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1. - RESUMEN

Los Lipopolisacéridos, purificados de una gran variedad de bacterias gram
negativas inhiben la proliferacién celular de fibroblastos gingivales humanos, y
estan implicados en la patogénesis de la enfermedad pericdontal. Participan asi
mismo en prolongar el proceso de cicatrizacidn posterior a la terapia periodontal.

El objetivo de este trabajo consistio en determinar el mecanismo de ios
lipopolisacdridos y establecer si participan en la via de transduccién de
fosfoinositidil-calcio.

Para la determinacién de Ca®**, se utiliz6 como indicador FURA2/AM. En este
trabajo mostramos que el pretratamiento con lipopolisacdridos promueve la
disminucién en la respuesta de Ca’** inducida por Bradiquinina (1 pM ) e
Histamina (100 pM). La disminucién de la respuesta es dependiente de la
concentracién de LPS utilizado en la primera estimulacion.

Nuestros datos sugieren que el pretratamiento con lipopolisacaridos participa
en la disminucion a la respuesta a Bradiquinina e Histamina en fibroblastos
gingivales humanos mediante una via diferente al sistema de fosoinositidos-

calcio.



2. INTRODUCCION.

Las endotoxinas o lipopolisacidridos son potentes mediadores de procesos
inflamatorios y son ademads los componentes mayoritarios de las bacterias gram
negativas. Ocupan aproximadamente el 75% de ia superficie externa de fa
membrana exterior. Mientras que la porcién restante la compone la proteina
denominada porina de aproximadamente 6000 daltons que forma pequefios
canales de difusién hidrofilica a través de la membrana externa.

Los lipopolisacdridos estdn formados por cuatro diferentes dominios
estructurales: una estructura denominada lipido A, un nideo intemo de
oligosacdridos (que presenta dos azlicares atipicos como una heptosa y el KDO),
un nicleo oligosacdrido externo y finalmente un polisacarido O-antigénico que
provee a las bacterias de una apariencia lisa. Existen aproximadamente 3 a 4
miliones de moléculas de lipopolisacdrido por célula. Los grupos carboxilo en
KDO, los residuos fosfato en el lipido A y heptosas hacen del lipopolisacarido una
molécula anidnica. Los cationes calcio y magnesio se unen al lipopolisacarido
para formar puentes idnicos y propician la formacion de estructuras altamente
organizadas. Diversos estudios sefialan que fa proteina receptora de la superficie
celufar denominada CD-14 participa de manera importante en la asociacion de
alta afinidad a los lipopolisacaridos (Kd = 30 nM).

La parodontitis es una enfermedad inflamatoria en las enclas que conduce
a la pérdida progresiva de las células det ligamento parodontal y hueso alveolar
que proveen &l soporte a los dientes.

Las bacterias residentes en la placa dental son consideradas como los
agentes etioldgicos de la enfermedad; en especifico las bacterias gram negativas
que contienen lipopolisacaridos. Estas molécuias, promueven la activacion de
sefiales intraceiulares en fibroblastos gingivales humanos lo que conduce al
desarrollo de procesos inflamatorios.

Desde hace algunos afios se ha determinado que los fibroblastos
gingivales humanos responden a la accién de la bradiquinina e histamina,




hormonas que intervienen en procesos inflamatorios, se ha demostrado asi
mismo que estas hormonas activan fa via de fosfoinositidos-calcio, es por este
motivo que decidimos determinar si los lipopolisacaridos actilan a través de la
misma via de transduccién o participan en modular ia via de transduccion de
estas importantes hormonas promotoras de procesos inflamatorios.

LPR]



3.-ANTECEDENTES

3.1 PARODONTO

El parodonto es una estructura que esta constituida por cuatro regiones
fundamentales: ta Encia, el Ligamento Parodontal, el Cemento y el Hueso
Alveolar (Fig.1).

Fig. 1 Corte vestibulolingual que muestra los elementos del tejido periodontal
(Tomada de Fundamentos de Periodoncia. Haag P.H. y Pawlak E.A.)

3.1.1 Encia

La encia forma parte de la membrana mucosa bucal, incluida en la
mucosa masticatoria, que recubre las apdfisis aiveolares y rodea las porciones
cervicales de los érganos dentarios. Presenta un grosor de 1 2 9 mm y abarca
desde el surco gingival hasta la unién mucogingival. Se caracteriza por presentar
una coloracién rosa palido, gran vascularizacién y estar conformada de epitelio
escamoso estratificado y tejido conjuntivo fibroso denso (Fig.2) !

El epitelio gingival de la encia, esta constituido, a su vez, por I3 capa basal
o estrato germinativo; presenta células relativamente pequefias, cuboidales, que
estdn separadas por una ldmina basal 0 membrana de las células del tejido
conectivo. Después localizamos las células espinosas que constituyen el estrato




espinoso; estas células estan unidas a pequeiias prolongaciones citoplasmdticas
a las células que forman la capa granular, que es aplanada. Aqui encontramos
granulos de queratohialina (formacién de queratina); la Gltima capa, la més
superficial, el estrato cémeo, consistente en células aplanadas, queratinizadas,
sin nicteo y con muy pocos organelos.
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Figura 2 Corte histolégico vestibulofingual del tejido pericdontal en la cara facial
del diente (Tomada de Fundamentos de Pericdoncia. Haag P.H. y Pawlak E.A)

3.1.2 Hueso alveolar

El tejido conectivo supra-alveolar comprende la encia coronal y cresta del
hueso alveolar, estd constituido por células, siendo la principal de ellas el
fibroblasto (alrededor del 5%), esta célula fusiforme y alargada (Fig 3), con un
contenido del 15 % de reticulo endopilasmdtico granuloso, esa célula es la
responsable de la produccién de la coldgena. Sin embargo, se ha comprobado
que tanto la coldgena como la elastina pueden ser producidas por células del
mdsculo liso, por lo menos en algunas partes del cuerpo .



La unidad dento-alveolar, ejerce funciones de nutricién, formacién,
sensibilidad y soporte; estd compuesta por cementoblastos, fibroblastos, y
osteoblastos, con presencia de vasos sanguineos y red nerviosa.

D

Fig.3 Microscopia de transmisidn electrénica de fibroblastos gingivales humanos.
En la micrografia se muestra un aumento de x1500 de fibroblasto gingival
mediante la técnica de transmisién de electrones, {Tomada en el laboratorio de
Bioquimica. )

3.1.3 Ligamento periodontal

Las fibras gingivales del ligamento parodontal, son sintetizadas por los
fibroblastos gingivales, estan formadas en un 80% por coldgeno tipo 1y un 20%
del tipo III, disminuyendo estas con la edad. Asi mismo, el ligamento esta
constituido por glucosaminoglucanos, moléculas de la matriz extracelular, que
mantienen unidas a las células y forman un medio poroso para la difusién de
nutrientes y oxigeno en el entomno, en particular, dermatan sulfato, condroitin
sulfato y fibronectina>*

Las fibras colagenas se distribuyen al azar y se organizan en fasciculos se
denominan de acuerdo a su emplazamiento, direccidn y volumen. Se dividen en
fibras circulares que rodean la raiz y fibras transeptales que se extienden a
través de la encia interdenta! y se anclan en los cementos de los dientes
contiguos.



3.1.4 Cemento

El cemento es un tejido calcificado con un indice de recambio bajo, carece
de irrigacion linfatica y sanguinea, asi como de inervacion y se presenta en capas
alrededor de la raiz dental existiendo dos clases:

Aceluiar.- que cubre la parte cervical del diente y en ocasiones se extiende hasta
casi toda la raiz, excepto en la reqién apical.
Celular.- Amorfo y transparente que contiene los cementoblastos.

El cemento tiene una funcion eminente como estructura del soporte
dental en el huesc alveolar, y se ha establecido que dispone de componentes
bioldgicos importantes para inducir la asociacidn; migracién y proliferacion de los
fibroblastos. Se trata de una familia de moléculas que parecen ser exclusivas del
cemento, debido a que no se han detectado en el drea de la dentina® .

Ei proceso de formacion del cemento, liamado también cementogénesis,
se inicia con la aposicidn de matriz, sobre fa dentina a través de fas células de
Hertwing y posteriormente, a través de las células ectomesenqguimales de los
foliculos dentales, que migran y se asocian a la matriz para diferenciarse en un
tipo celular denominado cementoblastes, que son, en ultima instancia, 1as células
formadoras del cemento .

Entre los componentes de la matriz se han caracterizado proteinas,
deaominadas “de asocciacion”, derivadas del cemento (CAP); que ejercen entre
otras muy importantes, la funcion de promover {a asociacion de los fibroblastos y
de las células mesenquimates.

Otro grupo de investigadores ha caracterizade un factor del cemento, al
que nombraron como “factor de crecimiento derivado del cemento”, y que
funciona como un potente mitdgeno de los fibroblastos gingivales humanos,
aunque no se ha dilucidado con certeza el mecanismo del que se valen para
cumplir su misidn. Se sabe sin embargo, que estimula la movilizacion de calcio
(Ca®**), la activacién de cinasas, del tipo serin-treonina, de la proteina cinasa C y




la traslocacién de esta Gitima del citoplasma a la membrana, asi mismo induce
la exprestén de los proto-oncogenes ¢-fos y ¢-jun. Este factor de crecimiento,
derivado del cemento es una proteina de 13 kDa que se presenta en la matriz del
cemento y estd ausente por lo general en la dentina y tejidos blandos®?. Sin
embargo, en estrecha convivencia con estos factores se encuentra presente, asi
mismo, la placa dentobacteriana, que se compone de bacterias gram-negativas,
y algunas espiroquetas. Algunos de estos microorganismos liberan
lipopolisaciridos que provocan tanto la inhibicién de la proliferacién, como de la
actividad sintética de fibroblastos gingivales y estdn involucrados en la
patogénesis de la inflamacién parodontal. (Fig3)™°
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Fig 3. Formacién de Bolsa
A) Proliferacién apical de las céiulas epiteliales de la insercién del epitelio de Ia
unién y del epitelio del surco. B, Movimiento apical del epitelio de la unién,
degeneracién de las fibras gingivales; reabsorcién osteoclastica; fibrosis C.
Periodontitis avanzada. (Tomada de Fundamentos de Periodoncia. Haag P.H. y
Pawlak E.A.)



3.2 ENFERMEDAD PARODONTAL
3.2.1 Gingivitis

Entre fos padecimientos parodontales mas frecuentes se encuentran la
acumulacion de placa dentobacteriana y de cdlculos, lo que conduce al desarrollo
de la enfermedad parodontal conocida como la gingivitis que se manifiesta como
una inflamacion de la encia, y en respuesta a la presencia de factores irritativos
como los microorganismos de la placa dental que estan asentados junto a la
encia, lo que provoca signos clinicos muy importantes como 1a intensificacion de
la coloracion rosa coral, cambiando hacia un rojo intenso; la primera respuesta a
la irritacion es el eritema caracterizado por la dilatacion de capilares y el
aumento del flujo sanguineo. La intensificacion del color rojo s consecuencia de
la formad6n de nuevos capilares y el desarrollo de anastomosis entre arteriolas y
venas. Cuando la inflamacidn se hace crénica los vasos sanguineos se ingurgitan
y congestionan, el retorno venoso se dificulta y el flujo sanguineo se espesa;
todo eflo produce anoxemia (falta de oxigeno) en los tejidos lo que afiade un
tinte azulado a la encia enrojecida, 1a salida de gldbulos rojos de los vasos a los
tejidos y la descomposicion de la hemoglobina en sus pigmentos produce la
coloracion negruzca que se presenta en los casos de gingivitis cronica avanzada.

3.2.2 Parodontitis
3.2.3 Etiologia

La parodontitis afecta a los tejidos del parodonto, se caracteriza por una
destruccion progresiva del hueso alveolar, y por profundas alteraciones de encia
y ligamento parodontal. Una de las caracteristicas mds importantes de la
enfermedad parodontal es fa formacion de las bolsas parodontales que provocan
ia profundizacion patologica del surco gingival, y conduce indefectiblemente a la
destruccidn de los tejidos parodontales de soporte, lo que a su vez se traduce la

movitidad de los dientes y su exfoliacién final.




La parodontitis se debe principalmente a bacterias gram neqativas entre
las que se cuenta Actinobacilfus actinomycetemcomitans, que es un coco-bacilo
gram-negativo, sin embargo, también se relaciona con los bacteroides de ias
especies melaninogenicus, gingivalis e intermedius V.

La patogenicidad de estas bacterias en estudios i vitro se relaciona con
la habilidad de las bacterias presentes en fa biopelicula dental para producir
factores de virulencia, como endotoxinas, exotoxinas, enzimas y productos
téxicos derivados del metabotismo bacteriano.

El predominio de bacterias gram-negativas, ocasiona altas
concentraciones locales de endotoxinas denominadas también lipopolisacaridos,
estas moléculas son compuestos de alta toxicidad que ejercen efectos citotdxicos
en los tejidos del huésped, en estudios /n vitro se ha demostrado que estimulan
la resorcién dsea osteocldstica y causan una reaccion de Schwartzman localizada
con necrosis histica. Los efectos directos abarcan, leucopenia, activacion del
factor XII (o factor de Hageman), que traen como resultado la coagulacion
intravascular y la activacidn de la via alterna del sistema de complemento.

Las enzimas producidas por bacterias bucales incrementan la
permeabilidad del revestimiento epitelial del surco gingival, destruyen el tejido
conectivo gingival y promueven la proliferacion apical del epitelio de unidn a lo
fargo de las superficies radiculares; entre estas enzimas se encuentra la
colagenasa cuyo sustrato es la coldgena y es producida por B.gingivalis y por el
Actinobacillus actinomycetemcomitans y algunas otras enzimas como la
hialuronidasa.

Otras enzimas bacterianas relacionadas con ia enfermedad parodontal

incluyen: proteinasas, gelatinasas y aminopeptidasas.

10



3.2.4 Clasificacion
3.2.4.1Parodontitis del Adulto.

Los padecimientos parodontales se reladonan con la aparicion de bolsas
parodontales, asi como por la pérdida de insercién apical. Conforme el proceso
de pérdida dsea avanza, los dientes son moviles y es posible advertir una
migracion patolégica.

Entre los cambios mas notables que presenta la encia se encuentran,
enrojecimiento, tumefaccion e inflamacion, caracteristicas tipicas de la gingivitis,
En algunos casos los pacientes con parodontitis muestran otros sitios de la encia
con indicios de fibrosis o recesion, 0 bien aparecen sanos en su nivel superior.

Radiograficamente, se aprecian trastornos prematuros en el hueso, con el
desarrollo de lesiones en forma de taza, dispuestas de manera interproximal y
con pérdida de hueso en la cresta del proceso alveolar interproximal, aun sin

dafio a la ldmina dura.

La pérdida vertical de hueso se presenta cuando la evolucion de la pérdida
es mas veloz, la podemos encontrar en furcaciones, entre las raices y puede
llegar a alcanzar el dpice radicular, en cuyo caso es probable un prondstico
deficiente. La parodontitis infecciosa puede estar acompahada por espacios
amplios de ligamento parodontal, zonas de recesion radicular y pérdida de
lamina dura, 1'%

3.24.2 Parodontitis Prepuberal.

Se inicia antes de los once afios de edad y afecta la denticién primaria y
permanente por lo general se presenta en pacientes que tienen alguna
enfermedad sistémica de origen genético (sindrome de Down, Hipofosfatasia,

sindrome de Papillon Lefevre).

Estas entidades patolégicas son muy raras en [a actualidad, pero producen
un cuadro parodontal grave, de iniciacién temprana y muy rapida evolucion.
Todas ellas se asocian con distintas deficiencias en los mecanismos de defensa



(funcion de neutréfilos, monocitos o ambos), y también alteraciones en la
morfologia y constitucién de fa placa (abundante placa no adherida y aumento
de A.a, Porphyrormonas gingivalisy espiroquetas) %

Clinicamente presentan inflamacién gingival moderada o severa, con
bolsas profundas, gran destruccion dsea y pérdida prematura de dientes.

3.2.4.3 Parodontitis Juvenil.

Se presenta con mayor incidencia en adolescentes y aduftos jovenes
{pubertad y los 20 afos). Esta enfermedad afecta severamente el parodonto de
unc o mas dientes en adolescentes, la magnitud de la destruccién es
desproporcionada en relacién con la cantidad de placa presente.

Hay escasa placa adherida, con abundante placa no adherida y flotante,
mayor porcentaje de A.a., también se encuentra Capnocytophaga, Eikenella
corrodens y espiroquetas. Hay invasion bacteriana del tejido conectivo hasta del
tejido 6seo. Los pacientes presentan alteraciones funcionales de los leucocitos
polimorfonucleares, neutrdfilos o los monocitos de sangre periférica 0 ambos,

ademds de las alteraciones que los A.a producen en los neutréfilos gingivales.'+
16)

Se reconocen dos formas de la enfermedad: una localizada, que ataca
principalmente a los primeros molares y los incisivos, y otra generalizada que
abarca otros sectores.

Clinicamente, las lesiones se caracterizan por escasa inflamacion gingival,
bolsas profundas, escasa cantidad de placa, ausencia de calcuios, migracion
dentaria y movilidad, en especial de los incisivos superiores, con formacién de

diastemas.

Radiograficamente se observa pérdida dsea severa en la zona incisiva, y
en los primeros molares una pérdida ésea angular desde distal del segundo
premalar hasta mesial del sequndo molar, la destruccién parodontal avanza 3 a 4

12



veces mas rapido que la parodontitis de avance lento.c** La parodontitis juvenil,
tiene tendencia familiar, se puede presentar en varios miembros de una misma

familia.

3.2.4.4. Parodontitis Rapidamente Progresiva (PPR).

La PPR, puede presentarse en adultos o en pacientes jovenes {antes de
los 18 afios), en los adultos comienza entre los 18 y los 30 anos, vy a los 30 0 35
aios hay pérdida dsea severa, con movilidad dentaria, en general presenta una
cantidad minima de placa y calculos.

En la parodontitis rdpidamente progresiva puede haber tejidos gingivales
con inflamacion aguda severa, a menudo con proliferacidn y ulceracion,
supuracidén y hemorragia. Otras veces el tejido aparece rosado y sin inflamacion.

Las lesiones suelen ser generalizadas aunque son mas graves en las
furcaciones {Loe y Col 1986). La PPR se asocia con una placa bacteriana que
incluye A.a., P.gingivalis, Prevotella intermedia y espiroquetas. La mayoria de los
pacientes tiene ademds alteraciones en la respuesta quimiotactica de los
neutréfilos (%13

3.2.4.5. Parodontitis Refractaria (PR) y Recurrente.

Parodontitis Recurrente se denomina a la destruccién del aparato de
insercion de un individuo cuyo tratamiento anterior comprobd ser exitoso y
representa la aparicion de una nueva fase del padecimiento clinicc bien
delineado, como resultado de cuidados inapropiados, y ocasiona de nuevo
transtomnos infectivos en el paciente después del tratamiento (12).

Parodontitis Refractaria, se refiere a la parodontitis que no responde al
tratamiento convencional y se aplica a sujetos en quienes no funciona el

tratamiento de una o varias lesiones (12).

La dificultad para definir la parodontitis refractaria consiste en que el
cumplimiento y suficiencia terapéutica son dificiles de precisar. Haffajee y Col
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en 1988 7, descubrié que individuos con parodontitis refractaria, presentaban
bolsas mas profundas y una mayor perdida de insercidn que aquellos que
reaccionaban favorablemente al tratamiento, ademas advirtid una combinacién
de gérmenes patdgenos parodontales; B.gingivalis, B.intermedius, A.a,
Fusobacterium nudeatum y valores de anticuerpos aumentado a un amplio

orden de especies gram-negativas.

La definidén de P.Refractaria, se aplica a individuos que no se
sometieron a un tratamiento completo, bien fundamentado y que cumpliera con
todos los principios para eliminacién de infecciones, preparacion de raices,
eliminacion de todas las zonas de retencién de placa, asi como la motivacién y
éxito en la practica de un apropiado control de placa por parte del paciente un.

3.3 MICROORGANISMOS

3.3.1 A.a.(Actinobacillus actinomycetemcomitams)

El Actinobacillus actinomycetemcomitans, Actis = Rayo; Myces, Mycetis=
Hongo; Comitans = Acompafiado’’”, es un microorganismo que tiene que ver
con la patogenia de la enfermedad parodontal. Fue aislade por primera vez por
el microbidlogo aléman Klinger en 19812, de lesiohes de actinomicosis
cervicofacial.
3.3.1.1 Morfologia y fisiologia

Las colonias de A.actinomycetemcomitans (Fig.5) tienen una morfologia
interna con aspecto de estrella, sus células son esféricas o bacilares que miden
0.3 a 0.5 um de ancho por 0.6 a 1.4 um de largo. Son células gram-negativas,
no encapsuladas, capnofilicas y coco bacilos inmdviles. Son anaerobios
facultativos, que crecen mejor bajo condiciones microaerofilicas en una
atmadsfera de 10% de didxido de carbono. El microerganismo fermenta azicares,
no requiere los factores X (hemina) o V {(NADH), y es catalasa positivo.




Fig. 4 Colonias de Actinobacillus actinomycetemcomitans.
' En agar sangre.

Las colonias alcanzan un tamafio médmo de 1 mm después de dos a tres
dias a 37° C, son colonias transl(cidas y no hemoliticas. La morfologia de estas
colonias puede variar de acuerdo al medio de inoculacién, existen cepas que se
cree poseen fimbrias que exhiben colonias de superficie rugosa con una forma
estrellada que se adhieren firmemente al agar, mientras que las colonias que
presentan componentes no fimbriates, como vesiculas, material extracelular
amorfo o extensiones fibrilares de la membrana, exhiben una morfologia lisa y
no adherente al agar, %)

Ciertos serctipos de A.a y antigenos de los serotipos correspondientes se
relacionan con sitios especificos de la infeccidn: se identifican tres serotipos de
este microorganismo. Los antigenos del serotipo de alto peso molecular, estable
al calor. En la cavidad bucal los serotipos més frecuentes son los serotipos ay b,
ya que el serotipo ¢ integra sblo aproximadamente el 10% de las colonias de
A.a,
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3.3.1.2 Aspecto Clinico

El A.actinomycetemcomitams es un habitante en la mucosa oral humana.
Se ha aislado en un gran nimero de muestras de placa subgingival y se le
considera como un importante patégeno en la parodontitis del adutte, en algunos
casos en la parodontitis refractaria y en la parodontitis de rapida progresion,
pero mas especificamente esta relacionado en Ia etiologia de la parodontitis
juvenil localizada.“®! Los patdgenos parodontales como este microorganismo,
son en verdad perjudiciales en el ser humano, ya que causan enfermedades en
sitios extrabucales como resultado de la extension directa o diseminacion por via
sanguinea a partir de la cavidad bucal, por lo que este germen también puede
causar abscesos de la glandula tiroides, infeccién def conducto urinario, abscesos
cerebrales, osteomielitis vertebral, y otras infecciones, por lo general 19% de los
casos referidos de infeccién extrabucal en seres humanos tienen prondstico de
muerte.

Se sabe que A.a tiene la capacidad de unirse a células epiteliales, "
fibroblastos gingivales, ®® Hidroxiapatita del esmalte, ?® y a componentes
salivares.@%

Aunque aun no estan bien establecidos los mecanismos de adhesion e invasion
a estas estructuras se han realizado numerosas investigaciones para definir la
actividad patogénica de la bacteria.

Los estudios seroldgicos y de la implantacién, sefialan que A.a puede
transmitirse entre los miembros de la familia, sin embargo, no parece ser de facil

transmision, es decir esta enfermedad no es “contagiosa”.

El microorganismo produce muchos factores de virulencia que pueden
estar relacionados con {a patogénesis de fa parodontitis. Estos se clasifican como
factores que ayudan a la colonizacion de la placa dental o del surco gingival, o
de ambos por ejemplo capsulas bacterianas y fimbrias, que permiten evadit fos
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mecanismos de defensa del huésped, tales como una leucotoxina que puede
destruir los leucocitos poliformonucleares y un componente que inhibe la
quimiotaxis de estos leucocitos al sitio de la infeccion, y factores que pueden
causar destruccion histica, entre ellos las endotoxinas lipopolisacédridas que
estimulan la resorcion 6sea, una colagenasa que degrada el tejido conectivo
gingival y un factor que evita la cicatrizacion.

Entre los factores de adherencia del germen estdn las capsulas
bacterianas y fimbrias. Un factor adicional de virulencia es el lipopolisacarido del
A.actinormycetemcomitans, contiene carbohidratos, lipides A, acidos grasos Cl4y
p-OH C14, y cetodeoxioctonato (Lino y Hopps,1984).

La presencia de vesiculas extracelulares (ExVes): brotes de las vesiculas

membranales, que son extrusiones de {a membrana externa pheden funcionar en
la adherencia de A.a. como sucede con otras especies gram-negativas
(Porphyrormonas gingivalis) (&%)
Existen cepas de A.a. asociadas con material extracelutar amorfo (ExAmMat) que
se adhieren mejor a células epiteliales que aquellas que no presentan este
material. Sin embargo ExAmMat es capaz de interactuar con otras cepas de A.a.
y proporcionar su adherencia.

Se cree que la invasidn de A.a a células epiteliales se lleva a cabo por
endocitosis aunque esta idea no esta clara aun. Se ha reportado que A.a entra a
las células eucariotas mediante el sistema endosoma, pero, mas tarde se
encuentra libre en el citoplasma celular ¥ por lo tanto se supone que A.a es
resistente a los efectos letales del endosoma. Investigaciones realizadas en
donde se inhibe la acidificacién del endosoma no se aprecia cambio en la
invasion de A.a a células epiteliales proponiéndose asi que A.a es capaz de
inhibir la acidificacidn endosomal ¢ bien requiere de la misma para librarse de la
vacuola endocitica 29



3.3.2 Bacteroides negro-pigmentados

Otros miembros del género, en especial los bacteroides negro-
pigmentados, son residentes importantes en la cavidad bucal de seres humanos,
donde habitan muchos sitios bucales distantes, entre ellos: tonsilas, saliva,
lengua y mucosa bucal,

La especies Bacteroides negro-pigmentadas fueron descritas por primera
vez por Oliver y Werry (1921) como Bacterium melaninogenicum, que son
bacilos gramnegativos anaercbios, sin movimiento, que producen colonias café a
negro-pigmentadas cuando crecen en un medio que contiene elementos
sanguineos, al principio se les dividi6 en grupos de gran, poca o ninguna
fermentacion de azlcar, debido a las diferencias importantes de contenido

guanina-citosina (G+C) entre los grupos.

3.3.3. Bacteroides Gingivales

B.gingivalis aparece a menudo y en cifras altas, por lo regular como
componentes principal de [a flora subgingival en las lesiones por parodontitis del
aduito y se encuentra en la flora subgingival de mas del 90% de los pacientes

que la padecen.

B.gingivalis, coloniza la saliva y la mayor parte de la superficie de la
mucosa bucal, y dicho microorganismo puede, producir muchos factores de
virulencia potencial. Estos factores destructivos, incluyen, colagenasa, con
potente actividad proteolitica, una actividad “parecida a la tripsina”, toxinas
celulares y un lipopolisacérido que inhibe /7 vitro la formacidn 6sea; esté (itimo
también es un gran estimulador de produccién de interleucina 1 IL-1 a cargo de
monocitos, los cuales es probable que participan en la resorcion dsea mediada

por osteoclastos ©®




3.3.4 Bacteriodes intermedius

B.intermedius, es el microorganismo subgingival dominante en la gingivitis
ulcero necrosante aguda (GUNA)donde constituye un 20% de la flora. Es
heterogéneo, comprende dos grupos de homologia de DNA y tres serogrupos
(Nakazzawa y col, 1988).

Son bacterias que solo proliferan en ausencia de oxigeno, por lo cual se le
llama anaerobio obligado, usando sulfato o nitrato como aceptor de electrones.
Tienen forma de bastones y filamentos. Sin embargo, estas generan energia por
el proceso de fermentacién, que produce una diversidad de productos de

desecho como alcoholes o &cidos orgdnicos. 43

3.4 LIPOPOLISACARIDOS

Los Lipopolisacdridos (LPS) son los componentes principales de la
membrana externa de las bacterias gram-negativas, como la Escherichia colfi,
que es un anaerobio facultativo constituido por tres antigenos : el antigeno O de
pared celular, el antigeno H o flagelar y el antigenc K o capsular. £scherichia colf
produce dos enterotoxinas, la toxina CT de peso molecular alto y termolabii,
actiia estimutando la adenilatociclasa, y la enterotoxina ST, de peso molecular
bajo, termoestable, que estimula a la guanilatociclasa. ¢9

Los LPS son endotoxinas y las enzimas que catalizan la produccién de LPS son
codificadas por genes del cromosoma bacteriano, en tanto que e DNA de
plasmidos y bacteridfagos codifican por lo general a las exotoxinas. Las
endotoxinas tienen baja toxicidad en comparacion con la exotoxinas, es decir
antigenos débiles, inducen tan escasos anticuerpos que pueden producir
episodios miltiples de toxicidad, por lo que todas las endotoxinas producen los
mismos efectos generales de ftebre y choque (Tabla I).




Tabla I

Los Efectos binldgicos de las endotoxinas son:

1.- Fiebre debido a que los macrofagos liberan pirdgeno
enddgeno (IL-1),que actia sobre el centro hipotaldmico
regulador de la temperatura.
2.-Hipotension, chogue y trastomos del riego a drganos
esenciales debido a vasodilatacion y reduccién de la resistencia
periférica inducidas por bradicina.
3.-Coagulacién intravascular diseminada debido a la activacion
del sistema de la coagulacion a través del factor de Hageman
(factor XII).
4.- Activacién de la via alternativa de la cascada del
complemento, que produce dafo tisular.
5.- Neutropenia causada por secuestro de neutréfilos en
capilares pulmonares y de otros érganos.

Ernest Jawets, Microbiologia € Inmunologia.

En fa estructura de los LPS, la porcion téxica de la molécula es el lipido A,
que se conforma de un disacarido y varios acidos grasos. El centro del
polisacarido sobresale de la superficie bacteriana y la unidad repetida de
azucares en el extremo, o también llamado antigeno “0” 6 somatico, se
compone de 3, 4 6 5 az(icares repetidos hasta 25 veces.(C)

Los LPS desempefian un papel importante en la enfermedad parodontal,
en la mitogénesis de fibroblastos gingivales humanos, en la induccién de la
expresion de proto-oncogenes, en la activacion del complemento por la via
alternativa, en la activacion de macréfagos y en la estimulacién de linfocitos B.

Se ha establecido que después de la deteccion de la enfermedad
parodontal, el cemento contribuye a la reparacion del dafio con el auxilio de
células y mediadores quimicos que permiten la formacién del cemento nuevo, y
la asociacién del tejido conectivo. Este proceso, sin embargo, exige la

participacion activa de los componentes de la matriz extracelular.
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3.4.1 Estructura de lipopolisacaridos.

Los lipopolisacaridos varian de acuerdo a la longitud de la cadena de acido graso
en tres grupos: cadenas de acidos grasos de longitud media (14C) LPS similar a
E. cofi LPS con una longitud de acido graso grande (17C) como los de
Bacteriodes fragiis, finalmente con cadenas de acido graso de longitud de (12-
13C) similar a Pseudomonas aeroginosa.

LPS obtenidos de A. actinomycetemcomitans, Haemophilus parainfluenzae,
Fusobacteriumn nucleatum y Campylobacter rectys, contienen una regién 3-
hidroxi-tetradecanoato (3-OHC14), KDQ, 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, rectusy F. nucleatum con
mas de 14-carbonos como componente activo.

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

Otra bacteria oral que tiene LPS con cadenas de dcido graso menores a las
determinadas en enterobacterias como Eikenella corrodens que tiene un LPS con
3-hidroxi-acido dodecanoico y 4cido dodecanoico. Centipeds periodontia,
Selenomonas sputigena y Veillonella spp tienen LPS que contienen 3-hidroxi-
acido tridecanoico y el carbono 13, de 4cido graso no hidroxilado. ()} Todos estos
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 LPS, pero hasta el momento no se ha determinado con conviccidn la
presencia de LPS en estos microorganismos.

21




3.5 TRANSDUCCION DE SENALES

Quiza se podria afirmar que uno de fos factores que participan de modo
mas activo en la salud parodontal es la capacidad de comunicacién celular, para
lo que la naturaleza ha disefiado un complejo mecanismo que permite la
remisicn de sefales entre células contiguas y en ocasiones entre células
distantes. Las células se comunican unas con otras a través de mensajeros
quimicos. Dentro de un tejido determinado, algunas sustancias quimicas se
mueven de una célula a otra a través de uniones de hendiduras o de resquicio,
sin que pasen al liquido extracelular,

Estas sefiales de comunicacion han sido clasificadas en tres grupos
esenciales.
1)Comunicacion Autdcrina: las células liberan factores que actuan sobre la
misma célula que los sintetizd. Las células secretan mensajeros quimicos que se
filan a los receptores de la misma. Abarcan Factores de Crecimiento cuya funcién

es inducir un cambio bioldgico en la célula donde se origing la sefial.

2)Comunicacion Enddcrina: producen su efecto en sitios alejados de aquel en el
que fueron sintetizadas y en la cudl, las hormonas llegan a las células por medio

de la sangre circulante.

3) Comunicacion Paracrina: en la cual los productoes de las células se difunden en
el liquido extracelular y ejerce su efecto sobre células adyacentes. Un ejemplo de

este mecanismo de comunicacién se presenta en el sistema nervioso.

En ia actualidad se define una forma adidonal de comunicacion
intercelular lamada comunicacién Yuxtacrina, algunas células expresan miiltiples
repeticiones de factores de crecimiento, como el Factor Transformador del
Crecimiento Alfa (TGFe Transforming growth factor alpha), y io presentan en
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posicidn extracelular sobre las proteinas que atraviesan la membrana, que le dan
fijacidén con relacion a la célula,

El proceso de transmisién de la sefial se realiza de una serie de pasos
especificos, el primero de los cuales se inicia en la superficie membranal de la
célula blanco, que es la destinataria del mensaje, y que lo captura mediante un
conjunto de receptores de naturaleza proteica que son sintetizados en el interior
de la propia célula. Ei siguiente paso se efectua cuando el receptor transfiere la
sefial externa al entorno celular a través de una serie de cambios quimicos que
se reflejan de manera instantanea, en la conducta celular recibe el nombre de
segundo mensajero, del que existen diversos tipos, entre los que se encuentran
el AMPc, la proteina Cinasa C, Ca®** tirosin cinasas como MAP,MEK y ERK, Todos
los segundos mensajeros participan en la fosforilacion de diferentes proteinas
celulares y estas rutas de sintesis de los mensajeros reciben el nombre de
Sistemas de Transduccién de {a Sefial Hormonal ‘%),

En células sensibles a hormonas, en neuronas, en células musculares, el
Ca** actia como un segundo mensajero que desencadena, respuestas
intracelulares. Entre los procesos iniciados por el Ca®* se hallan la exocitosis en
las células nerviosas y endocrinas y la contraccion en el musculo.

La concentracién de Ca®** Citosblica se mantiene normalmente a niveles
muy bajos (<107 M) por accién de bombas de Ca? ** situadas en el reticulo
endoplasmatico, en la mitocondria y en la membrana plasmatica, gran parte del
Ca’** intracelular es fijado por las mitocondrias y el reticulo endoplésmico (figura

*** para incrementar la concentracién libre del

5), y estos organelos ofrecen Ca
mismo en el citoplasma. Estimulos hormonales, nerviosos o de otro tipo
producen la entrada de Ca*** en las células a través de canales Ca®* especificos
en la membrana plasmética o la liberacion de Ca®* almacenado en el reticulo
endoplasmético o en [a mitocondria, aumentando la [Ca®**] citosdlica y

desencadenando una respuesta celular.
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Existen por lo menos cuatro tipos de canales de Ca®** de compuerta de voltaje,
son activados por despolarizacién, mientras que los canales de compuerta de
ligando son activados por diferentes neurotransmisores y hormonas. El Ca’tt
también es transportado fuera de las células, por un antiportador impulsado por
el gradiente de Na* que intercambla 2 Na* por cada Ca®**.

Una forma en que ei Ca*** pone en marcha las respuestas celulares
consiste en activar una serie de enzimas dependientes de Ca®**, induyendo otra
proteina quinasa, la proteina quinasa dependiente de Ca*** incluyendo otra
proteina quinasa, la proteina quinasa dependiente de Ca**/Calmoduiina.

La Calmodulina (M,17,000), es una proteina acidica que contiene 148
residuos de aminoécidos y con cuatro elementos de unién a Ca’** con alta
afinidad. Cuando la calmodulina capta Ca**, se vuelve capaz de activar a §
diferentes cinasas diferentes, dependientes de esta. (Fig 5)
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Fig. 5 Mecanismos de regulacién del calcio intracelular.
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3.5.1 Transduccion de serales asociadas a LPS

La naturaleza de la interaccién entre LPS y sus células blanco ha sido

materia de mucha especulacion, £n un principio se penso que el amplio espectro
de actividades del LPS, se debid a su estructura anfipatica, por lo que se sugirié
que el LPS actuaba inespecificamente via la interaccién hidrofébica del lipido A
con los lipidos de membrana celulares blanco. Sin embargo. la activacion
selectiva por LPS de linfocitos T, la existencia de varias lineas de ratones que
presentaban respuestas inmunoldgicas y fisioldgicas disminuidas a LPS, la
existencia de mutantes y la identificacion de antagonistas a la bioactividad de ia
endotoxina®*®,sugirieron la presencia de un receptor o receptores de membrana
espedificos para el lipido A del LPS.
Los lipopolisacaridos interactlian con las células huésped a través de diferentes
proteinas receptoras de la superficie celular entre las que se encuentran la
proteina CD-14 y los receptores scavenger, de estos Ultimos se han caracterizado
los tipo 1 y tipo II ¥ consisten de seis dominios transmembranales. La asociacién
es favorecida por la proteina de asociacion a lipopolisacaridos (LBP).El
descubrimiento de esta proteina plasmatica(1986) LBP(lipopolysaccharide
binding protein), fue el evento mas importante para descifrar 105 mecanismos de
activacion celufar inducidos por LPS, La proteina LBP es una glucoproteina sérica
de 60-kDa, presente en el suero normal a concentraciones menores a 0.5ugfmi,
Yy que se eleva hasta 50 up/ml después de una respuesta de fase aguda. LBP es
sintetizada en los hepatocitos como un polipéptido sencillo de 50-kDa vy luego es
liberada en plasma como la forma glucosilada de 60-kDa ",

Se sugiere que la sintesis de LPB por los hepatocitos es controlada por
LPS, IL-1, TNF, IL-6 Y glucocorticoides y el pretratamiento con LPS predispone a
los hepatocitos a responder a LPS, TNF e IL-1 para la sintesis de LPB.

La unién especifica de a LPB se da a través del lipido A. Se han sugerido dos
funciones para LB, opsonizacion de particulas unidas a LPS y aumento de la
sensibilidad de leucocitos en la gue Lps funciona como opsonina al unirse a
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bacterias gram-negativas o a eritrocitos cubiertos por LPS®?). Ei LBP puede tener
importancia en la movilizacion de defensas del huésped para combatir
infecciones por gram-negativos. En los neutrdfilos, la LBP participa en la
produccion del anién superdxido inducido por ésteres de forbol®”. Los complejos
LBP-LPS son mil veces mas activos que el LPS por si solo en la induccién de TNF
y de ILB.

Al entrar el LPS a la circulacidn, la proteina LBP se le une rapidamente, y
los complejos LPS-LBP resultantes son reconocidos por el receptor CD14 de
células mononucleares. Este, unido al complejo, puede activar la sintesis de TNF
en las células ya sea de manera directa o indirecta, transportando al LPS a la
superficie celular, de manera que otras proteinas son estimuladas.

El camino completo de sefiales inducidas por LPS que resulta en la
activacién de la expresidn y secrecidn de citocinas ain no estd completamente
caracterizado. Weinstein y colaboradores **, encontraron que el LPS induce
fosforilacién de tirosinas de una proteina de 74-kDa que es estrictamente
dependiente de CD14. Entre las sefiales de transduccién inicial se ha detectado
la activacién de tirosin cinasas, lo que conduce a la liberacion del factor de
necrosis tumoral tipo alfa ( 12-14- 481). Se ha observado asi mismo que al
inhibir 1a via de tirosin cinasas se bloquea el shock endotéxico en ratones. (3
Entre los intermediarios en la activacion de Ia tirosin cinasas se ha encontrado
que participan las proteinas adaptadoras Shc, que estan involucradas en la sefial
de la proteina Ras ©®¥, y el protooncogene Vav ©%, la fosfatasa de inositol B9 y
fas tres clases mayoritarias de MAP cinasa ®¢*”. Se ha demostrado de igual
manera que los lipopolisacaridos activan la via de la PI3-cinasa lo que conduce a

la activacién de 6xido nitrico. 748V

Se demostrado que ceramida participa en las acciones de los lipopolisacarido en
diversas células, la produccion de ceramida puede activar la via de transduccion

de fosfoinositidos-calcio. “®) La activacion de estos segundos mensajeros
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conduce a procesos de respuesta celular que desencadenan eventos como los
procesos inflamatarios.

Pero no solamente los lipopolisacéridos derivados de las bacterias gram
negativas participan en los eventos de inflamacién de los tejidos gingivales.
Algunas otras moléculas producidas en los tejidos gingivales participan en los
fenémenos de inflamacién como la histamina y la bradiquinina, mensajeros a los
que los fibroblastos gingivales humanos responden.

3.6 Vias de Transduccién para LPS.

El tratamiento con LPS de un tipo celular definido causa tres cambios
principales en el nlicleo:
1)Hay un cambio rapido en la sensibilidad de la region de unién a la DNAsa 1, lo
que sugiere que se estd abriendo la configuracion de la cromatina del gen
determinado.
2)Aumentan dos factores nucleares: NFxB que se une al sitio ExB en la regidn
promotora intrénica, y OTF-2, que se une a un octdmetro en la regién
promotora.

El siguiente paso en la cascada de transduccidn de sefiales inducidas por
LPS es la activaddn de NFxB, factor de transcripcion que se encuentra en
citoplasma formando un complejo inactivo unido a la proteina inhibidora IxB.
Una de las cinasas que fosforila directamente a IxB es la PKC. Cuando IkB es
fosforilada, NFxB se disocia y se transloca al nicleo en una forma activa que se
une al DNA, permitiendo la transcripcién génica y la sintesis de TNF-o y de IL-
1B.

Otro camino intracelular de sefiales activado por el ips es el MAP
cinasa(mitogen activated protein kinase pathway). La MAP es una proteina
asociada a los microtibulos del citoesqueleto, y a través de ella, el LPS podria
afectar la fisiologia celular al perturbar el sistema de cinasas y fosfatasas
asociadas con el citoesqueleto, un organelo que tiene efectos profundos sobre
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transcripcion  génica,sintesis  de  proteinas, transporte  intracelular,
endocitosis,secrecion y forma celular. Varios ligandos extracelulares, como el
factor de crecimiento epidermal, el factor de crecimiento nervieso,ésteres de
forbol e insulina pueden estimular ef camnio de la MAP cdnasa. Entre los
miembros de este camino esta una familia de protrein-cinasa de serina/treonina
de 40-45 kDa, llamada ERKs (extracellularly reguiated protein kinases). Al menos
tres diferentes mienbros de las ERKs, ERK1, ERK2 y otra prateina de 38-kDa son
activadas por la fosforilacion de tirosinas en monocitos después de la
estimutacion con LPS®%,

3.7 AMINAS BIOGENAS Y QUININAS PLASMATICAS.

El témino “die biogenen amine” fue introducido por
Guggenheim(1951) refiriendose a “bases organicas de bajo peso molecular que
se desarrolla a consecuencia de procesos metabdlicos en animales,plantas y
microorganismos. Comprenden compuestos aliféticos, acilacdicos y heterodclicos
simples, y aparecen en el metabolismo celular como productos intermediarios 0
catabdlicos de importancia fisiologica diversa”. El término “bidgend” sugiere
“generador de vidd. las principales aminas bidgenas son productos
descarboxilados de aminoécidos o sus derivados.

La histamina, fue sintetizada en 1907, y su actividad farmacoldgica se
reconocid después de descubrirse, en 1910. Se detecté primeramente como
estimulante uterino en extractos de cornezuelo de centeno, del cual se aisld,
donde se produdia por descarboxilacién bacteriana de la histidina®®.

Aunque la histamina se habia identificado quimicamente en
extractos de tejidos, se sospechaba que podia ser un producto de la
putrefacdén. Solo en 1927 Best, Dale, Dudley y Thorpe aislaron histamina de

muestras impecablemente frescas de higado y pulmdn, estableciendo que esta
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amina es un constituyente natural del organismo. Se demnostrd su presendia en
diferentes tejidos y asi surgi6 el nombre de histamina (griego Aistos, tejidos)®?.

Dentro de su actividad farmacolégica, la histamina contrae muchos
misculos tisos, como los bronquiales e intestinales, pero dilata vasos sanguineos
pequefios (arteriofas). Constituye un poderoso estimulante de la secrecién de
dcido por la mucosa géstrica e interviene como mediador humoral en muchos
procesos patolégicos.

Existen tres tipos de receptores de histamina conodidos H,, H, y
Hs; fos tres se encuentran en los tejidos periféricos y el cerebro. Casi todos ios
receptores H; son presindpticos e intervienen en la inhibicién de la secrecién de
histamina y de otros transmisores, mediante proteina G. Los receptores H;
activan la Fosfolipasa C y los receptores H; aumentan el AMPcidico intracelular.

Bl descubrimiento de las quininas plasmaticas tuvo su origen en el
antiflujo observaddn de que ia inyeccién intravenosa de orina disminuye la
presién arterial. En fas décadas de 1920 y 1930 Frey y col. Caracterizaron la
sustancia hipotensiva y demostraron que un material similar podia obtenerse de
la saliva, el plasma y diferentes tejidos. Como el pancreas era una fuente rica,
llamaron a este material Kallikrdas, 7

El interés en este campo de la investigacion se intensificé cuando
Rocha e Silva y col. (1949) anunciaron que los venenos de dertas serpientes, asi
como la enzima tripsina, actuaban sobre la globulina plasmatica produciendo una
sustancia, probablemente un polipéptido, que también disminuia la presién
arterial y causaba una contraccién lenta del intestino. Debido a la respuesta lenta
de éste denominaron a la sustancia Bradiquinina, término derivado de las
palabras griegas bradis “lento”, y kinein, “moverse”. &%

Las quininas plasmaticas poseen un grado extraordinariamente elevado de
actividad farmacoldgica. Son los autocoides vasodilatadores mds potentes de iso
mamiferos, y en concentracion muy baja aumentan ia permeabilidad capilar,
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producen edema, dolor y reflejos actuando sobre las terminaciones nerviosas,
contraen o relajan diversos musculos lisos(directamente o mediante vias

nerviosas cortas o largas) y provocan muchas otras respuestas®™>’

3.6 Transduccidn de Sefales activadas por histamina y braquinina.

Histamina y bradiquinina son los mediadores de procesos inflamatorios mas
ampliamente estudiados. En procesos inflamatorios [a histamina es liberada por
mastocitos y leucocitos basofilicos y actda asi mismo como factor de crecimiento
y quemoatractante: “547)

Por su parte la bradiquinina es un mensajero de naturaleza proteica formado por
nueve aminoacidos y participa en procesos vasodilatadores e incrementa la
permeabilidad vascular y la proliferacion celular. “

Estes mensajeros promueven [a fiberacién de prostaglandina E; en fibroblastos
gingivales humanos “* Ja liberacion de éste producto derivado del acido
araquidénico participa en el desarrollo de la enfermedad ya que promueve
incrementos en la permeabilidad vascular, altera la funcidn inmune y regula la
proliferacion celular, asi como la sintesis de colagena y la diferenciacién celular.
@)

Estas hormonas presentan receptores en la superficie celuiar acoplados al
sistema de fosfoincsitidos calcio via la proteina acopladora Gq, lo que conduce a
la activacion de la enzima fosfolipasa C que hidroliza el fosfatidil inositol en
inositol trifosfato y diacilglicerol. El inositol trifosfato moviliza el calcio de las
reservas intracelulares y en conjunto con la proteina cinasa C activa a la proteina

cinasa C. 10

En trabajos previos ( Gloria Gutiérrez-Venegas, Martha Robles Flores y Javier
Portilla-Robertson. Lipopolysaccharide induces the expression of atypical protein
kinases C in human gingival fibroblasts in press.) encontramos que la proteina

cinasa C induce la expresidn de formas atipicas de la proteina cinasa C es por
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4.- JUSTIFICACION.
Durante el desarrollo de la enfermedad periodontal participan sin duda alguna
procesos inflamatorios en los que colaboran un gran nimero de moléculas
derivadas de [a biopelicula subgingival y en especifico por moléculas
provenientes de bacterias gram negativas que presentan como componente
externo mayoritario moléculas denominadas lipopolisacaridos conocidos también

como endotoxinas.

En el complejo proceso de intermediarios moleculares se ha demostrado también
que los lipopolisacaridos activan a los diferentes componentes del parodonto lo
que conduce a la liberacién de mediadores quimicos que aceleran los procesos
inflamatorios como el factor de necrosis tumoral, citocinas y algunos mensajeros

como histamina y bradicinina.

Ei tratamiento de la enfermedad podra mejorar en la medida en la que se
conozca con certeza la participacion de estos mediadores en los procesos
inflamatorios y mas adn en la medida en la que se determine la via de

transduccién mediante la cual activan los procesos inflamatorios,

Es por este motivo que la presente investigacion pretende determinar si estos
agentes comparten vias de transduccion o bien si sus efectos ios realizan

mediante vias aiternas u opuestas.
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5.- HIPOTESIS.

7.1 HIPOTESIS VERDADERA

» Si los fibroblastos gingivales humanos son tratados con
Lipopolisacaridos extraidos de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, entonces modulara las sefiales de
transduccion de hormonas que participan en regular los procesos
inflamatorios ocacionados por estos agentes como la histamina y
la bradiquinina.

7.2 HIPOTESIS FALSA

~ Si los fibroblastos gingivales humanos son tratados con los
Lipopolisacaridos extraidos de Actinobacillus
actinomycetemcomitans, no participaran en la via de

transduccion de hormonas protectoras de procesos inflamatorios.
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6.- OBJETIVO

6.1 Objetivo General

El proyecto tiene la intencion de analizar el efecto de los LPS, derivados de
algunos microorganismos A.a (Actinobacillus actinomycetemcomitans), sobre la
movilizacién de Ca*** inducida por Bradicinina e Histamina por la via de
activacién de proteina cinasa C en fibroblastos gingivales humanos.

6.1.1 Objetivos Especificos

. Se determinara la capacidad del LPS de A.a para adherirse a los
fibroblastos gingivales humanos.

. Determinar la movilizacion de Ca®*" en fibroblastos gingivales
humanos tratados con LPS, mediante la induccién por hormonas
Histamina y Bradicinina.

. Se cuantificara la liberacién de Ca®** via reticulo endoplasmico
que provoca la unién del LPS de A.a sobre los fibroblastos
gingivales humanos, mediante el tratamiento de células con el
fluoréforo FURA2/AM.
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7.-MATERIALES Y METODOS
Material y Equipo:

Reactivos:

Medio de cultivo celular Dulbecco modificado por Eagle (GIBCO).
Solucién isotdnica de Hanks (GIBCQ).
Suero Bovino Fetal (GIBCO).

Antibiético — Antimictico (GIBCO).

Buffer de Fosfatos salino {Baker).

Fura 2-AM (SIGMA)

Trisma (SIGMA)

Cloruro de Magnesio (Baker)

Cloruro de Calcio (Baker)

Glucosa (Baker)

Sulfato de Magnesio (Baker)

Suero albamina de bovino (SIGMA)
HEPES (SIGMA)

Bradiquinina (RBI)

Histamina (SIGMA)
Etilendiaminotretraicetio (EDTA) (SIGMA)
Suero Bovino Fetal (GIBCO)

Equipo

Incubadora CO;

Estufa.

Baiio de temperatura controlada.
Fluorosacan.

Potencidmetro.

Agitador,

Cajas Nunclon de 24 pozos.

7.1 Aislamiento y Caracterizacion de Bacterias.

Las cepas bacterianas usadas en este estudio fueron A.a aisladas de
paciente con parodontitis juvenil activa. Se caracterizé mediante pruebas
bioquimicas y tincion de Gram. El Iipogolisaca’ridos se obtuvo mediante la
extraccién fendlica descrita por Westphal ©%
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7.2 Cultivo Primario de Fibroblastos Gingivales Humanos.

Los fibrablastos gingivales humanos, mediante un proceso de cultivo primario en
el cual se tomaron muestras de tejido de encia y ligamento parodontal de
diferentes pacientes que fueron sometidos a clrugias y extracciones quirdrgicas.
Dichas muestras se colocaron en solucidn de Hanks. Mediante procesos de
centrifugacidn y tripsinizacion se obtuvo un cultivo de fibroblastos libre de otro
tipo de células. Estos cultivos se dejaron en medio DMEM, + 10% de SBF {Suero
Bovino Fetal) y 1% antibidtico-antimicGtico, se colocaron en cajas de pos con 2
mm del medio DMEM y se incubaron en atmosfera himeda y en presencia de
una mezcla de 95 % aire y 5% de Co; a 37° C. Los cultivos se alimentaron
semanalmente y las células se utilizaron entre los pases 5-15 @,

7.3 Determinacién de Cailcio intracelular.

Las células se crecieron en cajas de 48 pozos hasta subconfluenda. Las
células se preincubaron con 2uM FURA/2AM en DMEM por 30 min. a 37° C . Al
término se lavaron en tres ocasiones con buffer de fosfatos salino. Después de
que las células se cargaran con el indicador fluorescente (FURA2/AM,) las células
se incubaron en Krebs-Ringer-HEPES buffer que contiene 120mM de NaCl, 5mM
de KCI, 1mM de MqS0,, 0.96mM de NaH,PO,4, 0.2 % de glucesa, 0.1% de Suero
Albiimina Bovina, 1mM de CaCl,, 20mM de HEPES buffer (pH 7.4). El cultivo se
tratd con diferentes dosis de las hormonas Bradiquinina e Histamina o
lipopolisacarido.

La flourescencia de las células marcadas con FURA2/AM fue medida con
Flouroscan a 340 nm de longitud de onda en excitacién y a 510 nm de longitud
de onda en emisién. La lectura en Flouroscan se hizo a diferentes tiempos ) .
Los niveles de flourescencia se estimaron con la ecuacidn: F=(F-Fmin/Fmax-
F)*100, Fmax {flourescencia maxima), se estimé a agregar al cultivo celular
tritén al 10% Fmin (Flourescencia minima) se determind con el quelante EDTA
1mM. El ensayo se realizd en cinco ocasiones por triplicado, los resultados
representan a media para cada condicién + error standard. Para la comparacion
de los intervalos de confianza entre medias se realizd el andlisis ANOVA de
significancia.
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8. Resultados.

Concentracion intracelular de calcio en fibroblastos gingivales
humanos: -

La histamina y la bradiquinina son los moduladores gquimicos que han sido
estudiados extensivamente como mediadores de procesos inflamatorios. La
histamina es liberada por mastocitos y leucocitos y en ocasiones actia como un
factor de crecimiento y quimio-atractante. La bradiquinina es un péptido formado
por nueve aminoacidos, presenta varias acclones farmacoldgicas entre las que se
encuentran efectos vasodilatadores, aumento en ia permeabilidad vascular, dofor
y proliferacién celufar. ¢>%

Algunas investigaciones sefialan que estas hormonas promueven la liberacién de
prostaglandina E; en fibroblastos gingivales humanos®” La produccion de PGE;
participa de manera importante en los procesos inflamatorios, se detecta en el
fluido crevicular especialmente en sitios periodontales en donde se ha producido
una pérdida de ligamento parodontal asi mismo la PGE, incrementa la
permeabilidad vascular, altera la funcidn inmune y regula la proliferacion, sintesis
de coldgena y la diferenciacién celular de fibroblastos gingivales humanos.

Estas células presentan receptores a histamina y bradiquinina acoplados a la via
de fosfoinositidos-calcio o que conduce a incrementar Ia concentracién de calcio
intracelular y este calcio es esencial para la liberacién de PGE2 ¢V

Con Ia finalidad de caracterizar los efectos de los lipopolisacdridos sobre la
movilizacion de calcio intracelular, se utilizd el compuesto FURA-2AM, nuestros
datos sugieren que los fibroblastos gingivales humanos presentan una
concentracion intraceiular de calcio de 95 1 7 nM.

Efecto de bradiquinina sobre la movilizacién de calcdio.

Los fibroblastos gingivales humanos movilizan calcio del reticulo en respuesta a
bradiquinina (1 uM) el incremente en la concentracion de calcio se presenta de

forma rapida y transitoria. { Figura 6).
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Fig. &6 Efecto de bradiquinina (1 M) sobre la movilizacdn intracelular de calcio en fibroblastos
gingivales humanos.
Los fibroblastos gingivales humanos se cargaron con FURA-2AM y se expusieron a bradiquinina
durante 3 min.

El incremento en la concentracion de calcio inducido por esta hormona
produce un aumento de 6 veces sobre la actividad basal.

Efecto de la histamina sobre la movilizacién de caicio en
fibroblastos gingivales humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos se trataron con histamina (100 n
M) durante 3 minutos el incremento en la movilizacién de calcio fue
inmediato y transitorio. La estimulacién inducida por esta hormona fue
de 4 veces sobre la concentracion basal del calcio en el citoplasma de
las células. (Fig. 7)
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Fig. 7 Efecto de la histamina sobre la movilizacién de calclo en fibroblastos
gingivales humanos.
Las células se cargaron con FURA-2AM y se incubaren durante 3 minutos con
histamina 100 p M
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Efecto de los lipopolisacaridos sobre la movitizacién de calcio
estimulada por bradiquinina e histamina.

En ia figura 8-A se muestra la movilizacién de calcio por bradiguinina
que produjo un aumento de 5 veces sobre la actividad basal en un
tratamiento durante 3 minutos. En la misma figura se muestra que la
adicion de lipopolisacaridos (50 ng/mi) promueve una disminucién en
el basal de calcio y la adicién de bradiquinina { 1u M) produce un
discreto aumento de solo dos veces sobre la actividad basal.
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Fig. 8 Efecto de bradiquinina y lipopolisacéridos sobre [a movilizacién de calcio.
A) Se trataron las células con bradiquinina (1uM) y en otra condicién se trataron con
lipopolisacaridos ( 50 ng/mi) y bradiquinina (1 ng/ml)

En la figura 9 se muestran los efectos de histamina sobre la
movilizacién de calcio y el efecto de los lipopolisacaridos sobre las
acciones de histamina, nuestros datos sefialan gque los
lipopolisacaridos regulan la respuesta a histamina. (Fig. 9-B)

Nuestros resultades muestran que a las dosis utilizadas el tratamiento
con lipopolisacdridos (50 ng / ml) induce una disminucién en un 50 %
de la movilizacién de calcio en fibroblastos gingivales humanos.
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Fig. 9 Efecto de los lipopolisacdridos sobre la movilizacidn intracelular de calcio
inducida por histamina en fibroblastos gingivales humanos.
Los fibroblastos gingivales humanos se cargaron con FURA-2AM y posteriomente se
trataron histamina (100 p M) durante 3 minutos (A) y asi mismo las células se
trataron con lipopolisacéride (50 ng /ml) y posteriormente se retaron con histamina

(100 p M)
Atenuacion de la respuesta a histamina y bradiquinina en
fibroblastos gingivales humanos pretratados con
lipopolisacéarido.

En la figura 10 se resume el efecto de diferentes dosis de
lipopolisacéridos sobre fa movilizacién de calcio inducida por histamina
(100 uM} y bradiquinina (1pM).
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Fig.10 Dosis respuesta al tratamiento con lipopolisacaridos en la movilizacién de
calcio estimulada por Histamina (1 p M) e Histamina (100 p M).Los fibroblastos
gingivales humanos se cargaron con FURA-2AM con varias concentraciones de ilipopolisacarido
por 3 min. y se estimularon con 100 .M de histamina vy 1 p M de bradiquinina.
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9. Discusion.

En trabajos realizados previamente se demostrd que la bradiquinina e
histamina causan un incremento en la concentracién intracelular de
cailclo de manera inmediata y transitoria en fibroblastos gingivales
humanos.

Otros autores en trabajos posteriores utilizando el mismo sistema
demostraron que bradiquinina disminuge la respuesta a histamina a
través de desensibilizacién heterdioga.®*

Como he mencionado en lineas anteriores estas hormonas juegan un
papel relevante en procesos de vasodilatacion, participan en
incrementar la permeabilidad vascular y promover la proliferacion
celular, (6,61

Durante los procesos inflamatorios en el fluido extracelular se
concentran un gran nimero de moléculas activas biotégicamente por
mencionar algunos de estos componentes se encuentran los factores
de crecimiento, hormonas, metabolitos, enzimas digestivas vy
lipopolisacdridos.

Estas ultimas son productos bacterianos que reciben también la
denominacién de endotoxinas, por su naturaleza quimica pueden
atravesar las membranas de la encia y actuar sobre diferentes tipos
celulares y promover una gran infinidad de acciones fisioldgicas.

En fibroblastos gingivales humanos se ha reportado con anterioridad
que los lipopolisacdridos disminuyen la proliferacion celular y
promueven fa expresién de genes como el factor de necrosis tumoral
(TNF), el factor de crecimiento transformante (TGF) e interieucinas
{IL-1p).

En esta investigacién estudiamos los efectos de los lipopolisacaridos
sobre la regulacion de la via de transducciébn de histamina y
bradiquinina, el interés por determinar si los lipopolisacaridos modulan
la accién de estas hormonas se debe a que estos agentes actUan de
manera especifica y ejerciendo efectos antagodnicos en fibroblastos
gingivales humanos.

Nuestros datos seflalan que los lipopolisacaridos regulan la via de

transduccion de histamina y bradicinina a nivel de la movilizacidn
intracelular de calcio.
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Estos hallazgos son de suma importancia porque para que estas
hormonas realicen sus funciones fisiolégicas requieren de la produccion
de diacilglicero! e inositol trifosfato estos segundos mensajeros se
sintetizan en respuesta a la activacion de la fosfolipasa C mediada por
un proteina Gq. La sintesis de inosito! trifosfato promueve la
movilizacion de calcio del reticulo endoplasmatico y es precisamente la
movilizacion de calcio junto con el diacilglicerol los responsables de
activar al altimo mensajero de esta via de transduccion que es la
proteina cinasa C, desde hace ya algunos afios se demostré que esta
enzima cuya funcién es la fosforilacién de proteinas en residuos de
serina y treonina promueve la activacion de un gran nimero de
respuestas celulares entre las que se cuentan regulacién de sintesis de
DNA y expresién génica.

Es por este motivo que si la via fosfoinositidos-calcio es bloqueada a
nivel de movilizacion de calcio, efecto ocasionado propiamente por los
lipopolisacdridos, entonces no se realiza la activacion de la proteina
cinasa C y por tanto no obstruye fa respuesta fisiolégica promovida por
la histamina y bradiguinina.

Por dltimo queremos sefialar que es necesario realizar un mayor
numero de estudios que nos permitan dilucidar el mecanismo a través
del cual los lipopolisacdridos realizan la inhibicidn en la movilizacién de
calcio.
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10. Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir;

1. Los fibroblastos gingivales humanos promueven {a movilizacién de calcio
intracelular en respuesta al tratamiento con bradigquinina e histamina.

2. Los lipopolisacéridos promueven una disminucidn en [a concentracion
basal de esta hormona.

3. Se determiing que los lipopolisacaridos inhiben {a movilizacidn de calcio
promovida por dos hormonas que gran relevancia en el proceso de
defensa del organismo contra la enfermedad periodontal como histamina

y bradiquinina.
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