DISCUSION.

Como hemos mencionado los lipopolisacaridos son toxinas sintetizadas por
bacterias gram negativas entre las que se encuentran Acfinomyces
actinimicetemcomitans que son uno de los agentes causales de la enfermééiad
periodontal. Se sabe que los fibroblastos gingivales humanos son sensibles al
tratamiento de lipopolisacaridos, ocasionando disminucién en la actividad sintética
de estas células pero a la fecha.no se ha dilucidado cuales serian los
intermediarios moleculares responsables de estos fenémenos.

Con la finalidad de determinar cuales mediadores bioldgicos pudieran estar
involucrados en activar la respuesta inhibitoria de estas células, se realizaron
estudios encaminados a corroborar los resultados que han obtenido otros autores
en los que sefalan que los lipopolisacéridos ocasionan una inhibicion de la
proliferacién y en donde se establece que los fibroblastos son sensibles al
tratamiento con lipopolisacgridos.

La proteina cinasa C es una enzima trascendental en los procesos de
transduccion de sefiales hormonales, de diferenciacidn celular y de
tumorogénesis. Esta enzima pertenece a una familia de serina-treonina cinasas
(se han identificado hasta el momento 12 isoformas) que son activadas por
fosfolipidos Acidos, particularmente por fosfatidilserina, pero poseen diferentes
requerimientos por calcio, diacilglicerol y ésteres de forbol para su activacion. La
fosforilacién de PKC constituye también un proceso fundamental para su
activacién, tanto en residuos de serina localizados en su dominio catalitico como
en residuos de tirosina en respuesta a factores de crecimiento indicando un
modelo de regulacién complejo que involucra intercomunicacion entre dlferentes
mecanismos de transduccitn de sefiales en las células,
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CONCLUSION.

El resultado de este trabajo corrobora que los lipopolisacaridos producen una
inhibicién de la sintesis de DNA de los fibroblastos gingivales humanos. Siendo el
maximo efecto inhibitorio en una dosis de 100 microgramos per mililitro,

Asi mismo se observa que el factor de crecimiento fibroblastico es un potente
mitégeno puesto que promueve la sintesis de DNA en forma dosis dependients.
También se observa que el factor de crecimiento fibroblastico bloquea los efectos

inhibitorios de los lipopolisacaridos sobre ig proliferacién celular y la inhibicién de
la expresion de las isoformas de la proteina cinasa C.
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ANEXO L

CULTIVO E IDENTIFICACION DE ACTINOBACILLUS ACTINOYCETEMCOMITANS.

Caracteristicas del donador.
Ficha periodontal con dx. Enfermedad periodontal.
Un dia antes sin aseo

. Cultivo primario.
La muestra recogida se llevo en medio enriquecido de agar chocolate y agar
sangre e inoculada por estria cruzada.
Se incuba a 37°C en jarra de anaerobiosis.

Cultivo selectivo.
La colonia identificada de cuitivo primario se transporta al medio agar-soya-

tripticasa suplementado con bacitracina —vancomicina.
Incubar a 37°C en jarra de anaerobiosis de 3 a 7 dias.

AGAR SANGRE.

Base agar gelosa.
Agua Sangre desfibrilada.

Base:

Estracto de mdsculo de corazén.
Triptosa.

Sodio

Agar-agar.

Preparacion. ,

Agregar el medio en agua y hervir hasta completa disolucion.

Vaciar en tubos o matraces y esterilizar en autoclave. Al bajar la temperatura del
medio mezclar homogeneamente la sangre estéril desfibrilada. Posteriormente el
medio se vacia en cajas petri.
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ANEXO I

AGAR CHOCOLATE.

Base agar.
Agua,
Hemoglobina.

Preparacion;

La mezcla del medio y H.Q se esteriliza. Por ofra parte se esteriliza a igual
condicion igual volumen de hemoglobina. Se deja enfriar y se agrega suero fetal
bovino. Posteriormente se vacia en cajas petri,
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ANEXO L.

TSBY

Tripticase soy agar.
Yeast Estract.

. Agua.

Suero de caballo estéril,
Bacitracina.
Vancomicina,

Vit. K.

Hemina,
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ANEXO IV.
CULTIVO DE FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS.

A partir de una muestra de tejido tomada de un paciente:
En caja de petri se coloca solucion de Hanks.
Se coloca la muestra de tejido y se raspa.
Se recolecta la muestra y se pone en tubos de ensaye.
Se centrifuga,
Se recoge el sobrenadante y se agrega sol de Hanks, se resuspende y se
centrifuga.
Se vuelve a recuperar el sobrenadante y se agrega solucién de Hanks y se
homogeniza.
Centrifugar nuevamente y recolectar el sobrenadante.
Agregar la tripsina y colocar en bafio maria.
Se agrega DMEM.
Se agrega solucion de Hanks, se resuspende y se cenfrifuga.
Retirar el sobrenadante poner DMEM, resuspender y poner en cajas petri.
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ANEXO V.

CARACTERIZACION DE LIPOPOLISACARIDO.

1.8uspender las colonias en soluciones isotdnicas.
2. Centrifugar.

3. Decantar el sobrenadante hasta obtener el botdn.

4. Resuspender en agua con fenol.

5. Centrifugar.

6.Separar las fases y dializar.

7.La porcién fendlica se lava y se centrifuga,

8. La fase acuosa ya dializada se centrifuga.

9.El boton se lava con agua.

10.Tratar con desoxirribonucleasa y ribonucieasa.
11. Lavarconagua y ultracentrifugar.

12. Liofilizar,
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