresién de mediadores inflamatorios y cambios en la
composicién del parodonto asociados con la enfermedad. Los L.P.S. son unas
moléculas permeables a todos los tejidos orales y con la capacidad de interactuar

con células de la encia en donde inician un amplio espectro de procesos destructivos
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como la estimutacién de procesos inflamatorios y la modificacién de.la respuesta
innata del huésped.
PALABRAS CLAVE: Lipopolisacdridos, estructura y actividad bioldgica, bacterias

orales, peridontitis.
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INTRODUCCION
La placa dental denominada también biopelicula, es una estructura que estd
compuesta por mas de 300 diferentes especies de bacterias (1)
Las biopeliculas se definen como una poblacidn de bacterias adheridas entre si0a
alguna superficie, que se encuentran recubiertas por una matriz. Este conjunto de
bacterias es sumamente resistente a los mecanismos de defensa del huésped {2).

La biopelicuia libera componentes dé la superficie celular a la cavidad
oral o al surco gingival. Y son precisamente estos componentes los que utiliza el
huésped para controlar sus respuestas a la infeccién bacteriana en la regién
mas altamente vascularizada de los tejidos parodontales que rodean las
superficies de las raices de los dientes (Figura 1).

Se ha establecido que el huésped utiliza un mecanismo molecuiar que
regula el bajo nivel de inflamacion en tejidos clinicamente sanos. En el infiltrado
de estos tejidos sanos se expresan de forma constitutiva |L.-8 y E-selectina (3-
6). Algunos autores sugieren que los antigenos de cubierta de la placa dental
estan involucrados en el mantenimiento de! tejido clinicamente sano.

En contraste, existe una clara asociacién entre el incremento en el nimero de
bacterias gram-negativas que pueden ser aisladas de la placa dental en relacidn con
la enfermedad periodontal.

£l ntmero total de bacterias que pueden ser aisladas de un sitic sano, oscila entre
10?% - 10% bacterias, de las cuales aproximadamente el 10 % corresponde a bacterias
del tipo gram-negativo que son las involucradas en a liberacién de los L.P.S..

La gingivitis es una enfermedad caracterizada por el incremento en el

enrojecimiento e inflamacién de la encia que rodea la superficie dental
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conjuntamente con un incremento en el nimero y tipo de células ir\ﬂ.amatorias; se
produce de igual foerma un aumento en las cuentas microbianas de hasta 10° - 10°
microorganismos de tos cuales del 15 al 50 % son bacterias gram negativas. En la
periodontitis, enfermedad en la que se produce una inflamacién crénica que
conlieva a la destruccion del hueso alveolar y pérdida de tejido conectivo se
presenta un  incremento en el ndmero de bacterias de hasta 10° - 10°
microorganismos, este incremento se produce con una clara asociacion de
microorganismos de tipo gram-negativos.

Entre los organismos gram-negativos mds fuertemente asociados con la
enfermedad periodontal se encuentran Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
forsythus y Actinobaciflus actinomycetemcomitans. Estos microorganismos estan
asociados con la enfermedad y participan de manera importante en 1a induccion de
la periodontitis; estas bacterias presentan en su superficie unas macromoléculas
denominadas lipopolisacaridos.

Los lipopolisacdridos participan como mediadores de procesos inflamatorios. Se ha
determinado que estas macromoléculas son permeables en todas las células que
componen la encia .y que inician una cascada de procesos que deterioran las
estructuras orales. Algunos estudios muestran que al tratar tejidos con diversos
tipos de lipopolisacdridos se promueve la expresion de mediadores inflamatorios

nocivos sobre el tejido del huésped.

Composicién y Estructura de Lipopolisacaridos Orales.

El grupo de lipopolisacdridos mas ampliamente caracterizado corresponde al de la
familia de los Enterobacteriacea, en particular los de Eschen‘f:hfa coli, gue estédn
formados por cuatro dominios consistentes en un lipido A, que es la regién téxica de

la molécula, el nicleo interno de oligosacdridos, el ndclec externo y la regidn
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polisacarida Q-antigénica. Las formas moleculares de los L.P.S. predominantes en
estas especies presentan un lipido A bastante conservadc, que consiste en una
molécula de p-(1,6)-D-glucosamina (1,47) - disacdrido fosfato, 3-hidroxi-acido
dodecanoico vy tetradodecanoico unidos en posiciones 2y 3 hidroxi - dcido graso
respectivamente {(Figura 2). El lipido A estd unido a un nicleo interno que
. contiene L-glicero-D-mano-heptosa y dcido ceto-deoxi-octulosénico (KDO) y una
regién menos conservada en el nlcleo externo compuesta de azlcares como
glucosa, galactosa, manosa y glucosamina. La molécula O-polisacdrida, que esta
unida al nicleo externe, varia ampliamente en composicion y estructura, a(n entre
las mismas especies.

Los L.P.S. aistados de organismos gram-negativos, estdn compuestos de especies
moleculares mditiples, que difieren no sdlo en la presencia o cantidad de O-
polisacaridos unidos en el ndcleo externo sino también en |a composicién del lipido
A. Algunas especies contienen lipido A acilado y los fosfatos son reemplazados por
algdn otro sustituyente.

Los L.P.S. de las bacterias bucales tienen una diversa composicién quimica.

Las bacterlas pueden clasificarse de acuerdo a la longitud de la cadena de &cido
graso, presente en la estructura del lipido A.

Se clasifican en tres grupos: cadenas de &cidos grasos de longitud media {14 C),
con L.P.S. similar a £. coli; L.P.5. con una longitud de dcido graso (17 C) presente
en Bactericides fragilis y finalmente, con cadenas de acido graso de longitud de
(12-13 C) como en Pseudomonas aeroginosa.

Los L.P.S. obtenidos de A. actinemycetemcomitans, Haemophilus parainfluenzae,
Fusobacterium nucleatum y Campylobacter rectus, contienen una regién 3-hidroxi-
tetradecancato (3-OHC14), KDO, y L-glicero-D-mano-heptosa y la presencia de un

KDO fosforilado en particular en A. actinomycetemcomitans y en ocasiones una
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regién .3-hidroxi-hexadecancato in C. rectus y F. nucleatum con mds de 14-
carbonos como componente activo.

Los L.P.S. de P. gingivalis, B. forsythus y Prevotella intermedia contienen 3-0OH-
cido tetradecanoico como el hidroxi-acido graso mayoritario (7-12},

Se ha determinado también que Capnocytophaga sputigena contiene 2-hidroxi-15-
metil-icido hexadecanoico, pero hasta el momento se desconoce si el
lipopolisacdrido de estos microorganismos estd relacionado con los que se
encuentran en los bacteroides.

Otra bacteria oral que tiene L.P.5. con cadenas de &cido graso menores a las
determinadas en enterobacterias, es Eikenella corrodens, que tiene un L.P.S.
compuesto por 3-hidroxi-dcido dodecanoico y 4acido dedecanoico. Centipeda
periodontia, Selenomonas sputigena y Veillonella spp tienen a L.P.S. que contienen
3-hidroxi-dcido tridecanoico v el carbono 13, de acido graso no hidroxilade (12).
Estos tres lipopofisacdridos contienen KDO y heptosa. La espiroqueta oral
Treponema denticola sintetiza hidroxi-acido graso de cadenas de 12y 13 atomos de
carbono, {6 que sugiere que estos organismos presentan cadenas cortas de dcido
graso de los L.P.S., pero hasta el momento no se ha determinado la presencia de
L.P.S. en estos microorganismos.

Estructura del lipido A obtenido de bacterias Orales:

El Iipido A obtenido de bacterias crales presenta el mismo tipo de estructura que las
enterobacterias, consistente en $-(1,6)-glucosamina disacdrido fosfato sustituida
con acidos grasos hidroxilados (13). La estructura de! Iipido A mds ampliamente
caracterizada corresponde a la de Porphyromonas gingivalis y Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Estos microorganismos presentan una estructura de lipido
A que es similar a la de Escherichia coli y difieren unicamente en la sustitucién de

dodecanate por uma molécula tetradecanato (Figura 2). €l lipido A de
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Porphyromonas gingivalis, presenta un menor nimero de cadenas de acido graso
unidas mediante un enlace p-(1,6) glucosamina y es de mayor longitud en
comparacién al lipido A de Actinobacillus actinomycetemcomitans, que  Se

encuentra fosforitade en la posicién de! dtomo de carbono 1.

Regién polisacédrida de los L.P.S. orales.

Las porciones polisacaridas de las maléculas de L.P.S. de las bacterias orales no han
sido hasta el momento ampliamente caracterizadas como con las enterobacterias. Ef
lipopolisacarido mds ampliamente estudiado corresponde al de Actinobaciflus
actinemycetemcomitans; éste presenta una estructura repetida de (-3-a-D-fucosa
{1-2)-a-L-ramosa-(3s1)-p- D-N-acetil galactosamina). Biotipos de la misma
especie contienen estructuras repetidas de deoxi-L-talosa y deoxi-D-talosa
Caracterizacién de determinantes en la actividad biolégica.

Los Iipopoiisacéridos exhiben una gran variedad de actividades bioldgicas in vitro y
promueven un sin nimerc de respuestas caracteristicas /n vivo. Entre los factores
que mds ampliamente influyen en la actividad de tos lipopolisacdridos, se
- encuentran as propias bacterias en las que la composicion del medio afecta la
integridad dei lipopolisacdrido; en particular cuando Porphyromonas gingivalis se
hace crecer en medios deficientes en hierro, 1os lipopolisacéridos extraidos de estas
cepas presentan una actividad biclégica alterada y un cambio en la identidad
quimica.

Estimulacién de mediadores inflamatorlos por L.P.5. orales.

La actividad biolégica de los L.P.S. se debe al lipido A. Estudios en los que se
utilizan analogos de! lipido A han demostrado que al modificar esta estructura, se
afectan las actividades endotdxicas. Se ha demastrado asfi mismo, que la remocién

de una cadena de &cido graso o la modificacién de alguno de los grupos fosfato
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. promueven la alteracién de actividades pirogénicas. Sin embargo, la induccién de la
sintesis de interleucinas es menos estricta en cuanto a los requerimientos
estructurales. Se ha establecido asimismo, que moléculas de L.P.5.
estructuralmente diferentes de la cavidad oral tienen una actividad bictdgica
alterada. L.P.S. obtenidos de Porphyromonas gingivalis son menos potentes que les
L.P.S. de E. coli porque carecen de! grupo 4 "-fosfato. Sin embargo los L.P.S. de A,
actinomycetemcomitans, C. rectus, E. corrodens y F. nucleatumn presentan
actividades similares a los de E. coli.

Efecto de los lipopolisacaridos sobre las células del parodonto.
Recientemente se ha demostrado que tejidos gingivales sanos presentan un bajo
nivel de expresién de mediadores inflamatorios. La molécula  E-selectina se
encuentra en la superficie del endotelio y su funcién es facilitar la salida de
leucocitos del flujo sanguineo a los tejides circundantes con ef fin de atacar a las
bacterias presentes en el sitio de la infeccién. La expresién de IL-8 guia a los
leucacites al sitio de la colonizacién bacterial.

La distribucién de los leucocitos en los tejidos gingivales aumenta cuando las bacterias,
proteinas y lipopolisacaridos son reconocidos por el huésped en particular mediante la
asociacién de estas moléculas con los monocitos (Figura 3).

De igual forma las células epitefiales de la encia, que constituyen el primer punto de
contacto con los lipopolisacéridos en el parodonto, liberan IL-1 (14).

Las endotoxinas actian también sobre los fibroblastos gingivates que sintetizan y liberan
tante IL-8 como la proteina quimotactica monocitica (MCP-1). Se ha demostrado asi mismo, que
en fibroblastos obtenidos de encias inflamadas, |a respuesta a la produccin de iL-8 disminuye
cuando se tratan a estas células con lipopolisacéridos extraidos de P. gingivalis.

Como se mencioné anterormente los monocitos, son capaces de responder &

concentraciones muy bajas de lipopolisacaride produciendo una ampiia variedad de mediadores
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de procesos inflamatorios que estimulan a ofros tipos celulares como los linfocitos y los
osteoclastos.

De igual forma los neutrdfilos, liberan citocinas en respuesta al tratamiento con L.P.S.
en particular los extraidos de P. gingivalis y Capnocytophaga ochracea que son capaces de
estimular la produccién de IL-1, IL-8 y TNF-a en eslas células.

En macrofagos los L.P.S. promueven la sintesis de IL-1B, que a su vez estimula a
células no mieloides (endoteliales, epiteliales y fibroblastos) a secretar prostaglandinas y
metaloproteinasas mismas que se encuentran en altas concentraciones en tejidos parodontales
y en padicular en el fluido crevicular, con lo que se inicia la destruccién 6sea y de tejidos de
soporte como el ligamento periodontal.

De los mediadores de los procesos inflamalorios, el mas ampliamente caracterizado es
IL-1, entre cuyos efectos se encuentra la induccién de la proliferacién de células T,
degranulacion de neutr&filos, liberacion de citocinas y prostaglandina -E; por parte de los
fibroblastos gingivales y de los monocitos.

Los monocitos son el recurso principal de secrecién de TNF-o en respuesta a L.P.S.. El
TNF-a estimula ia resorcién 6sea pero es menos potente que la 1L-1. Incrementa asi mismo la
permeabilidad vascular, la degranulacién de neutréfilos e induce la respuesta de varios tipos
celulares incluyendo la liberacién de PGE; por los fibroblastos y de IL-1 por monocitos. En el
fluido crevicutar los niveles de PGE., se incfementan durante procesos inflamatorios. Se ha
determinado que el tratamiento con apentes anti-inflamatorios participan en la disminucién dei
procesc destructivo lo que nos sugiere que la PGE; participa de manera importante en la
enfermedad parodontal {15).

En lo que se refiere a las proteinas de matriz, como las metaloproteinasas (MMF), que
consisten a! menos de nueve endopeptidasas dependientes de zinc, se ha establecido que
participan en la destruccién del tejido conjuntivo y en la resorcién ésea. Los L.P.S. presentes en
la cavidad oral pueden estimular a los macréfagos a secretar MMP que participan en la
destruccién tanto de tejidos blandos como ¢5e0s.

Los L.P.S. modulan la respuesta del huésped.
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Los L.P.S. con 4cidos grasos de cadena corta (E. corradens) o intermedia (F. nucleatum)
y con lipido A bifosforilado son potentes estimuladores de mediadores inflamatorios y en bajas
concentraciones participan en estimular la respuesta innata en el huésped. Sin embargo el
L.P.S. de P. gingivalis participa bloqueando la expresién de E-selectina, que es una molécula de
adhesion necesaria para la eficiente salida de leucocitos al flujo sanguineo. Toda vez que P.
gingivalis ha invadido las células epiteliales estas comienzan a secretar |L-8.

Mecanismos de destruccién del ligamento peridontal y del hueso alveolar.

Se ha demostrado que la presencia de lipopolisacérides conduce a la activacién de los
neutrdfilos que liberan de forma permanente grénulos que contienen hidrolasas 4cidas (ej.
catepsina) y proleasas neutras (ej. elastasas y colagenasas). Estas sustancias disgregan 105
proteoglucanos de la membrana celular bacteriana y también e! colageno y el fibrinbgeno
presente en el ligamento periodontal. Los neutréfilos se agrupan durante el curso de
inflamacién aguda y en abscesos, !a lisis en el tejido inflamado da lugar a la fiberacidn de
grandes cantidades de hidrolasas y proteasas. En este proceso participan también los
macréfagos que secretan una serie de proguctos entre los que se encuentran hidrolasas acidas,
lisozima y proteasas neutras.

Los mecanismos que determinan la destruccién del hueso no se CONOcen con certeza
pero en estudios in vitro se ha demostrado que la prostaglandina E, 1a 1L-1 y el TNFa estimulan
ta formacién de nuevos ostecclastos e incrementan la capacidad resortiva de células
destructoras existentes (Figura 4).

CONCLUSIONES

La placa denta! es una biopelicula compuesta de numerosas especies bacterianas, La
liberacién de L.P.S.. por estas bacterias, comienza a difundirse en (o5 tejidos gingivales.
Durante ta safud pericdontal tanto los lipopolisacéridos asi como otros componentes bacterianos
activan un bajo nivel la respuesta innata del huésped. El inicio de la enfermedad involucra
cambic en concentracion del lipopolisacarido. Los diverses L.P.S. de patdgenos orales tienen

una capacidad variada de estimular respuestas biolégicas y promover la enfermedad por

103




activacién de procesos inflamatorios destruclivos y por medificacion de ia respuesta innata del

huésped. (15}
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Figura 1. Cursc clinico. El aumento de bacterias patégenas en la placa dental
subgingivai, producen reacciones inflamatorias, resorci6n 6sea y pérdida del ligamente de
insercién, con lo que se produce aumento de profundidad y ulceracién det epitelio de unién o
formacién de bolsa. A) Proliferacién apical de las células epiteliales de la insercién del epitelio
de unién y del epitelio del surco, B) Movimiento apical del epitelio de 1a unién, degeneracion de
las fibras gingivales; reabsorcién osteoclastica; fibrosis C) Periodontilis avanzada,

Figura 2. Estructura quimica de tres lipopolisacaridos ampliamente caracterizados. A} E.cofi. B)
A. actinomicetemcomitans. C) P. gingivalis.

Figura 3. Efecto de las bacterias sobre la superficie dental.

La interaccién entre lipopolisacéaridos (L.P.S.) y receptores celulares {CR3) conduce a la
activacion directa de las células endoteliales. Estas toxinas activan a monocitos mediante una
via indirecta (o que confleva a la liberacion de citocinas (IL-1 y TNF), prostaglandina E2 (PGE2)
y metaloproteinasa (MMP). El resultado neto de esta interaccién provoca la salida de leucocitos
del flujo sanguineo a los tejidos.

Figura 4. Mecanismo de destruccion dsea.

La presencia de lipopolisacéridos conduce a la activacién de osteoclastos (células
multinucleadas) que desmineralizan los huesos y forman una matriz no coldgenosa. Las fibrillas
de col4geno son fagocitadas por mononucleares (M®) ¢ células similares a los fibroblastos. La
activacion de la resorcién dsea se produce por la prostaglandina (PG), por el factor activador de
los osteoclastos (OAF, procedente de las células T) y por la interleucina (IL-1 liberada por los
macréfagos),
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Participacién de las enzimas superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa
como mecanismo de defensa celular en el estrés oxidativo.

Resumen: A pesar de los numerosos estudios que se han realizado en las propiedades de estos
diferentes sistemas antioxidativos y del hecho de que participan en la defensa de radicales libres
del oxigeno su importancia en la célula no ha sido esclarecida del todo. En particular por la
heterogenidad de los modelos experimentates y por el lipo de condiciones oxidativas
empleadas. Es por esta razén que la interpretacion de los resultados varia enormemente
porque se han seleccionado medelos de efeclos protectores de enzimas antioxidativas, de
profiferacion celular, supervivencia celular, ruptura de DNA y tumorigenicidad.

E} siguiente paso en el conocimiento del comportamiento de estas enzimas consiste en
incrementar la concentracién de enzimas antioxidativas usando varios sistemas y estudiar los
efectos protectivos contra el estrés oxidativo. La actividad de {a catalasa se incrementa para
profeger a las células endoleliales de los radicales generados por el sistema de la xantin
oxidasa. La enzima super6xido dismutasa protege a estas células de la hipoxia. Esta enzima
también protege de hipoxia a fibroblastos y de la activacidn por paraquat.

Es posible que las tres principales enzimas tengan influencia entre si aunque se encueniren en
compartimentos separados. La enzima glutatién peroxidasa protege de la lipoperoxidacién y
superfxido dismutasa actGa en regiones hidrofilicas y de esta forma la proteccion de estructuras
tanto hidrofébicas como hidrofilicas son complementarias garantizdndose asi la integridad
celular contra el ataque por radicales libres.
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Introduccion .

Todas las células eucarionlas tienen un conjunto de enzimas responsables de la remocion de
estos radicales libres, el superéxido se hidroliza por accién de la enzima superéxido dismutasa y
el peréxido por la enzima peroxidasa.

Me permilo referirme de manera muy somera en la enzimologia de los intermediarios del
oxigeno que es un campo de interés desde hace aproximadamente 100 afios. En el periodo
comprendide entre 1858 a 1886 e! investigador Traube que se encontraba investigandc en
Alemania, llegé a la conclusién de que !a oxidacién biolégica involucra la activacién de
molecular del oxigeno por enzimas intracelulares.

Y algunos afios después particularmente en 1894 los investigadores Yoshida de Japén y
Berrand en Francia determinaron que habia un grupo de enzimas que participaban en el
oscurecimiento y endurecimiento de las hojas del &rbol de latex de origen Oriental. Bertrand
acufié el nombre de laccasa al grupo de enzimas que participaban en este proceso y que
catalizaban la oxidacién de sustancias fendlicas como el lactol ¢ ursinol presentes en estos
arboles. Posteriormente encontré que la enzima laccasa se encontraba presente tamblén &n los
hongos y estos contenian una laccasa distinta a la que denomind tirosinasa y que estaba
involucrada en el oscurecimiento de los mismos. A partir de estos hallazgos Bertrand introdujo i
término oxidasa al conjunto de enzimas que catalizan eslas reacciones y sugirié que
pertenecian al grupo de las metaloproteinasas.t?

En la aclualidad se han caracterizado mas de 200 enzimas que utilizan al oxigeno como

sustrato, las cuales se han agrupado en:

» Oxigenasas

» Oxidasas

Las oxigenasas catalizan la incorporacién de dtomos de oxigeno en sustratos organicos. Y se

agrupan a su vez en dioxigenasas { que catalizan la insercion del dioxigeno en susbtratos
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orgénicos) y monoxigenasas { gue catalizan la insercién de un atomo de dioxigeno hasta 5u
reduccién en agua).

En las reacciones catalizadas por oxidasas la molécula de dioxigeno funciona como un aceplor
de electrones que es reducido a superdxido (Cz7), perdxido (H:0;) © 8 dos moléculas de agua
{Hz0).

En su conjunto todas las enzimas que aclivan y reducen al dioxigeno son proteinas conjugadas,
en cuyos grupos prostéticos de estas enzimas esta presente la flavina, el cobre © el fierro.
Muchas de estas enzimas son hemo proteinas en particular las enzimas denominadas oxidasas
ya que las enzimas agrupadas como oxigenasas carecen de grupos hemc. Algunas
flavoproteinas contienen molibdeno, asi como centros femo-sulfurados pero eslos grupos no
aparecen directamente involucrados en la reduccién del dioxigeno. La reaccién del dioxigeno
generalmente ocume en el grupo prostético e involucra tres pasos fundamentales y que a

continuacién se mencionan:

» La combinacién de oxigeno con una flavina que se encuentra en estado ampliamente

reducida, en forma flavin-peréxido

» La asociacién de oxigeno a un centro metal reducido con varios grados de transferencia

electrénica del metal al oxigeno.

» La activacién por un centro metal oxidado del sustrato orgénico, el cual puede

reaccionar directamente con et dioxigeno unido al sitio activo.
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Existen dos factores que hacen al dioxigeno cinéticamente inerte:
1. Su estado basal como triplete, ya que su spin promueve restricciones en la
reaccion.
2. La magnitud negativa en €l potencial de reduccién estandar del electron del
oxigeno para la formacion del radical superdxido el cual realiza este proceso no

espentdneo con donadores de electrones que tienen potenciales elevados.

Los pracesos de formacién de radicales libres se resumen en la figura 1 en la que se muestran
los sistemas enzimaticos en la produccion de las especies reaclivas del oxigeno, asi mismo los
sistemas (calalasa, super6xido dismutasa y glutatién peroxidasa) depuradores de estas especies
. reactivas del oxigeno en particular el i6n superdxido (O;7), y el peréxido (H;O:) hasla la

formacién de agua (H,0).

En términos generales podemos afirmar que el oxigeno sirve como una molécula oxidativa en
tos organismos aerébicos porgue permite fa produccitn de energia durante la respiracién debido
a su alto potencial electroquimico. Por su estruclura electrénica la reduccién del oxigeno se
efectra através de pasos sencillos de transporte de electrones lo que produce la generacién de

radicales libres.

Hace algunas décadas Gershman, Mc Cond y Fridovich descubrieron al ién superéxido y su

papel en 1a toxicidad del oxigeno.®*

Durante la respiracion celular el oxigeno es reducido a la molécula agua por la enzima
citocromo oxidasa, solamente del 3 al 5% del oxigeno usado se convierte en superdxido como
resultado de la liberacién de electrones en |a cadena de transporte de electrones ubicada en la
membrana intemna mitocondrial.*® Asi mismo el super6xido y el peréxido se forman en la célula

por la activacién de complejos enziméticos como el xantin-oxidasa, ¢itocromo P450 y NADPH
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oxidasa, asi como por la autoxidacion de moléculas pequeiias como las calecolaminas, flavinas
y como resultado de ciclos xenobidticos como el paraquat, nitrofurantoina y adriamicina.

El ién hidroxilo es formado por la reaccién denominada de Haber-Weiss gue se produce entre el
peroxido y el superéxido. Esta reaccién es catalizada por metales de transicién en particular
fiero y se denomina reaccién de Fenlon.“” Debido a su reactividad, estos radicales libres
reaccionan de forma instanténea, dailando los componentes celulares.

Todos los componentes celulares pueden reaccionar con radicales libres derivados de! oxigeno
en uniones insaturadas y grupos tiol. En las proteinas algunos de sus aminodcidos son
sumamente sensibles a este ataque induciendo alteraciones enziméticas o cambios de
conformacion.™ El ién hidroxilo puede producir entrecruzamientos entre proleinas y la ruptura
de-amingécidos o que conduce la fragmentacion de macromoléculas.® Los acidos nucleicos
también son blanco de radicales libres, cuye aumento en concentracion promueve la ruplura del
DNA o modificacién de las bases nitrogenadas lo que conlleva a mutaciones puntuales.”

Sin embargo el dafio mas importante es causado por lipoperoxidacién en donde los dcidos
grasos polinsaturados son muy sensibles al ataque por radicales libres lo que promueve su
ruptura a aldehidos que son muy téxicos a las célutas.®'®'? Estos eventos ocasionan cambios
muy profundos en la estructura de las membranas alterando el funcionamiento celular.

En la actualidad se ha propuasto que todos estos eventos es decir, la modificacién de proteinas,
{a ruptura del DNA y la lipoperoxidacion particlpan en la promocidn de la muerte celular durante

el estrés oxidativo.

SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Las células los utilizan para defenderse del ataque por radicales libres, se han descrito hasta el
momento diferentes sistemas antioxidantes como el sistema a-tocoferol, acido ascérbico,
gutatién asi mismo enzimas antioxidantes como isoformas de superdxido dismutasa, catalasa y
glutatidon peroxidasa. En condiciones fisioldgicas estas enzimas manlienen concentraciones
bajas de radicales libres y su actividad esta acuciosamente regulada.
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La actividad de la enzima superoxido dismutasa fue descubierta por McCord y Friedovich en
1969, su funcidn es dismutar dos iones superdxido (O;7) en perdxido (H20) ¥ oxigeno (O;), esta
enzima es de suma importancia en el mantenimiento de condiciones aerdbicas. Se han descrito
tres isoformas que presentan iguales propiedades cinéticas. En procariontes una de estas
isoformas contiene fierro en su sitio activo,"2'™ la forma que contiene manganeso est presente
tanto en eucarionles como procariontes y la otra isoforma se encuentra en la mitocondria y el
citoplasma, es una forma dependiente de cobre — zinc. Esta enzima es la primera defensa
contra los radicales libres derivados del oxigeno y puede ser rdpidamente inducida bajo
determinadas condiciones cuando las células o los organismos son expuestos a estrés oxidativo.
La catalasa es una enzima ubicua que se encuentra presente en todos los organismos. En fas
células eucariontas se encuentra en los peroxisomas. Esta enzima contiene un grupo hemo en
el sitio activo gue es el responsable de su actividad catalitica. La enzima utiliza como sustrato
dos moléculas de peréxido y las transforma en dos moléculas de agua y oxigeno. Esta enzima
al igual que la enzima superdxido dismutasa se induce cuando las células son sometidas a algan
tipo de estrés.”™

La enzima gulation peroxidasa es una selenoproteina, tetramérica; cada subunidad tiene un
peso molecular de 22,000 daltons, asi mismo cada una de estas subunidades contiene un
atomo de selenio en forma de selenocisteina y s la regidén de la enzima involucrada en la
catdlisis.""?

Diversos estudios sefialan que del sesenta al setenta por ciento de la actividad de esta enzima
se encuentra ubicada en el citoplasma de las células y del veinticinco al cuarenta por cieato en
la mitocondria. Chambers™® demostré que el residuo selenacisteina se encuentra codificado en
el coddn de término UGA en el mensajerc. Este codén denominado también 6palo es
reconocido por una molécula especiat de RNA de transferencia que al inicio es cargado con
serina y después la serina es convertida en selenocisteina. Este seleno aminodcido es
incorporade post-traduccionalmente en el polipéptido de las subunidades de la enzima glutatién
peroxidasa."™ La deficiencia de selenio in vivo e in vitro conduce a una dramética disminucién

en la actividad de esta enzima.
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La enzima glutation peroxidasa reduce hidroxiperéxidos lipidicos y no lipldicos también a la
molécula de peréxido para catalisis de estas paniculas oxida a dos moléculas de glutation. E
mecanismo enzimatico de la calalisis es ter-uni-ping pong, la tasa de reaccién enzimatica se
incrementa linealmente conforme aumenta la concentracién de sustrato. Este tipo de cinética es

la responsable de 1a alta tasa de reduccion del peroxido. (Figura 2)

SOD: Qs = 2H' + 2H"
Catalasa: H;O; - 2 H;O0 + O,

Glutation peroxidasa : ROOH + 2GSH — ROH + H;O + GSSG

Figura 2. Reacciones catalizadas por las enzimas superfxido dismutasa, catalasa y glutation

peroxidasa. GSH: glutation reducido, GSSG gultation oxidado.

EFECTOS PROTECTORES DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A pesar de los numerosos estudios que se han realizado en las propiedades de estos diferentes
sistemas antioxidativos y dél hecho de que participan en la defensa de radicales libres del
oxigeno su importancia en la célula no ha sido esclarecida del todo. En particular por la
heterogenidad de ios modelos experimentales y por el tipp de condiciones oxidativas
empleadas. Es por esta razén que la interpretacion de los resultados varia' enormemente
porque se han seleccionado modelos de efectos prolectores de enzimas antioxidativas, de
proliferacién cetular, supervivencia celular, ruptura de DNA y tumorigenicidad. Todos estos
estudips han llevado a interpretaciones contradictorias, como con la enzima superdxido

dismutasa que en ocasiones aclia de forma protectiva y en otras de manera deletérea.

COMPARACION ENTRE DIFERENTES ENZIMAS ANTIOXIDATIVAS
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Existen infinidad de protocolos experimentales que tratan de evaluar el potencial protector de
las enzimas antioxidativas. ¥ que consiste en exponer a los animales o células a un sistema
generador de radicales libres y determinar sus efectos. El mecanismo mas sencillo es la adicion
de 1as enzimas de forma extracelular a las células expuestas in vitro a sistemas generadores de
radicales fibres.”"™ Se descubrié que solo la catalasa protege de los radicales libres generados
de! sisterna de [a xantin-oxidasa acetaldehido en fibroblastos humanos. Martin ¥ asi mismo
encontré que la catalasa inhibe la toxicidad inducida por nitrofurantoina en células
parenquimatosas.

El siguiente paso en e! conocimiento del comportamiento de estas enzimas consiste en
incrementar la concentracién de enzimas antioxidativas usando varios sistemas y estudiar los
efectos proteclivos contra el estrés oxidativo. La actividad de la catalasa se incrementa para
proteger a las células endoteliales de los radicales generados por el sistema de la xantin
oxidasa.”® La enzima superdxido dismutasa protege a estas células de la hipoxia. Esta enzima
también protege de hipoxia a fibroblastos y de la activacién por paraguat.®"

Es posible que las tres principales enzimas tengan influencia entre si aunque se encuentren en
compartimentos separados. La enzima ghiation peroxidasa protege de la lipoperoxidacién y
superdxido dismutasa actda en regiones hidrofilicas y de esta forma la proteccién de estructuras
tanto hidrofébicas como hidrofilicas son complementarias garantizdndose asl la integridad
celular contra el ataque por radicales libres.

Algunos estudios sefialan que la recuperacitn®??" de las células expuestas a estrés oxidativo
depende de la intensidad del estrés. Estos resultados sugieren que los daflos oxidativos no
pueden ser reparados completamente y esto altera la divisién celular. Se ha demostrado que la
inyeccion a diferentes concentraciones de catalasa, superdxido dismutasa o glutatién peroxidasa
en células con exposicidn a diferentes periodos de hipoxia tan prolongados como 20 horas no
alteran |la capacidad de las células de dividirse.

En los estudios mencionados anteriormente se describid el papel que tienen estas enzimas en
mantener a las células en condiciones normales como consecuencia de la remocion de radicales

libres derivados del oxigeno.
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En los estudios realizados por Michelis®™ demostré que la microinyeccién con anticuerpos

conlra las enzimas superoxido dismutasa Cu-Zn y glutation peroxidasa incrementa la

mortalidad de fibroblastos por hipoxia. Estos resuitados sugieren que ambas enzimas son

necesarias para la proteccién de la célula contra el ataque por radicales libres cuande tas células

son expuestas a estrés oxidativo,

En ofros experimentos Puglia y Powell demostraron que se incrementa la toxicicidad por hipoxia .
en ratas cuando se utiliza biscloroetilnitrosourea®™ este farmaco inhibe a la glutation peroxidasa.

Posteriormente Suttorp™’ demostré que al inhibir el ciclo de la glutation peroxidasa con

butionina sulfoximina o biscloroetiinitrosourea decrece de forma importante la resistencia de

células endoteliales a la generacién de radicales libres por la via de la glucosa oxidasa.

€n fechas recientes mediante ta utilizacion de técnicas de transfeccidn se ha establecido que 1a

sobre expresion de la actividad de superoxido dismutasa promueva que las células de ratén

sean més resistentes a parqual o hipoxia, posteriormente Huag® demostr6 una clara

comrelacidn entre la magnitud en el incremento de la aclividad de superoxido dismutasa y la

resistencia a paraquat. -

Sin embargo bacterias enriquecidas con superfxido dismutasa muestran un aumento en la

sensibilidad a la hipoxia® y a radiaciones ionizantes™ y en ctros experimentos los fibroblastos

humanos transfectados con superéxido dismutasa son mds resistentes a paraquat pero més

sensibles a la lipoperoxidacion.®?

Finalmente en condiciones normales la célula promueve el balance -entre la produccién de
radicales libres derivados del oxigeno y su destruccion por sisternas antioxidantes. Sin embargo
este balance puede romperse ya sea por incremento en la concentracion de radicales libres ¢
bien por decremento en los sistemas de defensa. Estas dos estrategias se han utilizado para

comprender e} papel de las enzimas antioxidantes en ta proteccién celutar,
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FIGURA 1. Mecanismos celulares de produccién de éxido nitrico
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