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1. - RESUMEN 

Los UpoPolisacáridos, purificados de una gran variedad de bacterias gram 

negativas inhiben la proliferación celular de fibroblastos gingivales humanos, y 

están implicados en la patogénesis de la enfermedad periodontal. Participan así 

mismo en prolongar el proceso de cicatrización posterior a la terapia periodontal. 

El objetivo de este trabajo consistió en determinar el mecanismo de los 

lipopolisacáridos y establecer si participan en la vía de transducción de 

fosfoinositidil-<:alcio. 

Para la determinación de ea'++, se utilizó como indicador FURA2/AM. En este 

trabajo mostramos que el pretratamiento con lipopolisacáridos promueve la 

disminución en la respuesta de ea'++ inducida por Bradiquinina (1 ¡.tM ) e 

Histamina (100 ¡.tM). La disminución de la respuesta es dependiente de la 

concentración de LPS utilizado en la primera estimulación. 

Nuestros datos sugieren que el pretratamiento con lipopolisacáridos participa 

en la disminución a la respuesta a Bradiquinina e Histamina en fibroblastos 

gingivales humanos mediante una vía diferente al sistema de fosoinosítidos­

calcio. 



2. INTRODUCCIÓN. 

las endotoxinas o lipopolisacáridos son potentes mediadores de procesos 

inflamatorios y son además los componentes mayoritarios de las bacterias gram 

negativas. Ocupan aproximadamente el 75% de la superfide externa de la 

membrana exterior. Mientras que la pordón restante la compone la proteína 

denominada porina de aproximadamente 6000 daltons que fonna pequeños 

canales de difusión hidrofílica a través de la membrana externa. 

Los lipopolisacáridos están formados por ruatro diferentes dominios 

estructurales: una estructura denominada lípldo A, un núcleo interno de 

ollgosacáridos (que presenta dos azúcares atípicos como una heptosa y el 1<00), 

un núdeo ollgosacárido externo y finalmente un polisacárido O-antigénico que 

provee a las bacterias de una aparienda lisa. Existen aproximadamente 3 a 4 

millones de moléOJlas de llpopolisacárido por célula. Los grupos carboxilo en 

1<00, los residuos fosfato en ellípido A y heptosas hacen del lipopolisacárido una 

molécula aniónica. Los cationes caldo y magnesio se unen al lipopolisacárido 

para fonnar puentes iónicos y propician la formación de estructuras altamente 

organizadas. Diversos estudios señalan que la proteína receptora de la superfide 

celular denominada OH4 partidpa de manera Irnportante en la asociadón de 

alta afinidad a los lipopolisacáridos (Kd = 30 nM). 

La parodontitis es una enfermedad Inflamatoria en las enáas que conduce 

a la pérdida progresiva de las células del ligamento parodontal y hueso alveolar 

que proveen el soporte a los dientes. 

las bacterias residentes en la placa dental son consideradas como los 

agentes etiológicos de la enfermedad; en específico las bacterias gram negativas 

que contienen llpopolisacáridos. Estas moléculas, promueven la activación de 

señales intracelulares en fibroblastos gingivales humanos lo que conduce al 

desarrollo de procesos inflamatorios. 

Desde hace algunos años se ha determinado que los fibroblastos 

gingivales humanos responden a la acdón de la bradiquinina e histamina, 
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hormonas que intervienen en procesos inflamatorios, se ha demostrado así 

mismo que estas hormonas activan la vía de fosfoinosítldos-calcio, es por este 

motivo que decidimos determinar si los IipoPolisacáridos actúan a través de la 

misma vía de transducdón o participan en modular la vía de transducción de 

estas importantes hormonas promotoras de procesos inflamatorios. 
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3.-ANTECEDENTES 

3.1 PARODONTO 

El parodonto es una estructura Que esta constituida por cuatro regiones 

fundamentales: la Enáa, el Ugamento Parodontal, el Cemento y el Hueso 

Alveolar (FIQ.l). 

Fig. 1 Corte vestibulolingual que muestra los elementos del tejido periodontal 
(Tomada de Fundamentos de Periodoncia. Haag P.H. y Paw1ak EA) 

3.1.1 Enáa 

la enáa forma parte de la membrana mucosa bucal, incluida en la 

mucosa masticatoria, Que recubre las apófisis alveolares y rodea las porciones 

cervicales de los órganos dentarios. Presenta un grosor de 1 a 9 mm y abarca 

desde el surco gingival hasta la unión mucogingival. Se caracteriza por presentar 

una coloradón rosa pálido, gran vascularización y estar conformada de epitelio 

escamoso estratificado y tejido conjuntivo fibroso denso (Rg.2) (1) 

El epitelio ginglval de la enáa, esta constituido, a su vez, por la capa basal 

o estrato germinativo; presenta células relativamente pequeñas, cuboidales, Que 

están separadas por una lámina basal o membrana de las células del tejido 

conectivo. Después localizamos las células espinosas que constituyen el estrato 
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espinoso; estas células están unidas a pequeñas prolongadones cttoplasmáticas 

a las células que funnan la capa granular, que es aplanada. Aquí encontramos 

gránulos de queratohialina(funnadón de queratina); la última capa, la más 

superfldal, el estrato córneo, consistente en células aplanadas, queratinizadas, 

sin núcleo y con muy pocos organelos. 

Figura 2 Corte histológico vestibulolingual del tejido periodontal en la cara facial 
del diente (Tomada de Fundamentos de Periodoncia. Haag P.H. y Pawiak EA) 

3.1.2 Hueso alveolar 

El tejido conectivo supra-alveolar comprende la encIa coronal y aesta del 

hueso alveolar, está constituido por células, siendo la prlndpal de ellas el 

flbroblasto (alrededor del 5%), esta célula fusiforme y alargada (Flg 3), con un 

contenido del 15 % de retículo endoplasmátlco granuloso, esa célula es la 

responsable de la producción de la COlágena. Sin embargo, se ha comprobadO 

que tanto la COlágena como la elastlna pueden ser produddas por células del 

músculo liso, por lo menos en algunas partes del cuerpo (2) • 
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la unidad dento-alveolar, ejerce fundones de nutrición, fonnación, 

sensibilidad y soporte; está compuesta por cementoblastos, fibroblastos, y 

osteoblastos, con presenda de vasos sanguíneos y red nerviosa. 

1 

. C7 

Fig.3 Microscopia de transmisión electrónica de fibroblastos ginglvales humanos. 
En la micrografía se muestra un aumento de x1500 de fibroblasto glnglval 

mediante la técnica de transmisión de electrones. (Tomada en el laboratorio de 
Bioquímica. ) 

3.1.3 Ugamento periodontal 

las fibras gingivales del ligamento parodontal, son sintetizadas por los 

fibroblastos gingivales, están formadas en un 80% por colágeno tipo 1 Y un 20% 

del tipo m, disminuyendo estas con la edad. Así mismo, el ligamento esta 

constituido por glucosamlnoglucanos, moléculas de la matriz extracelular, que 

mantienen unidas a las células y fonnan un medio poroso para la difusión de 

nutrientes y oxígeno en el entomo, en particular, dermatán sulfato, condroitín 

sulfato y fibronectina,(3-5) 

Las fibras colágenas se distribuyen al azar y se organizan en fascículos se 

denominan de acuerdo a su emplazamiento, dirección y volumen. Se dividen en 

fibras drculares que rodean la raíz y fibras transeptales que se extienden a 

través de la enda interdental y se andan en los cementos de los dientes 

contiguos. 
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3.1.4 Cemento 

El cemento es un tejido calcificado con un índice de recambio bajo, carece 

de irrigación linfática y sanguínea, así como de inervación y se presenta en capas 

alrededor de la raíz dental existiendo dos clases: 

Acelular.- que cubre la parte cervical del diente y en ocasiones se extiende hasta 

casi toda la raíz, excepto en la región apical. 

Celular.- Amorfo y transparente que contiene los cementoblastos. 

El cemento tiene una función eminente como estructura del soporte 

dental en el hueso alveolar, y se ha establecido que dispone de componentes 

biológicos importantes para indudr la asodación, migración y proliferación 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 área de la dentina(6) . 

El proceso de formación del cemento, llamado también cementogénesis, 

se inicia con la aposición de matriz, sobre la dentina a través de las células de 

Hertwing y posteriormente, a través de las células ectomesenquimales de los 

folículos dentales, que migran y se asocian a la matriz para diferenciarse en un 

tipo celular denominado cementoblastos, que son, en última instancia, las células 

formadoras del cemento (7) 

Entre los componentes de la matriz se han caracterizado proteínas, 

de,lominadas "de asociación", derivadas del cemento (CAP); que ejercen entre 

otras muy importantes, la función de promover la asociación de los fibroblastos y 

de las células mesenquimales. 

Otro grupo de investigadores ha caracterizado un factor del cemento, al 

que nombraron como "factor de crecimiento derivado del cemento", y que 

funciona como un potente mitógeno de los fibroblastos gingivales humanos, 

aunque no se ha dilucidado con certeza el mecanismo del que se valen para 

cumplir su misión. Se sabe sin embargo, que estimula la movilización de calcio 

(Ca'''), la activación de cinasas, del tipo serin-treonina, de la proteína cinasa C y 
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la traslocadón de esta última del citoplasma a la membrana, así mismo Induce 

la expresión de los proto-oncogenes e-fes y e-jun. Este factor de crecimiento, 

derivado del cemento es una proteína de 13 kDa que se presenta en la matriz del 

cemento y está ausente por lo general en la dentina y tejidos blandos(S-9). Sin 

embargo, en estrecha convivenda con estos factores se encuentra presente, así 

mismo, la placa dentobacteriana, que se compone de bacterias gram-negativas, 

y algunas espiroquetas. Algunos de estos microorganismos liberan 

llpopolisacáridos que provocan tanto la inhlbidón de la proliferación, como de la 

actividad sintética de fibroblastos glnglvales y están involucrados en la 

patogénesis de la inflamadón parodontal. (FIg3)10 

.. - =.:.,-. ---

< 

(~/ . 
I ' i ; .~ 

Rg 3. Formadón de Bolsa 
A) Proliferación apical de las células epiteliales de la Inserción del epitelio de la 

unión y del epitelio del surco. B. Movimiento aplcal del epitelio de la unión, 
degeneración de las fibras glngivales; reabsorción osteocfástica; flbrosis C. 

Periodontitis avanzada. (Tomada de Fundamentos de Periodonda. Haag P.H. y 
Pawlak EA) 
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3.2 ENFERMEDAD PARODONTAL 

3.2.1 Gingivitis 

Entre los padecimientos parodontales más frecuentes se encuentran la 

acumulación de placa dentobacteriana y de cálculos, lo que conduce al desarrollo 

de la enfermedad parodontal conocida como la gingivitis que se manifiesta como 

una inflamación de la encía, y en respuesta a la presencia de factores irritativos 

como los microorganismos de la placa dental que están asentados junto a la 

encía, lo que provoca signos clínicos muy importantes como la intensificación de 

la coloradón rosa coral, cambiando hada un rojo intenso; la primera respuesta a 

la irritadón es el eritema caracterizado por la dilatadón de capilares y el 

aumento del flujo sanguíneo. La intensificación del color rojo es consecuencia de 

la formación de nuevos capilares y el desarrollo de anastomosis entre arteriolas y 

venas. Cuando la inflamación se hace crónica los vasos sanguíneos se ingurgitan 

y congestionan, el retomo venoso se dificulta y el flujo sanguíneo se espesa; 

todo ello produce anoxemia (falta de oxígeno) en los tejidos lo que añade un 

tinte azulado a la encía enrojecida, la salida de glóbulos rojos de los vasos a los 

tejidos y la descomposidón de la hemoglobina en sus pigmentos produce la 

coloración negruzca que se presenta en los casos de gingivitis crónica avanzada. 

3.2.2 Parodontitis 

3.2.3 Etiología 

La parodontitis afecta a los tejidos del parodonto, se caracteriza por una 

destrucción progresiva del hueso alveolar, y por profundas alteraciones de encía 

y ligamento parodontal. Una de las características más importantes de la 

enfermedad parodontal es la formación de las bolsas parodontales que provocan 

la profundización patológica del surco gingival, y conduce indefectiblemente a la 

destrucción de los tejidos parodontales de soporte, lo que a su vez se traduce la 

movilidad de los dientes y su exfoliación final. 
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La parodontitis se debe principalmente a bacterias gram negativas entre 

las que se cuenta Actinobacillus actinomycetemcomitans, que es un coco-bacilo 

gram-negativo, sin embargo, también se relaciona con los bacteroides de las 

especies melaninogenicus, gingivalis e intermedius (11). 

La patogenicidad de estas bacterias en estudios in vitro se relaciona con 

la habilidad de las bacterias presentes en la biopelícula dental para producir 

factores de virulencia, como endotoxinas, exotoxinas, enzimas y productos 

tóxicos derivados del metabolismo bacteriano. 

El predominio de bacterias gram-negativas, ocasiona altas 

concentraciones locales de endotoxinas denominadas también lipopolisacáridos, 

estas moléculas son compuestos de alta toxicidad que ejercen efectos citotóxicos 

en los tejidos del huésped, en estudios in vitro se ha demostrado que estimulan 

la resorción ósea osteodástica y causan una reacción de Schwartzman localizada 

con necrosis hística. Los efectos directos abarcan, leucopenia, activación del 

factor XII (o factor de Hageman), que traen como resultado la coagulación 

intravascular y la activación de la vía altema 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 proliferación apical del epitelio de unión a lo 

largo de las superficies radiculares; entre estas enzimas se encuentra la 

colagenasa cuyo sustrato es la colágena y es producida por B.gingivalis y por el 

Actinobacillus actinomycetemcomitans y algunas otras enzimas como la 

hialuronidasa. 

Otras enzimas bacterianas relacionadas con la enfermedad parodontal 

incluyen: proteinasas, gelatinasas y aminopeptidasas. 
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3.2.4 Clasificadón 

3.2.4.1Parodontitis del Adulto. 

Los padecimientos parodontales se reladonan con la aparición de bolsas 

parodontales, así como por la pérdida de inserción apical. Confonne el proceso 

de pérdida ósea avanza, los dientes son móviles y es posible advertir una 

migración patológica. 

Entre los cambios más notables que presenta la enáa se encuentran, 

enrojecimiento, tumefacción e inflamación, características típicas de la gingivitis. 

En algunos casos los pacientes con parodontitis muestran otros sitios de la encia 

con indicios de fibrosis o recesión, o bien aparecen sanos en su nivel superior. 

Radiográficamente, se aprecian trastornos prematuros en el hueso, con el 

desarrollo de lesiones en fonna de taza, dispuestas de manera interproximal y 

con pérdida de hueso en la cresta del proceso alveolar interproximal, aun sin 

daño a la lámina dura. 

La pérdida vertical de hueso se presenta cuando la evolución de la pérdida 

es más veloz, la podemos encontrar en furcaciones, entre las raíces y puede 

llegar a alcanzar el ápice radicular, en cuyo caso es probable un pronóstico 

deficiente. La parodontitis infecciosa puede estar acompañada por espacios 

amplios de ligamento parodontal, zonas de recesión radicular y pérdida de 

lamina dura. (12.13) 

3.2.4.2 Parodontitis Prepuberal. 

Se inicia antes de los once años de edad y afecta la dentición primaria y 

pennanente por lo general se presenta en pacientes que tienen alguna 

enfennedad sistémica de origen genétiCO (síndrome de Down, Hipofosfatasia, 

síndrome de Papillon Lefevre). 

Estas entidades patológicas son muy raras en la actualidad, pero producen 

un cuadro parodontal grave, de iniciación temprana y muy rápida evolución. 

Todas ellas se asocian con distintas deficiencias en los mecanismos de defensa 
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(función de neutrófilos, monocitos o ambos), y también alteraciones en la 

morfología y constitución de la placa (abundante placa no adherida y aumento 

de A.a, Porphyrormonas gingivalisy espiroquetas) (12.14). 

Clínicamente presentan inflamación gingival moderada o severa, con 

bolsas profundas, gran destrucción ósea y pérdida prematura de dientes. 

3.2.4.3 Parodontitis Juvenil. 

Se presenta con mayor incidenda en adolescentes y adultos jóvenes 

(pubertad y los 20 años). Esta enfermedad afecta severamente el parodonto de 

uno o mas dientes en adolescentes, la magnitud de la destrucdón es 

desproporcionada en reladón 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 capnocytDphaga, Eikenella 

corrodens y espiroquetas. Hay invasión bacteriana del tejido conectivo hasta del 

tejido óseo. Los pacientes presentan alteradones funcionales de 105 leucocitos 

polimorfonudeares, neutrófilos o los monocitos de sangre periférica o ambos, 

además de las alteradones que los A.a producen en los neutrófilos gingivales.'14· 
16) 

Se reconocen dos formas de la enfermedad: una localizada, que ataca 

principalmente a los primeros molares y 105 incisivos, y otra generalizada que 

abarca otros sectores. 

Clínicamente, las lesiones se caracterizan por escasa inflamación gingival, 

bolsas profundas, escasa cantidad de placa, ausencia de cálculos, migración 

dentaria y movilidad, en especial de los incisivos superiores, con formación de 

diastemas. 

Radiográficamente se observa pérdida ósea severa en la zona incisiva, y 

en 105 primeros molares una pérdida ósea angular desde distal del segundO 

premolar hasta mesial del segundo molar, la destrucción parodontal avanza 3 a 4 
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veces mas rápido que la parodontitis de avance lento.""'" La parodontitis juvenil, 

tiene tendenda familiar, se puede presentar en varios miembros de una misma 

familia. 

3.2.4.4. Parodontitis Rápidamente Progresiva (PPR). 

La PPR, puede presentarse en adultos o en pacientes jóvenes (antes de 

los 18 años), en los adultos comienza entre los 18 y los 30 años, y a los 30 o 35 

años hay pérdida ósea severa, con movilidad dentaria, en general presenta una 

cantidad mínima de placa y cálculos. 

En la parodontitis rápidamente progresiva puede haber tejidos gingivales 

con inflamadón aguda severa, a menudo con proliferadón y ulceración, 

supuradón y hemorragia. Otras veces el tejido aparece rosado y sin Inflamación. 

Las lesiones suelen ser generalizadas aunque son mas graves en las 

furcadones (Loe y Col 1986). La PPR se asocia con una placa bacteriana que 

induye A.a., P.gingivalis, Prevotella intennedia y espiroquetas. La mayoría de los 

padentes tiene además alteraciones en la respuesta quimiotáctica de los 

neutrófilos (10,13). 

3.2.4.5. Parodontitis Refractaria (PR) y Recurrente. 

parodontitis Recurrente se denomina a la destrucdón del aparato de 

inserdón de un individuo cuyo tratamiento anterior comprobó ser exitoso y 

representa la aparidón de una nueva fase del padedmiento dínico bien 

delineado, como resultado de cuidados inapropiados, y ocasiona de nuevo 

transtomos 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 difíciles de precisar. Haffajee y Col 
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en 1988 (17), descubrió que individuos con parodontitis refractaria, presentaban 

bolsas mas profundas y una mayor perdida de inserción que aquellos que 

reaccionaban favorablemente al tratamiento, además advirtió una combinadón 

de gérmenes patógenos parodontales; B.gingivafis, B.intermedius, A.a, 

Fusobaderium nudeatum y valores de anticuerpos aumentado a un amplio 

orden de especies gram-negativas. 

La definidón de P.Refractaria, se aplica a individuos que no se 

sometieron a un tratamiento completo, bien fundamentado y que cumpliera con 

todos los prindpios para eliminadón de infecciones, preparadón de raíces, 

eliminación de todas las zonas de retención de placa, así como la motivadón y 

éxito en la práctica de un apropiado control de placa por parte del padente (17). 

3.3 MICROORGANISMOS 

3.3.1 A.a.(Actinobadl/us actinomycetemcomitamSj 

El Actinobacillus actinornycetemcomitans, Actis = Rayo; Myces, Mycetis= 

Hongo; Comitans = Acompañado(17), es un microorganismo que tiene que ver 

con la patogenia de la enfermedad parodontal. Fue aislado por primera vez por 

el microbiólogo aléman Klinger en 1912, de lesiones de actinomicosis 

cervicofacial. 

3.3.1.1 Morfología y fisiología 

Las colonias de A.actinomycetemcomitans (Fig.5) tienen una morfología 

intema con aspecto de estrella, sus células son esféricas o bacilares que miden 

0.3 a 0.5 !.!ITl de ancho por 0.6 a 1.4 11m de largo. Son células gram-negativas, 

no encapsuladas, capnofílicas y coco bacilos inmóviles. Son anaerobios 

facultativos, que crecen mejor bajo condiciones microaerofilicas en una 

atmósfera de 10% de dióxido de carbono. El microorganismo fermenta azúcares, 

no requiere los factores X (hemina) o V (NADH), Y es catalasa positivo. 
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Flg. 4 Colonias de Actinobadllus actinomycetemcomitans. 
. En agar sangre. 

las colonias alcanzan un tamaño máximo de 1 mm después de dos a tres 

días a 37" e, son colonias translúddas y no hemolíticas. La morfología de estas 

colonias puede variar de acuerdo al medio de inoculadón, existen cepas que se 

cree poseen fimbrias que exhiben colonias de superflde rugosa con una forma 

estrellada que se adhieren finnemente al agar, mientras que las colonias que 

presentan componentes no flmbriales, como vesículas, material extracelular 

amorfo o extensiones fibrilares de la membrana, exhiben una morfología lisa y 

no adherente al agar. (20.26) 

Certos serotipos de A.a y antígenos de los serotipos correspondientes se 

reladonan con sitios especfflcos de la Infección: se identifican tres serotipos de 

este microorganismo. Los antígenos del serotipo de alto peso molecular, estable 

al calor. En la cavidad bucal los serotipos más frecuentes son los serotipos a y b, 

ya que el serotlpo c integra sólo aproximadamente el 10% de las colonias de 

A.a. 
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3.3.1.2 Aspecto Clínico 

El A.actínomycetemcomitams es un habitante en la mucosa oral humana. 

Se ha aislado en un gran número de muestras de placa subgingival y se le 

considera como un importante patógeno en la parodontitis del adulto, en algunos 

casos en la parodontitis refractaria y en la parodontitis de rápida progresión, 

pero más específicamente está relacionado en la etiología de la parodontitis 

juvenil localizada.(19) Los patógenos parodontales como este microorganismo, 

son en verdad perjudiciales en el ser humano, ya que causan enfermedades en 

sitios extrabucales como resultado de la extensión directa o diseminación por vía 

sanguínea a partir de la cavidad bucal, por lo que este germen también puede 

causar abscesos de la glándula tiroides, infección del conducto urinario, abscesos 

cerebrales, osteomielitis vertebral, y otras infecciones, por lo general 19% de los 

casos referidos de infección extrabucal en seres humanos tienen pronóstico de 

muerte. 

Se sabe que A.a tiene la capacidad de unirse a células epiteliales, (21) 

fibroblastos gingivales, (23) Hidroxiapatita del esmalte, (20) y a componentes 

salivares.(24) 

Aunque aún no están bien establecidos los mecanismos de adhesión e invasión 

a estas estructuras se han realizado numerosas investigaciones para definir la 

actividad patogénica de la bacteria. 

Los estudios serológicos y de la implantación, señalan que A.a puede 

transmitirse entre los miembros de la familia, sin embargo, no parece ser de fácil 

transmisión, es decir esta enfermedad no es "contagiosa". 

El microorganismo produce muchos factores de virulencia que pueden 

estar relacionados con la patogénesis de la parodontitis. Estos se clasifican como 

factores que ayudan a la colonización de la placa dental o del surco gingival, o 

de ambos por ejemplo cápsulas bacterianas y fimbrias, que permiten evadir los 
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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 infección, y factores que pueden 

causar destrucción hística, entre ellos las endotoxinas lipopolisacáridas que 

estimulan la resorción ósea, una colagenasa que degrada el tejido conectivo 

gingival y un factor que evita la cicatrización. 

Entre los factores de adherencia del germen están las cápsulas 

bacterianas y fimbrias. Un factor adicional de virulencia es el lipopolisacárido del 

A.aronomycetemcomifans, contiene carbohidratos, lípidos A, áddos grasos C14 y 

p-oH C14, y cetodeoxioctonato (Uno y Hopps,1984). 

La presencia de vesículas extracelulares (ExVes): brotes de las vesículas 
. 

membrana les, que son extrusiones de la membrana externa pueden fundonar en 

la adherencia de A.a. como sucede con otras especies gram-negativas 

(Porphyrormonas gingivalis) (22,25) 

Existen cepas de A.a. asedadas con material extracelular 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 invasión de A.a a células epiteliales se lleva a cabo por 

endocitosis aunque esta idea no esta dara aún. 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 (24) por lo tanto se supone que A.a es 

resistente a los efectos letales del endosoma. Investigaciones realizadas en 

donde se inhibe la acidificación del endosoma no se aprecia cambio en la 

invasión de A.a a células epiteliales proponiéndose así que A.a es capaz de 

inhibir la acidificación endosomal o bien requiere de la misma para librarse de la 

vacuola endocítica (26) 
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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 anaerobios, sin movimiento, que producen colonias café a 

negro-pigmentadas cuando crecen en un medio que contiene elementos 

sanguíneos, al prindpio se les dividió en grupos de gran, poca o ninguna 

fennentación de azúcar, 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 la flora subgingival en las lesiones por parodontitis del 

adulto y se encuentra en la flora subgingival de mas del 90% de los padentes 

que la padecen. 

B.gingivalis, coloniza la saliva y la mayor parte de la superfide de la 

mucosa bucal, y dicho microorganismo puede, producir muchos factores de 

virulencia potencial. Estos factores destructivos, incluyen, colagenasa, con 

potente actividad proteolítica, una actividad "parecida a la tripsina", toxinas 

celulares y un lipopolisacárido que inhibe in vitro la fonnación ósea; esté último 

también es un gran estimulador de producción de interleucina 1 IL-1 a cargo de 

monocitos, los cuales es probable que participan en la resorción ósea mediada 

por osteoclastos (38). 
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3.3.4 Bacteriodes intennedius 

8.intennedius, 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 homología de DNA y tres serogrupos 

(Nakazzawa y col, 1988). 

Son bacterias que solo proliferan en ausencia de oxígeno, 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 energía por 

el proceso de fermentación, que produce una diversidad de productos de 

desecho como alcoholes o ácidos orgániCOS. ()8'39) 

3.4 UPOPOUSACARIDOS 

Los Lipopolisacáridos (LPS) son los componentes principales de la 

membrana externa de las bacterias gram-negativas, como la Escherichia col;' 

que es un anaerobio facultativo constituido por tres antígenos: el antígeno O de 

pared celular, el antígeno H o flagelar y el antígeno K o capsular. Escherichia coli 

produce dos enterotoxinas, la toxina cr de peso molecular alto y termolábil, 

actúa estimulando la adenilatociclasa, y la enterotoxina ST, de peso molecular 

bajO, termoestable, que estimula a la guanilatociclasa. (40). 

Los LPS son endotoxinas y las enzimas que cataUzan la producción de LPS son 

codificadas por genes del cromosoma bacteriano, en tanto que el DNA de 

plásmidos y bacteriófagos codifican por lo general a las exotoxinas. Las 

endotoxinas tienen baja toxicidad en comparación con la exotoxinas, es decir 

antígenos débiles, inducen tan escasos anticuerpos que pueden producir 

episodios múltiples de toxicidad, por lo que todas las endotoxinas producen los 

mismos efectos generales de fiebre y choque (Tabla [). 
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Tabla 1 

Los Efectos biológicos de las endotoxinas son: 

1. - Rebre debido a que los macrófagos liberan pirógeno 
endógeno (IL-l),que actúa sobre el centro hipotalámico 
regulador de la temperatura. 
2.-Hipotensión, choque y trastornos del riego a órganos 
esenciales debido a vasodilatadón y reducción de la resistencia 
periférica induddas por bradidna. 
3 . ..coagulación intravascular diseminada debido a la activación 
del sistema de la coagulación a través del factor de Hageman 
(factor XII). 
4. - Activadón de la vía alternativa de la cascada del 
complemento, que produce daño tisular. 
5.- Neutropenia causada por secuestro de neutrófilos en 
capilares pulmonares y de otros órganos. 

Ernest Jawets, Microbiología e Inmunología. 

En la estructura de los LPS, la porción tóxica de la molécula es el lípido A, 

que se conforma de un disacárido y varios ácidos grasos. El centro del 

polisacárido sobresale de la superficie bacteriana y la unidad repetida de 

azúcares en el extremo, o también llamado antígeno "O" ó somático, se 

compone de 3, 4 ó 5 azúcares repetidos hasta 25 veces.(C) 

Los LPS desempeñan un papel importante en la enfermedad parodontal, 

en la mitogénesis de fibroblastos gingivales humanos, en la inducción de la 

expresión de proto-oncogenes, en la activación del complemento por la vía 

alternativa, en la activación de macrófagos y en la estimulación de linfocitos B. 

Se ha establecido que después de la detección de la enfermedad 

parodontal, el cemento contribuye a la reparación del daño con el auxilio de 

células y mediadores químiCOS que permiten la formación del cemento nuevo, y 

la asociación del tejido conectivo. Este proceso, sin embargo, exige la 

participación activa de los componentes de la matriz extracelular. 
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3.4.1 Estructura de lipopolisacáridos. 

Los lipopolisacáridos varían de acuerdo a la longitud de la cadena de ácido graso 

en tres grupos: cadenas de ácidos grasos de longitud media (14C) LPS similar a 

Eco!;; LPS con una longitud de ácido graso grande (llC) como los de 

Bacteriodes fragilis; finalmente con cadenas de ácido graso de longitud de (12· 

13C) similar a Pseudomonas aeroginosa. 

LPS obtenidos de A. actinomycetemcomitans, Haemophilus parainfluenzae, 

Fusobacterium nucleatum y Campylobacter rectus, contienen una región 3· 

hidroxi·tetradecanoato (3·0HC14), KDO, y L-glicero-D-mano-heptosa y la 

presencia de un KDO fosforilado en particular en A. actinomycetemcomitans y 

en ocasiones una región 3-hidroxi-hexadecanoato in e rectusy F. nucleatumcon 

más de 14-carbonos como componente activo. 

Se ha determinado también que Capnocytophaga sputigena contiene 2-hidroxi-

15-metil-ácido hexadecanoico, pero hasta el momento se desconoce si el 

lipopolisacárido de estos microorganismos están relacionados con los de 

Bacteroides. 

Otra bacteria oral que tiene LPS con cadenas de ácido graso menores a las 

determinadas en enterobacterias como Eikenel/a corrodens que tiene un LPS con 

3-hidroxi-ácido dodecanoico y ácido dodecanoico. Centipeda periodontia, 

Selenomonas sputigena y Veil/onel/a spp tienen LPS que contienen 3-hidroxi­

ácido tridecanoico y el carbono 13, de ácido graso no hidroxilado. O Todos estos 

tres lipopolisacáridos contienen KDO y heptosa. La espiroqueta oral Treponema 

denticola sintetiza hidroxi-ácido graso de cadenas de 12 y 13 átomos de carbono, 

lo que sugiere que estos organismos presentan cadenas cortas de ácido graso de 

los LPS, pero hasta el momento no se ha determinado con convicción la 

presencia de LPS en estos microorganismos. 
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3.5 TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES 

Quizá se podría afirmar que uno de los factores que participan de modo 

más activo en la salud parodontal es la capacidad de comunicación celular, para 

lo que la naturaleza ha diseñado un complejo mecanismo que permite la 

remisión de señales entre células contiguas y en ocasiones entre células 

distantes. Las células se comunican unas con otras a través de mensajeros 

qUlmlcos. Dentro de un tejido determinado, algunas sustancias químicas se 

mueven de una célula a otra a través de uniones de hendiduras o de resquicio, 

sin que pasen al líquido extracelular. 

Estas señales de comunicación han sido clasificadas en tres grupos 

esenciales. 

l)Comunicación Autócrina: las células liberan factores que actúan sobre la 

misma célula que los sintetizó. Las células secretan mensajeros químicos que se 

fijan a los receptores de la misma. Abarcan Factores de Crecimiento cuya función 

es inducir un cambio biológico en la célula donde se originó la señal. 

2)Comunicación Endócrina: producen su efecto en sitios alejados de aquel en el 

que fueron sintetizadas y en la cuál, las hormonas llegan a las células por medio 

de la sangre circulante. 

3) Comunicación Parácrina: en la cual los productos de las células se difunden en 

el líquido extracelular y ejerce su efecto sobre células adyacentes. Un ejemplo de 

este mecanismo de comunicación se presenta en el sistema nervioso. 

En la actualidad se define una forma adicional de comunicación 

intercelular llamada comunicación Yuxtácrina, algunas células expresan múltiples 

repeticiones de factores de crecimiento, como el Factor Transformador del 

Crecimiento Alfa (TGFa Transforming growth factor alpha), y lo presentan en 
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posición extracelular sobre las proteínas que atraviesan la membrana, que le dan 

fijación con relación a la célula. 

El proceso de transmisión de la señal se realiza de una serie de pasos 

específicos, 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. El siguiente paso se efectúa cuando el receptor transfiere la 

señal externa al entorno celular a través de una serie de cambios químicos que 

se reflejan de manera instantánea, en la conducta celular recibe el nombre de 

segundo mensajero, del que existen diversos tipos, entre los que se encuentran 

el AMPc, la proteína einasa e, ea'++,tirosín cinasas como MAP,MEK y ERK. Todos 

los segundos mensajeros participan en la fosforilación de diferentes proteínas 

celulares y estas rutas de síntesis de los mensajeros reciben el nombre de 

Sistemas de Transducción de la Señal Hormonal (4H5). 

En células sensibles a hormonas, en neuronas, en células musculares, el 

ea'++ actúa como un segundo mensajero que desencadena, respuestas 

intracelulares. Entre los procesos iniciados por el ea'+ se hallan la exocitosis en 

las células nerviosas y endocrinas y la contracción en el músculo. 

La concentración de ea'++ Citosólica se mantiene normalmente a niveles 

muy bajos « 10'7 M) por acción de bombas de ea" ++ situadas en el retículo 

endoplasmático, en la mitocondria y en la membrana plasmática, gran parte del 

ea'++ intracelular es fijado por las mitocondrias y el retículo endoplásmico (figura 

5), y estos organelos ofrecen ea'++ para incrementar la concentración libre del 

mismo en el citoplasma. Estímulos hormonales, nerviosos o de otro tipo 

producen la entrada de ea'++ en las células a través de canales ea'+ específicos 

en la membrana plasmática o la liberación de ea'+ almacenado en el retículo 

endoplasmático o en la mitocondria, aumentando la [ea'++) citosólica y 

desencadenando una respuesta celular. 
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Existen por lo menos cuatro tipos de canales de ca2
++ de compuerta de voltaje, 

son activados por despolarizadón, mientras que los canales de compuerta de 

ligando son activados por diferentes neurotransmisores y hormonas. El ca2++ 

también es transportado fuera de las células, por un antiportador impulsado por 

el gradiente de Na+ que intercambia 2 Na+ por cada ca2
++. 

Una forma en que el ca2++ pone en marcha las respuestas celulares 

consiste en activar una serie de enzimas dependientes de ca2++ , induyendo otra 

proteína quinasa, la proteína quinasa dependiente de ca2++ incluyendo otra 

proteína quinasa, la proteína quinasa dependiente de ca2++ ¡calmodulina. 

La calmodulina (M,17,OOO), es una proteína acídica que contiene 148 

residuos de aminoácidos y con cuatro elementos de unión a ca2
++ con alta 

afinidad. Cuando la calmodulina capta ca2++, se vuelve capaz de activar a 5 

diferentes cinasas diferentes, dependientes de esta. (Fig 5) 

Fig. 5 Mecanismos de regulación del calcio intracelular. 
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3.5.1 Transducción de señales asociadas a LPS 

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

materia de mucha especulación. En un principio se pensó que el amplio espectro 

de actividades del LPS, se debió a su estructura anfipática, por lo Que se sugirió 

que el LPS actuaba inespecíficamente vía la interacción hidrofóbica del lípido A 

con los lípidos de membrana celulares blanco. Sin embargo. la activación 

selectiva por LPS de linfocitos T, la existencia de varias líneas de ratones que 

presentaban respuestas inmunológicas y fisiológicas disminuidas a LPS, la 

existencia de mutantes y la identificadón de antagonistas a la bioactividad de la 

endotoxina(49),sugirieron la presencia de un receptor o receptores de membrana 

específicos para el lípido A del LPS. 

Los lipopolisacáridos interactúan con las células huésped a través de diferentes 

proteínas receptoras de la superficie celular entre las que se encuentran la 

proteína CO-14 y los receptores scavenger, de estos últimos se han caracterizado 

los tipo 1 y tipo II Y consisten de seis dominios transmembranales. La asodadón 

es favorecida por la proteína de asociación a lipopolisacáridos (LBP).EI 

descubrimiento de esta proteína plasmática(1986) LBP(lipopolysaccharide 

binding protein), fue el evento más importante para descifrar los mecanismos de 

activación celular inducidos por LPS. La proteína LBP es una glucoproteína sérica 

de 60-kDa, presente en el suero normal a concentraciones menOres a O.Sllgjml, 

y que se eleva hasta 50 u¡¡/ml después de una respuesta de fase aguda. LBP es 

sintetizada en los hepatocitos como un polipéptido sencillo de SO-kDa y luego es 

liberada en plasma como la forma glucosilada de 60-kDa (51). 

Se sugiere que la síntesis de LPB por los hepatocitos es controlada por 

LPS, IL-1, 1NF, IL-6 Y glucocorticoides y el pretratamiento con LPS predispone a 

los hepatocitos a responder a LPS, 1NF e IL -1 para la síntesis de LPB. 

La unión específica de la LPB se da a través del lípido A. Se han sugerido dos 

funciones para LB, opsonización de partículas unidas a LPS y aumento de la 

sensibilidad de leucocitos en la que Lps funciona como opsonina al unirse a 
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bacterias gram-negativas o a eritrocitos cubiertos por LPS(52). El LBP puede tener 

importancia en la movilización de defensas del huésped para combatir 

infecciones por gram-negativos. En los neutrófilos, la LBP participa en la 

producción del anión superóxido inducido por ésteres de forbol(53). Los complejos 

LBP-LPS son mil veces más activos que el LPS por sí solo en la inducción de lNF 

y de ILp. 

Al entrar el LPS a la circulación, la proteína LBP se le une rápidamente, y 

los complejos LPS-LBP resultantes son reconocidos por el receptor CD14 de 

células mononucleares. Éste, unido al complejo, puede activar la síntesis de TNF 

en las células ya sea de manera directa o indirecta, transportando al LPS a la 

superficie celular, de manera que otras proteínas son estimuladas. 

El camino completo de señales inducidas por LPS que resulta en la 

activación de la expresión y secreción de citocinas aún no está completamente 

caracterizado. Weinstein y colaboradores (54), encontraron que el LPS induce 

fosforilación de tirosinas de una proteína de 74-kDa que es estrictamente 

dependiente de CD14. Entre las señales de transducción inicial se ha detectado 

la activadón de tirosín cinasas, lo que conduce a la liberación del factor de 

necrosis tumoral tipo alfa ( 12-14- 481). Se ha observado así mismo que al 

inhibir la vía de tirosín cinasas se bloquea el shock endotóxico en ratones. (33) 

Entre los intermediarios en la activación de la tirosín cinasas se ha encontrado 

que participan las proteínas adaptadoras Shc, que están involucradas en la señal 

de la proteína Ras (34), y el protooncogene Vav (35), la fosfatasa de inositol (34) y 

las tres clases mayoritarias de MAP cinasa (36~37). Se ha demostrado de igual 

manera que los lipopolisacáridos activan la vía de la PI3-cinasa lo que conduce a 

la activación de óxido nítrico. (57~481) 

Se demostrado que ceramida participa en las acciones de los lipopolisacárido en 

diversas células, la producción de ceramida puede activar la vía de transducción 

de fosfoinosítidos-calcio. (505) La activación 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 lipopolisacáridos derivados de las bacterias gram 

negativas partldpan en los eventos de inflamadón de los tejidos gingivales. 

Algunas otras moléculas producidas en los tejidos gingivales participan en los 

fenómenos de inflamación como la histamina y la bradiquinina, mensajeros a los 

que los fibroblastos gingivales humanos responden. 

3.6 Vías de Transducci6n para LPS. 

El tratamiento con LPS de un tipo celular definido causa tres cambios 

principales en el núdeo: 

l)Hay un cambio rápido en la sensibilidad de la reglón de unión a la ONAsa 1, lo 

que sugiere que se está abriendo la configuradón de la cromatina del gen 

detenminado. 

2)Aumentan dos factores nudeares: NfKB que se une al sitio E1cB en la región 

promotora intrónica, y OTF-2, que se une a un octámetro en la región 

promotora. 

El siguiente paso en la cascada de transducaón de señales inducidas por 

LPS es la activadón de NfKB, factor de transcripción que se encuentra en 

citoplasma fonmando un complejo inactivo unido a la proteína inhlbidora IKB. 

Una de las cinasas que fosforila directamente a IKB es la PKC. Cuando IKB es 

fosforilada, NfKB se disocia y se transloca al núdeo en una fonma activa que se 

une al DNA, penmitiendo la transcripción génica y la síntesis de TNF-a y de IL­

lp. 

Otro camino intracelular de señales activado por el Ips es el MAP 

cinasa{mitogen activated protein kinase pathway'¡. La MAP es una proteína 

asociada a los microtúbulos del citoesqueleto, y a través de ella, el LPS podría 

afectar la fisiología celular al perturbar el sistema de cinasas y fosfatasas 

asociadas con el dtoesqueleto, un organelo que tiene efectos profundos sobre 
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transcripdón génica,síntesis de proteínas, transporte intracelular, 

endocitoSis,secreción y forma celular. Varios ligandos extracelulares, como el 

factor de credmiento epidermal, el factor de crecimiento nervioso,ésteres de 

forbol e insulina pueden estimular el camnlo de la MAP cinasa. Entre los 

miembros de este camino está una familia de protreín-cinasa de serina/treonina 

de 40-45 kDa, llamada ERKs (extracel/ulatfy regulated protein klnaseSj. Al menos 

tres diferentes mienbros de las ERKs, ERK1, ERK2 Y otra proteína de 38-kDa son 

activadas por la fosforiladón de ti rosinas en monocitos después de la 

estimuladón con LPS(55). 

3.7 AMINAS BIOGENAS Y QUININAS PlASMÁTICAS. 

El término ftdie biogenen amine" fue introducido por 

Guggenheim(1951) refiriendase a "bases orgánicas de bajo peso molecular que 

se desarrolla a consecuenda de procesos metabólicos en animales,plantas y 

microorganismos. Comprenden compuestos alifáticos, adlacídicos y heteroddicos 

simples, y aparecen en el metabolismo celular como productos intermediarios o 

catabólicos de importanda fisiológica diversa". El término "bí6gend' sugiere 

"generador de vida". Las principales aminas biógenas son productos 

descarboxilados de aminoácidos o sus derivados. 

La histamina, fue sintetizada en 1907, y su actividad farmacológica se 

reconoció después de descubrirse, en 1910. Se detectó primeramente como 

estimulante uterino en extractos de cornezuelo de centeno, del cual se aisló, 

donde se produda por descarboxiladón bacteriana de la histidina(56). 

Aunque la histamina se había identificado químicamente en 

extractos de tejidos, se sospechaba que podía ser un producto de la 

putrefacdón. Solo en 1927 Best, Dale, Dudley y Thorpe aislaron histamina de 

muestras impecablemente frescas de hígado y pulmón, estableciendo que esta 
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amlna es un constituyente natural del organismo. Se demostró su presenda en 

diferentes tejidos y asI surgió el nombre de hlstamina (griego histos, tejidos)(57). 

Dentro de su actividad farmacológica, la histamina contJae muchos 

mÚSOJlos lisos, como los bronquiales e intestinales. pero dilata vasos sanguíneos 

pequeños (arteriolas). Constituye un poderoso estimulante de la secreción de 

ácido por la mucosa gástrica e interviene romo mediador humoral en muchos 

procesos patológicos. 

ExIsten tres tipos de receptores de histamina conoddos Hu H2 Y 

H3; los tres se encuentran en los tejidos periféricos y el cerebro. Casi todos los 

receptDres HJ son preslnápticos e intervienen en la Inhibidón de la secreción de 

histamina y de otros transmisores, mediante proteína G. Los receptDres H¡ 

activan la Fosfolipasa e y los receptores H2 aumentan el AMPddlco intracelular. 

El deSOJbrimlento de las quininas plasmáticas tuvo su origen en el 

antiflujo observación de que la Inyea:lón intravenosa de orina disminuye la 

presión arterial. En las décadas de 1920 y 1930 Frey Y col. caracterizaron la 

sustanda hipotensiva y demostraron que un material similar podía obtenerse de 

la saliva, el plasma y diferentes tejidos. Como el páncreas era una fuente rica, 

llamaron a este material Kallikréa$. (57) 

El interés en este campo de la investigadón se intensificó cuando 

Rocha e Silva y col. (1949) anundaron que los venenos de dertas serpientes, así 

romo la enzima b'ipslna, actuaban sobre la globulina plasmática prodUCiendo una 

sustancia, probablemente un polipéptido, que también disminuía la presión 

arterial y causaba una contracdón lenta del intestino. Debido a la respuesta lenta 

de éste denominaron a la sustanda Bradíquínína, término derivado de las 

palabras griegas bradis"lento", y kine/n, "moverse". (58) 

Las quininas plasmáticas poseen un grado extraordinariamente elevado de 

actividad farmacológica. Son los autocoides vasodilatadores más potentes de Iso 

mamlferos, y en concentradón muy baja aumentan la permeabilidad capilar, 
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producen edema, dolor y reflejos actuando sobre las terminaciones nerviosas, 

contraen o relajan diversos músculos lisos( directamente o mediante vías 

nerviosas cortas o largas) y provocan muchas otras respuestas(S9) 

3.6 Transducción de Señales activadas por histamina y braquinina. 

Histamina y bradiquinina son los mediadores de procesos inflamatorios más 

ampliamente estudiados. En procesos inflamatorios la histamina es liberada por 

mastocitos y leucocitos basoñlicos y actúa así mismo como factor de crecimiento 

y quemoatractante' (46-47) 

Por su parte la bradiquinina es un mensajero de naturaleza proteica formado por 

nueve aminoácidos y participa en procesos vasodilatadores e incrementa la 

permeabilidad vascular y la proliferación celular. (48) 

Estos mensajeros promueven la liberación de prostaglandina E, en fibroblastos 

gingivales humanos (4,5) la liberación de éste producto derivado del ácido 

araquidónico participa en el desarrollo de la enfermedad ya que promueve 

incrementos en la permeabilidad vascular, altera la función inmune y regula la 

proliferación celular, así como la síntesis de colágena y la diferenciación celular. 
(7) 

Estas hormonas presentan receptores en la superficie celular acoplados al 

sistema de fosfoinosítidos calcio vía la proteína acopladora Gq, lo que conduce a 

la activación de la enzima fosfolipasa e 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 proteína cinasa e activa a la proteína 

cinasa C. (9,10) 

En trabajos previos ( Gloria Gutiérrez-Venegas, Martha Robles Flores y Javier 

Portilla-Robertson. Lipopolysaccharide induces the expression of atypical protein 

kinases e in human gingival fibroblasts in press.) encontramos que la proteína 

cinasa e induce la expresión de formas atípicas de la proteína cinasa e es por 
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4.- JUSTIFICACIÓN. 

Durante el desarrollo de la enfermedad periodontal participan sin duda alguna 

procesos inflamatorios en los que colaboran un gran número de moléculas 

derivadas de la biopelícula subgingival y en específico por moléculas 

provenientes de bacterias gram negativas que presentan como componente 

externo mayoritario moléculas denominadas lipopolisacáridos conocidos también 

como endotoxinas. 

En el complejo proceso de intermediarios moleculares se ha demostrado también 

que los lipopolisacáridos activan a los diferentes componentes del parodonto lo 

que conduce a la liberación de mediadores químicos que aceleran los procesos 

inflamatorios como el factor de necrosis tumoral, citocinas y algunos mensajeros 

como histamina y bradicinina. 

El tratamiento de la enfermedad podrá mejorar en la medida en la que se 

conozca con certeza la participación de estos mediadores en los procesos 

inflamatorios y más aún en la medida en la que se determine la vía de 

transducción mediante la cual activan los procesos inflamatorios. 

Es por este motivo que la presente investigación pretende determinar si estos 

agentes comparten vías de transducción o bien si sus efectos los realizan 

mediante vías alternas u opuestas. 
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5.- HIPÓTESIS. 

7.1 HIPÓTESIS VERDADERA 

;, Si 105 fibroblastos gingivales humanos son 

Lipopolisacáridos extraídos de 

tratados con 

Actinobacillus 

actinomycetemcomítans, entonces modulará las señales de 

transducción de hormonas que participan en regular 105 procesos 

inflamatorios ocacionados por estos agentes como la histamina y 

la bradiquinina. 

7.2 HIPÓTESIS FALSA 

.,. Si 105 fibroblast05 gingivales humanos son tratados con 105 

Lipopolisacáridos extraídos de Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, no participarán en la vía de 

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

6.1 Objetivo General 

El proyecto tiene la ¡mendón de analizar el efecto de los LPS, derivados de 

algunos microorganismos A.a (Actinobadllus actinomycetemcomitans), sobre la 

movilizadón de ea2++ indudda por Bradidnina e Histamina por la vía de 

activación de proteína cinasa e en fibroblastos gingivales humanos. 

6.1.1 Objetivos Espeáficos 

• Se determinará la capacidad del LPS de A.a para adherirse a los 

fibroblastos gingivales humanos. 

• Determinar la movilizadón de ea2 
•• en fibroblastos gingivales 

humanos tratados con LPS, mediante la inducción por hormonas 

Histamina y Bradicinina. 

• Se cuantificara la liberación de ea2++ vía retículo endoplásmico 

Que provoca la unión del LPS de A.a sobre los fibroblastos 

gingivales humanos, mediante el tratamiento de células con el 

fluoróforo FURA2/AM. 
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7.-MATERIAlES y MÉTODOS 

Material y Equipo: 

Reactivos: 
Medio de cultivo celular Dulbecco modificado por Eagle (GIBCO). 
Solución isotónica de Hanks (GIBCO). 
Suero Bovino Fetal (GIBCO). 
Antibiótico - Antimicótico (GIBCO). 
Buffer de Fosfatos salino (Baker). 
Fura 2-AM (SIGMA) 
Trisma (SIGMA) 
aoruro de Magnesio (Baker) 
Cloruro de calcio (Baker) 
Glucosa (Baker) 
Sulfato de Magnesio (Baker) 
Suero albúmina de bovino (SIGMA) 
HEPES (SIGMA) 
Bradiquinina (RBI) 
Histamina (SIGMA) 
Etilendiaminotretraácetio (EDTA) (SIGMA) 
Suero Bovino Fetal (GIBCO) 

Equipo 
Incubadora CO, 
Estufa. 
Baño de temperatura controlada. 
Fluorosacan. 
Potendómetro. 
Agitador. 
cajas Nunclon de 24 pozos. 

7.1 Aislamiento V Caracterización de Bacterias. 

Las cepas bacterianas usadas en este estudio fueron A.a aisladas de 
paciente con parodontitis juvenil activa. Se caracterizó mediante pruebas 
bioquímicas y tinción de Gram. El Iip0,Po?lisacáridos se obtuvo mediante la 
extracción fenólica descrita por Westphal ( O) 
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7.2 Cultivo Primario de Fibroblastos Gingivales Humanos. 

Los fibroblastos gingivales humanos, mediante un proceso de rultivo primario en 
el cual se tomaren muestras de tejido de encía y ligamento parcdontal de 
diferentes padentes que fueron sometidos a cirugías y extracdones quirúrgicas. 
Dichas muestras se colocaron en solución de Hanks. Mediante procesos de 
centrifugadón y tripslnización se obtuvo un rultivo de fibreblastos libre de otro 
tipo de células. Estos cultivos se dejaron en medio DMEM, + 10% de SBF (Suero 
Bovino Fetal) y 1% antibiótico-antimicótico, se colocaron en cajas de pos con 2 
mm del medio DMEM y se inrubaron en atmósfera húmeda y en presenda de 
una rnezda de 95 % aire y 5% de ~ a 37° C. Los rultivos se alimentaron 
semanalmente y las células se utilizaron entre los pases 5-15 (71). 

7.3 Detenninación de caldo intracelular. 

Las células se crecieron en cajas de 48 pozos hasta subconfluenda. Las 
células se preinrubaron con 2IJM FURA/2AM en DMEM por 30 mino a 3? e . Al 
término se lavaron en tres ocasiones con buffer de fosfatos salino. Después de 
que las células se cargaron con el indicador fluorescente (FURA2/AM,) las células 
se inrubaron en Krebs-Ringer-HEPE5 buffer Que contiene 120mM de NaO, 5mM 
de Ka, 1mM de M,so4, 0.96mM de NaH2PO., 0.2 % de glucosa, 0.1% de Suero 
Albúmina Bovina, 1mM de cao2, 20mM de HEPES buffer (pH 7.4). El cultivo se 
trató con diferentes dosis de las hormonas Bradiquinina e Histamina o 
lipopolisacárido. 

La flourescencia de las células marcadas con FURA2/AM fue medida con 
Flouroscan a 340 nm de longitud de onda en exátación y a 510 nm de longitud 
de onda en emisión. La lectura en Flouroscan se hizo a diferentes tiempos (74) . 
Los niveles de flourescenda se estimaron con la ecuadón: F=(F-Fmin/Fmax­
F)*100, Fmax (flourescenda máxima), se estimó a agregar al rultivo celular 
tritón al 10% Fmin (Flourescenda mínima) se determinó con el quelante EDTA 
1mM. El ensayo se realizó en dnco ocasiones por triplicado, los resultados 
representan la media para cada condición ± error standard. Para la comparación 
de los intervalos de confianza entre medias se realizó el análisis ANOVA de 
significancia. 
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8. Resultados. 

Concentración intracelular de calcio en fibroblastos gingivales 

humanos: 

La histamina y la bradiquinina son los moduladores químicos que han sido 

estudiados extensivamente como mediadores de procesos inflamatorios. La 

histamina es liberada por mastocitos y leucocitos y en ocasiones actúa como un 

factor de crecimiento y quimlo-atractante. La bradiquinina es un péptido formado 

por nueve aminoáddos, presenta varias acciones farmacológicas entre las que se 

encuentran efectos vasodilatadores, aumento en la permeabilidad vascular, dolor 

y proliferación celular. ( 59) 

Algunas investigadones señalan que estas hormonas promueven la liberación de 

prostaglandina E2 en fibroblastos gingivales humanos(60) La producdón de PGE2 

participa de manera importante en los procesos inflamatorios, se detecta en el 

fluído crevlcular especialmente en sitios periodontales en donde se ha producido 

una pérdida de ligamento parodontal así mismo la PGE2 incrementa la 

permeabilidad vascular, altera la función inmune y regula la proliferación, síntesis 

de COlágena y la diferenciadón celular de fibroblastos gingivales humanos. 

Estas células presentan receptores a histamina y bradiquinina acoplados a la vía 

de fosfoinosftidos-calcio lo que conduce a incrementar la concentración de caldo 

intracelular y este calcio es esencial para la liberación de PGE2 ( 61) 

Con la finalidad de caracterizar los efectos de los lipopolisacáridos sobre la 

movilización de calcio intracelular, se utilizó el compuesto FURA-2AM, nuestros 

datos sugieren que los fibroblastos gingivales humanos presentan una 

concentración intracelular de calcio de 95 ± 7 nM. 

Efecto de bradiquinina sobre la movilización de calcio. 

los fibroblastos gingivales humanos movilizan calcio del retículo en respuesta a 

bradiqulnina (1 ¡<M) el incremento en la concentración de calcio se presenta de 

forma rápida y transitoria. ( Figura 6). 
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FIQ. 6 Efecto de bradlqulnina (l~ M) sobre la movilización Intracelular de caldo en fibroblastos 
gingivales humanos. 

Los fibroblastos gingivales humanos se cargaroo <XlfI FURA·2AM Y se expusieron a bradiquinina 
durante 3 mln. 

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

Efecto de la histamina sobre la movilización de calcio en 
fibroblastos gingivales humanos. 
Los fibroblastos gingivales humanos se trataron con histamina (100 Jl 
M) durante 3 minutos el Incremento en la movilización de calcio fue 
mmediato y transitorio. La estimulación inducida por esta hormona fue 
de 4 veces sobre la concentración basal del calcio en el citoplasma de 
las células. (Fig. 7) 
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Flg. 7 Efecto de la histamlna sobre la movilización de caldo en fibroblastos 

gingivales humanos. 
Las células se cargaron con FURA-2AM y se incubaron durante 3 minutos con 

histamina 100 ~ M 
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Efecto de los lipopolisacáridos sobre la movilización de calcio 
estimulada por bradiquinina e histamina. 
En la figura S-A se muestra la movilización de calcio por bradiqulnina 
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 
adición de Jipopolisacárldos (50 ng/ml) promueve una disminución en 
el basal de calcio y la adición de bradlquinina ( 111 M) produce un 
discreto aumento de solo dos veces sobre la actividad basal. 

• ¡ 
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Ag. 8 Efecto de bradlqulnlna y lipopollsacárldos sobre la movilización de calcio. 
A) Se trataron las células con bradiquinlna (l~M) y en otra condición se trataron con 

lipopollsacáridos ( 50 ng/ml) y bradlquinina (1 ng/ml) 

En la figura 9 se muestran los efectos de histamina sobre la 
movilización de calcio y el efecto de los IipopOlisacáridos sobre las 
acciones de hlstamina, nuestros datos señalan que los 
Jipopo/lsacáridos regulan la respuesta a histamina. (Fig. 9-6) 
Nuestros resultados muestran que a las dosis utilizadas el tratamiento 
con IipopoJisacáridos (50 ng / mi) induce una disminución en un 50 % 
de la movilización de calcio en fibroblastos ginglvales humanos. 
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Fig. 9 Efecto de los lipopolisacáridos sobre la movilización Intracelular de calcio 
inducida por hlstamina en fibroblastos glnglvales humanos. 

Los fibroblastos gingivales humanos se cargaron con FURA-2AM y posterlomente se 
trataron histamina (lOO ~ M) durante 3 minutos (A) y así mismo las células se 

trataron con IIpopolisacárido (50 ng Iml) y posterlonnente se retaron con histamina 
(lOO ~ M) 

Atenuación de la respuesta a histamina y bradiquinina en 
fibroblastos gingivales humanos pretratados con 
lipopolisacárido. 
En la figura 10 se resume el efecto de diferentes dosis de 
lipopolisacáridos sobre la moYilización de calcio inducida por histamina 
(100 ¡lM) Y bradiquinina (111M). 

A B 
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LIPOPOLISACARIDn (ng' ml) 

Flg.IO Oosls respuesta al tratamiento con IIpopollsacárldos en la movllizad6n de 
calcio estimulada por Hlstamlna (1 ~ M) e Hlstamlna (100 1.1. M).Los fibroblastos 
gingivales humanos se cargaron con FURA-2AM con varias concentradones de lipopoliSacárido 
por 3 mino y se estimularon con 100 IJ.M de histamina y 1 IJ. M de bradiQuinina. 
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9. Discusión. 

En trabajos realizados previamente se demostró que la bradiquinina e 
histamina causan un incremento en la concentración intracelular de 
calcio de manera Inmediata y transitoria en fibroblastos gingivales 
humanos. 

Otros autores en trabajos posteriores utilizando el mismo sistema 
demostraron que bradiquinina disminu~e la respuesta a histamina a 
través de desensibllización heteróloga. (6 ) 

Como he mencionado en líneas anteriores estas hormonas juegan un 
papel relevante en procesos de vasodllatación, participan en 
incrementar la permeabilidad vascular y promover la proliferación 
celular. (60.61) 

Durante los procesos inflamatorios en el fluido extracelular se 
concentran un gran número de moléculas activas biológicamente por 
mencionar algunos de estos componentes se encuentran los factores 
de crecimiento, hormonas, metabolltos, enzimas digestivas y 
lipopolisacárldos. 

Estas últimas son productos bacterianos que reciben también la 
denominación de endotoxlnas, por su naturaleza química pueden 
atravesar las membranas de la encía y actuar sobre diferentes tipos 
celulares y promover una gran infinidad de acciones fisiológicas. 

En flbroblastos glngivales humanos se ha reportado con anterioridad 
que los lipopollsacáridos disminuyen la proliferación celular y 
promueven la expresión de genes como el factor de necrosis tumoral 
(TNF), el factor de crecimiento transformante (TGF) e interleucinas 
(IL-lll). 

En esta Investigación estudiamos los efectos de los lipopolisacárldos 
sobre la regulación de la vía de transducción de histamlna y 
bradiquinina, el interés por determinar si los lipopolisacárldos modulan 
la acción de estas hormonas se debe a que estos agentes actúan de 
manera específica y ejerciendo efectos antagónicos en fibroblastos 
gingivales humanos. 

Nuestros datos señalan que los lipopollsacáridos regulan la vía de 
transducción de histamina y bradicinina a nivel de la movilización 
intracelular de calcio. 
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Estos hallazgos son de suma importancia porque para que estas 
hormonas realicen sus funciones fisiológicas requieren de la producción 
de diacilglicerol e inositol trifosfato estos segundos mensajeros se 
sintetizan en respuesta a la activación de la fosfolipasa e mediada por 
un proteína Gq. La síntesis de inositol trifosfato promueve la 
movilización de calcio del retículo endoplasmático y es precisamente la 
movilización de calcio junto con el diacilglicerol los responsables de 
activar al último mensajero de esta vía de transducción que es la 
proteína cinasa e, desde hace ya algunos años se demostró que esta 
enzima cuya función es la fosforilación de proteínas en residuos de 
serina y treonina promueve la activación de un gran número de 
respuestas celulares entre las que se cuentan regulación de síntesis de 
DNA y expresión génica. 

Es por este motivo que si la vía fosfoinosítidos-calcio es bloqueada a 
nivel de movilización de calcio, efecto ocasionado propiamente por los 
IipopOlisacáridOs, entonces no se realiza la activación de la proteína 
cinasa e y por tanto no obstruye la respuesta fisiológica promovida por 
la histamina y bradiquinina. 

Por último queremos señalar que es necesario realizar un mayor 
número de estudios que nos permitan dilucidar el mecanismo a través 
del cual los lipopolisacárldos realizan la inhibición en la movilización de 
calcio. 
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10. Conclusiones 

De acuerdo a los resultados obtenidos podemos concluir: 

1. Los fibroblastos gingivales humanos promueven la movilización de calcio 

intracelular en respuesta al tratamiento con bradiquinina e histamina. 

2. Los lipopolisacáridos promueven una disminución en la concentración 

basal de esta honnona. 

3. Se detennilnó que los lipopolisacáridos inhiben la movilización de calcio 

promovida por dos honnonas que gran relevancia en el proceso de 

defensa del organismo contra la enfennedad periodontal como histamina 

y bradiquinina. 
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