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RESUMEN

El presente trabajo aborda los temas relacionados con los
mecanismos de adhesion bacteriana a las superficies bucales de
algunas bacterias relacionados con enfermedad peridodontal. Es
imposible hasta este momento concluir que un solo mecanismo sea
el responsable de este fenomeno. Por lo que el objetivo de este
trabajo es explicar los principales mecanismos de adhesion de
algunas bacternas que constituyen la biopelicula dental.

La adhesion bacteriana ocurre en cuatro fases, la pnmera el
transporte a la superficie, la fase siguiente denominada adhesion
inicial caractenzada por la interaccidon entre la bactena y la
superficie por medio de fuerzas de largo y corto alcance, la tercer
fase o adhesion especifica se presenta entre dos moléculas una
bactenana llamada adhesina y otra denominada receptor
perteneciente al hospedero entre las cuales encontramos la
adhesion por acido lipoteicoico que se une al ion calcio, unidn
lectina polisacando y adhesidon por union proteina-proteina. La
ultima fase llamada colomzacion causada por la multiplicacion
bactenana y coagregacion

Por ultimo esta revision describe los mecanismos de
adhesion especifica de Streptococcus sanguis, S. gordonii,
Actinomyces naeslundii, A. viscosus y Porphyromonas gingivalis.




INTRODUCCION.

La adhesion es el fendmeno mediante el cual se unen
estructuras de diferente tipo. Este fendmeno se observa como parte
del comportamiento de las bacterias, permitiendo la adhesion de
estas a superficies de diferente indole asi como entre ellas mismas.

En el ser humano encontramos una gran diversidad de
bacterias. las cuales pueden estar presentes formando parte de la
microbiota normal o en diversos estados patologicos.

En la cavidad bucal encontramos mas de 500 especies de
bactenas que forman parte de la microbiota. Estas bactenas pueden
adherirse a diversas superficies de la cawvidad bucal como son
paladar, carnllos, lengua, encia, tonsilas y érganos dentanos.

La biopelicula es un ejemplo de adhesion y coagregacion
bacteriana la cual consiste en una densa placa bactenana embebida
en una matnz de polimeros bactenanos extracelulares vy
macroléculas derivadas de la saliva y del fluido crevicular. Al
principio se trata de solamente un agregado celular pero
postenormente adquiere una organizacion que la hace patoégena, lo
cual se traduce en algunas alteraciones como la enfermedad

penodontal.
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ANTECEDENTES.

A finales del siglo XIX, ya se comenzaba a estudiar y a
desarrollar modeios que trataban de explicar cuales serian los
mecanismos moleculares involucrados en la adhesién de las
bacterias a la celula eucariota. La adhesion se considera como un
fenémeno muitifactorial.

LLas evidencias experimentales senalan que se requiere de
adhesioén bactenana para que se desarrolle la infeccién, asi mismo
ensayos /n vitro han sefalado que la capacidad de adhesion es
directamente proporcional al potencial de provocar infeccion.

Dependiendo de las caracteristicas de cada superficie se
pueden encontrar adheridos diferentes bactenas. Por ejemplo
diversas especies de Streptococcus se encuentran en la cavidad
bucal, estas colonizan diferentes tejidos de la cavidad bucal
dependiendo de las caracteristicas inherentes de cada especie y de
cada superficie. S salivarius se encuentra principalmente en el
dorso de la lengua y en la mucosa bucal mientras que S mutans y
S. mitis se encuentran abundantemente en ia biopelicula dental
pero en baja proporcion en las mucosas. Asi mismo algunas
variantes bactenanas que presentan una reducida capacidad de
adhesion in vitro presentan una infectividad disminuida in vivo.

Una diversidad de factores determinan que tipos de
bactenas son capaces de habitar en la boca, estos factores se
agrupan en tres categorias pnncipales: factores fisicoquimicos,
factores det hospedero y factores bactenanos




Factores fisicoquimicos.

En este grupo encontramos factores como la temperatura, el
potencial de oxido-reduccién, la concentracion de iones hidrégenos,
la quimica de la superficie y la presencia de componentes quimicos
que sirven como nutrientes. Estos factores pueden variar
ampliamente en la boca incluso a pequenas distancias, estos
cambios hacen que la compiejidad del ambiente aumente. Sin
embargo la topografia y la quimica de ias superficies tienen un gran
efecto en la colonizacién de las bacterias en la cavidad oral y en

que ambiente seran capaces de colonizar.

Temperatura.

La temperatura de la cavidad bucal es aproximadamente de
37 °C, auque puede vanar considerable y subitamente, al estar en
contacto directo con algun tipo de alimento frio o caliente, la
temperatura puede oscilar de 5 °C a3 55°C. Esto supone que las
bacterias bucales deben soportar y adaptarse a cambios de
temperatura de hasta 50 °C en cuestion de segundos

Tension del Oxigeno.

La mayor parte de las bactenas bucaies son anaerobias o
anaerobias facultativas, hecho que wiene condicionado por los
potenciales de oxido- reduccion en los ecosistemas en los que se

desarroilan.



Las condiciones anaerobias vienen determinadas por dos
tipos de factores:

e Anatémicos. Algunas estructuras bucales limitan Ia

penetracién de oxigeno.

e Microbianos. Ciertas especies al consumir oxigeno, generan

un bajo potencial de éxido-reduccion.

En la placa supragingival, la tension del oxigeno depende
considerablemente de la edad de la placa, ya que en la placa inicial
es caractenzada por un potencial positivo de oxido reduccidn. Pero
cuando la placa ya ha tenido de 3 a 5 dias sin ser desorganizada el
potencial de oxido reduccion cae a cero, indicando la presencia de
un ambiente anaerdbico Por o tanto la placa supragingival inicial
es dominada por especies facultativas y mientras madura el niumero
de organismos anaerobicos obligados registra un aumento en su

poblacién.

Concentracion de Hidrogenos.

El pH en la cavidad oscila entre 6.5 y 7.5, el cual es optimo
para el desarrollo de ia mayor parte de las bacterias. El pH esta
sometido a numerosas vanaciones, por ejemplo el metabolismo
bactenano de carbohidratos puede provocar descensos
importantes, mientras que el metabolismo de las proteinas lo
elevan.

Un factor que influye en el pH especiaimente en la paca es la
produccion bactenana de iones hidrogeno, como resultado de la
fermentacion de carbohidratos. La paca dental especialmente la




asociada a la caries, puede incrementarse con concentraciones
locales de iones de hidrogeno, minutos después de la exposicién a
carbohidratos fermentables, esta caida dramatica en el pH es la
causa de la caries dental.

Otro factor importante en el pH es la capacidad buffer de la
saliva. Una sustancia buffer es la sustancia capas Jde estabilizar el
pH de un sistema. El buffer absorbe iones hidrogenos cuando se
agregan mas protones al sistema y libera protones cuando ei
hidrégeno es removido del sistema.

La saliva contiene iones bicarbonato (HCO,; ") . Cuando el
pH baja el bicarbonato busca asociarse con los protones libres,
convirtiendose en acido carbonico (H, CO, ) . Una parte del acido
carbdnico se disociara en agua (H;O) y biéxido de carbono (CO.).
Cuando esto sucede el bioxido de carbono se libera de la saliva y
entonces la reaccion de inversa ya no puede ser llevada a cabo. A
la vez el protén de hidrogeno libre que se unid al sistema cuando el
pH comenzo a caer, es ahora envuelta por una molécula de agua y

se remueve del sistema.

HCO,; ™ + H® e HzCO;

HzCO; — HzO + CO2

Factores del Hospedero
Los dos componentes que regulan la relacién hospedero-
bacteria son la saliva y el fluido crevicular.



Factores bacterianos.

La adhesion es mediada por estructuras de las superficies

bacterianas denominadas adhesinas que son reconocidas por

receptores especificos ubicados en las diferentes superficies del

hospedero. La presencia y distribucion de los receptores del

hospedero determinan los tropismos de las bacterias hacia los

tejidos mediada por adhesinas particulares.(Tabla 1)

BACTERIA ADHESINA RECEPTOR
Streptococcus pyogenes Fibnla LTA- | Fibronectina
proteina M
Eschenctua col Fimbna tipo 1 D-manosa
Klebsiella aerogenes, K  Pneumomnae. | Fimbna MR GaiNacoal-
Serratia marcescens, Shigeilla flexnen, 3GalNabcl-3-
Enterobacter cloacae, Salmonella typhi, Galal-rGalbi-
Citrobacter feundn, E col 4GlicCer
E colt Fimbna MRj Gal Nacbl-4-Galal-
rGicCer
ACtinomyces viscosus Fimbna tipo 1 Proteinas ncas en
prolina
Vibno cholera Fimbna I Fucosa o Manosa
Micoplasma Proteina f,Acndo siahco,
membranal ' glucotornna
Bordetella pertussis i Fimbna "Esterol

Tabla 1. Adhesinas y receptores especificos de algunas bacterias.™

Las bactenas evolutivamente han desarrollado una sene de

apéndices tales como las fimbnas que les permiten adherirse.

(Tabla 2)




BACTERIA VARIANTES ADHERENCIA INFECTIVIDAD
BACTERIANAS | RELATIVA IN VITRO RELATIVA IN
vivo
Actinomyces Fimbna Buena Alta
viscosus No fimbnada Pobre Baja
Gonococci Fimbna T1 Buena Alta
Nofimbriada T4 Pobre Baja
Eschenchia colt CF + Buena Alta
(enterotoxigénica) | CF - Pobre Baja.
Streptococct Dextran + Buena Aita
Dextran - Pobre Baja
Bordetella Fimbnada Buena Alta
pertussis No imbnada Pobre Baja

Tabla 2. Relacién entre la adherencia a células epiteliales jn vitro y la

infectividad bacteriana in vivo.!'!

Existen mecanismos fisicos de defensa que el cuerpo tiene
para contrarrestar la adhesion micrebiana, entre ellos encontramos
el recambio ceiular, que en la superficie del epitelio se observa
como descamacidon, de tai forma las bactenas adhendas a estas
células son eliminadas El! tiempo de recambio de los epitelios
relacionado con la biopelicula presentan penodos de recambio muy
rapidos, por ejemplo el epitelio de union es de siete a diez dias y en
la encia es de 28 dias.

Otro mecanismo de defensa es la saliva, ya que el flujo
salival determina la remocion de bactenas no adghendas, se estima
que una persona tiene un recambio salival de un htro al dia.

Tambien encontramos que el fluido crevicular actua de manera
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parecida ademas de contener células de defensa. En ambas se

encuentran inmunoglobulinas que también determinan defensa
bacteriana.




OBJETIVOGENERAL.

Explicar los principales mecanismos de adherencia de
algunas bacterias (Streptococcus sanguis, S. gordonii, S. para-
sanguis, Actinomyces naeslundii, A. viscosus y Porphyromonas

gingivalis) que constituyen la biopelicula de la placa dental.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

~» Explicar los componentes y l0s procesos de formacion de
la biopelicula dental.

» Comprender las diferentes fuerzas qQue actuan en la
adhesion bacteriana al hospedero.

» Explicar los mecanismos de adhesion especificos

existentes en las bactenas seleccionadas.

JUSTIFICACION.

Se han realizado gran cantidad de trabajos para determinar
los mecanismos que conducen a la formacion de la biopelicula y asi
avanzar en el desarrolio de nuevos metodos que permitan, en un
futuro, el control de las enfermedades penodontales.

En este trabajo haremos una recopilacion bibliografica para
comprender las diferentes interacciones presentes en la adhesion
de algunas bactenas que conforman la biopelicula dental, de tal
forma que esto nos permita obtener una base teénca para
comprender ia influencia de esto en relacidn a la patogenia de

algunas enfermedades bucales.



I. BIOPELICULA.

La biopelicula consiste en una densa placa bacteriana
embebida en una matriz de polimeros bacterianos extracelulares y
macromoléculas derivadas de la saliva y del fluido crevicuiar.® La
placa se acumula con mayor facilidad en sitios retentivos.”® La
cantidad de matriz es vanable, es aproximadamente el 30 % de la
biopelicula supragingival y en subgingival muy escasa. Tres pueden
ser las fuentes que contnbuyen a la matriz intermicrobiana:

-Las bacterias de la biopelicula . Las bactenas pueden
excretar wvanos productos metabdlicos que contribuyen a la
formacion de la matnz, asi mismo encontramos bacterias en
degradacion o muertas.

-Saliva

-Fluido crevicular

La flora microbiana asociada con el dente y tejido
periodontai en varios estados de salud y enfermedad muestran un
alto nivel de organizacion® con marcadas diferencias entre
biopeliculas analizadas en salud y en enfermedad. Las bactenas
asociadas con encia sana son predominantemente Gram-positivas,
aunque existen, en menor numero. Gram-negativas.

La acumulacion de bactenas sobre superficies schdas no es un
fenémeno odontologico exclusivo Las biopeliculas se forman en
todas las superficies inmersas en medios acuosos naturales. Se
forman con partcular rapidez en medios liquidos donde las
bactenas reciben un aporte nutntivo regular.
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En el caso de la cavidad bucal, el proceso de la adherencia
reinicia después de la limpieza de los dientes en donde proteinas
salivales y glucoproteinas son adsorbidas al esmalte formando |a
pelicula adquirida. Se ha observado que componentes salivales
causan agregacion significativa a la biopelicula.”® Se ha encontrado
que las glucoproteinas mucinosas proveen un significativo potencial
como molécula receptora, las cuales estan involucradas en la
agregacion y adherencia de las bacterias.®® Las bacterias se
adhieren de manera variable a estas superficies recubiertas. La
masa bacteriana aumenta debido a |a proliferacion continua de las
bacterias adheridas, a la adhesidén de nuevas bactenas y a la
sintesis de polimeros extracelulares. ’

Las bactenas representativas que constituyen la biopelicula se
muestran en la Tabla 3.

Segun la ubicacion de la biopelicula en relacion con el margen
gingival la biopelicula de placa se diferencia en supragingival y
subgingival
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Grampositivos.

Streptococcus miis, S oralis, S. sanguis, S sobnnus, Anaerobios
S.gordonii, S parasanguis. facultativos
Actinomyces viscosus, A. naeslundi, A ilsraelli, Anaerobios
A. odontolylicus facultativos.
Peptococcus sp Peptostreptococcus sp Anaerobios
estnctos
Gramnegativos.
Porphyromonas gingivalis Anaerobio estncto.
Fusobactenum nucieatum Anaerobio estncto
Prevotella loaschen, P intermedia Anaerobio estncto.
Treponema denticola, T Oralis Anaerobios
estrictos.
Actinobacilus actinomycetemcomitans Anaerobio.

Tabla 3. Especies de bacterias representativas en ila composicién de la
biopelicula. Fuente directa.

Biopelicula supragingival.

La formacion de ia placa supragingival se inicia sobre la
superficie dental cercana al margen gingival.

La formacién de esta placa ha sido dividida en dos etapas.
La pnmera involucra la adherencia bactenana (transporte y
adhesion) a la superficie dentaria y la segunda implica la
proliferacion de las bactenas adhendas y la agregacién de nuevas
bactenas a este hecho se le denomina colonizacion. Tanto Ia
primera como la segunda etapa involucran bacterias de diferentes

especies.
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Contiene aproximadamente 30% de matriz intermicrobiana.
Se encuentra adherida a la superficie del diente y contiene
predominantemente flora Gram- positiva.'” (Tabla 4)

Las pnmeras bacterias que se adhieren al diente son cocos
Grampositivos aerobios facultativos. La biopelicula después de 24
horas se compone sobre todo de Streptococcus, siendo S. sanguis
el mas destacado. Posteriormente bacilos Grampositivos, que
inicialmente estan presentes en numeros muy bajos y aumentan
gradualmente como Actinomyces. Las superficies receptoras de los
cocos y baciles Grampositivos ayudan a la adherencia de bacterias
Gramnegativas.

®  han reportado la presencia

Diversos estudios,
Streptococcus y Actinomyces en cuitivos de biopelicula
supragingival de 7 a 10 dias. En biopeliculas maduras aumentan en
proporcion estas bactenas, con adicion de otros como
Fusobactenum, Veillonella . Prevotella. Actinobacillus, Treponema y
Porphyromonas, debido a la relativa dependencia del ambiente local
y la demanda nutricionat

(Fig. 1)

Biopelicula subgingival

La cawvidad bucal presenta diversas superficies de adhesion
bactenana: el epitelio de la encia, el dorso de la lengua. las tonsilas,
superficies del esmalte asi mismo el surco gingival '? y en la bolsa
penodontal (en caso de destruccion penodontal) presentando estas

dos ultimas diferentes condiciones de crecimiento.
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Las bacterias en el surco gingival y la bolsa periodontal se
adhieren al cemento, "''2'» a| epitelio del surco y al epitelio de
unién."

Con la acumulacion y Ila maduracion de la placa
supragingival se producen cambios inflamatorios que modifican las
relaciones anatomicas, entre el margen gingival y la superficie
dentana. El resultado de esto es un nuevo ambiente ecoldgico
protegido por el medio bucal supragingival con acceso al exudado
del surco gingival.

Esta area retentiva determina un medio en el cual pueden
colonizar las bactenas que nc pueden adherrse con facilidad a las
superficies duras pero que si pueden adherirse a otras bacterias y al
epitelio de la bolsa.

En ia formacion de la placa subgingival también existe una
combinacién de reacciones de adhesidén, coagregacién y union de
bactenas y se pueden distinguir tres zonas de placa subgingival. La
relacionada con el diente, {a no adhenda o libre flotante y la
relacionada con el epitelio.

En este caso la biopelicula esta compuesta
predominantemente por bactenas Gramnegativas y se encuentra
menos adhenda que la biopelicula supragmgival.m Contiene muy
paca matnz intermicrobiana (Tabla 4)

La placa subgingival relacionada con el diente es similar a la

placa supragingival.
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SUPERFICIE DENTAL

Fig. 1. La figura muestra las complejas interacciones entre varias especies de
bacterias adheridas al diente. Las bacterias comprendidas en el corchete
inferior son encontradas en la primera fase de |2 formacién de la biopelicula .
En el corchete superior, bacterias de la segunda fase.""®
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La placa no adherida o libre flotante contiene baciios y cocos
Gramnegativos, asi como un gran numero de espiroquetas. Estas
bacterias no se organizan de un modo especifico y se mezclan con
componentes no bacterianos. Es posible identificar especies de
Prevotella, Porphyromonas, Actinobacillus y Selenomonas.

La placa subgingival relacionada con el epitelio se relaciona
con la placa subgingival no adherida o libre flotante.

Supragingival. Subgingival.
Matriz 30% Poca matnz o nula
Flora Mayoria cocos y Mayoria bacilos y
bacilos espiroquetas

Grampositivos i Gramnegativos.
i Mayoria anaerobios.
1

Anaerobios/Aerobios | Mayoria aerobios

Tabla 4. Composicién de ia biopeiicula supragingival y subgingival.™"

La poblacion de la biopelicula es mantenida en un estado de
equilibrio''””, pero la relativa proporcion de especies puede ser
alterada drasticamente por cambios en las condiciones
ambientales’® tales como el potencial redox, el pH''® y la provisién
de nutrientes esenciales 7o'

El mecanismo preciso responsable de mantener la
homeostasis en la biopelicula no es totalmente comprendido, pero
incluye las interacciones sinérgicas y antagonstas. La estabilidad
microbiana aumenta a través del desamolio de las interrelaciones

nutncionales. La acumulacidon de la biopelicula sobre el margen
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gingival provocan una respuesta inflamatoria del hospedero, esta
respuesta aumenta el flujo del fluido crevicular el cual provee una
fuente de nutrientes a la microflora.
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II. ADHESION BACTERIANA.

Diversos estudios® han descrito dos estados en la
adhesion microbiana: una union reversible, la cual es una atraccion
instantanea de bacternas a la superficie, seguida de una unidn
irreversible que implica reacciones biologicas especificas con el fin
de proveer una adhesion firme de las bacterias a la superficie. En
revisiones recientes®*?%?%2728 5o ha desarrollado una teoria que
explica el mecanismo fundamental de la adhesidn y consiste en:

e Primera fase: Transporte a la superficie.
e Segunda fase: Adhesion inicial.
e Tercera fase: Adhesién especifica.

e Cuarta fase: Colonizacioén.

Primera fase: Transporte a la superficie
El transporte de la bactena hacia la superficie puede ocurrir
de diferentes modos: difusion por movimientos Brownianos, a traves
de la sedimentacion de las bactenas. debido al fiujo salival y/o al

movimiento bactenano

Segunda fase: Adhesidn inicial

Esta adhesion inicial se da por la interaccion entre la bacteria
y la superficie. Debe existir una distancia maxima aproximada de
S50nm para que intervengan fuerzas de largo y corto aicance.
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Fuerzas de largo alcance
LLas bacterias pueden ser consideradas como particulas

coloidales con vida®®

y como tales obedecen leyes fisicas y
quimicas. A pesar de ello las bacterias no forman coloides “ideales”
debido a que tienen la capacidad de expresar diversos
componentes tanto interna como superficialmente.

Si una particula coloidal se aproxima a una superficie
interactua con ella por medio de 2 fuerzas: las fuerzas de van der
Waals (primera fuerza la cual actia a una distancia de

aproximadamente 50nm) y las fuerzas electrostaticas.

Fuerzas de van der Waals

Tres tipos de fuerzas de van der Waals han sido
identificadas 1) cuando dos atomos se aproximan en un intervalo de
separacion, seran atraidos uno al otro debido a la induccién de
dipolos; 2) cuando una molécula (la cual normalmente posee un
dipolo) reacciona con un atomo, la situacion dipolo inducido-dipolo
es creada. 3) cuando dos moléculas se aproximan la interaccion
dipolo-dipolo aparece (cambio relativo en la posicidon de electrones
en relacion con el neutron: dispersion de London) (Fig. 2)
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Qa Qa

~ O30
6= T—0+CD

COyCD

1) cuando dos idtomos se aproximan uno al otro a cierta separacién, se
atraerdn debido a la induccién instantinea de dipolos; 2) cuando una
molécula (la cual posee normaimente un dipolo) reacciona con un dtomo, una
situaciéon dipolo dipolo-inducido es creada; 3) cuando dos moiéculas se

Fig. 2. Fuerzas de van der Waais.

aproximan una a otra se crea una interaccién dipolo-dipoio (a: &omo m:
) 3

molécula
Fuerzas electrostaticas.

Las moléculas son conjuntos de particulas con carga
eléctrica, y de aqui que, con un grado razonable de aproximacion,
sus interacciones puedan determinarse por las leyes de la
electrostatica clasica

Las interacciones electrostaticas tienen un ailcance bastante
elevado, en comparacion con otros tpos de interacciones
intermoleculares "

La distancia a la cual aparece esta carga depende de la
carga ionica de la superficie y de la concentracion 16nica del medio
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de suspensidn. La energia de ias interacciones electrostaticas es

determinada por la superficie.®?

Teoria DLVO.

Derjaguin, Landau, Verwey y Overbeek (DLVO) postularon
una teoria, (Fig. 3) donde por arriba de una distancia de separacion
de 1nm la sumatona de las dos fuerzas (fuerzas de van der Waals
y fuerzas electrostaticas) describen el rango total de largo alcance.
La energia total de interaccion (G.x) es calculada en relacién al
intervalo de separacion (D; entre una particula de carga negativa y
una superficie cargada negativamente), y por diferentes fuerzas
ionicas en el medio (la suma de las fuerzas de van der Waais (Ga) ¥
a las interacciones electrostaticas (Ge)).

En un medio de suspension con fuerza idnica baja Gy,
consiste en un mMmaximo positivo (barrera de adhesion —B—) y un
minimo (llamado minimo pnmarno. localizado a <2nm de la
superficie) donde la adhesion serad ireversible Ei maximo positivo
decrece con el incremento de la fuerza i6nica del medio. debido a la
reduccidén de la fuerza repuisiva de Ge

En un medio de suspension con fuerza 1onica media (1.e la
saliva) el maximo positivo decrece a medida que el minimo
secundano es creado El maximo positivo es frecuentemente bajo.
Una fraccion de la particula puede contener suficiente energia
térmica y pasar la barrera en orden de alcanzar el minimo pnmano
(union ureversible). El minimo secundano existe a una distancia de



(+10nm) de la superficie. Este minimo es mejor para sistemas que
tienen largas atracciones de van der Waals y para particulas mas
grandes ™) En el minimo secundario la particula puede adherirse

reversiblemente o irreversiblemente.

Union | Repulsion

pHmano

Fig. 3. Interacciones de largo alcance entre bacteria de carga negativa (¢) y
superficie de carga negativa, de acuerdo con la teoria de DLVO. La energla
total de interaccion (Gue) e8 calculada en relacién at intervalo de separacién
(D), como la suma de las fuerzas de van der Waals (Ga) y las interacciones
electrostiticas (Ge). Tres diferentes fuerzas idnicas en el medio de

suspension son consideradas (L) baja, (M) media, (H) alta. ]

En un medio de suspension con fuerza idnica alta Gy €s
constantemente negativo, todas las particulas pueden aicanzar el

minimo pnmano.
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Si las dos superficies tienen una carga opuesta, Ge tendra
mas atraccion que repuisiéon y la particula aprovechara el minimo
primario sin dificultades.

En la naturaleza la bacteria y la superficie son
predominantemente cargadas negativamente, por o tanto es
frecuente encontrar una interaccidn con minimo primario y
secundario.

Para la bacteria el minimo secundario es localizado entre 5 a
20nm de la superficie‘m’ donde no es frecuente encontrar valores
altos negativos donde se implicana una adhesidn reversible
(definida como una union a la superficie donde contindan

movimientos Brownianos y puede ser removida).

Fuerzas de corto alcance

Si la particula alcanza el minimo primano (<2nm de la
superficie) un grupo de fuerzas de corto alcance (i.e. puentes de
hidrégeno, interaccidn esténca) dominan la interaccion adhesiva y
determinan la fuerza de adhesion La teoria DLVO es solamente
capaz de predecir si el minimo pnmano puede OCulmr, pero no
cuantificar este minimo

La bactena en el minimo secundano, puede aicanzar el
minimo primano pasando la barrera de energia (B), pero también se
puede dar por protrusiones de la bactena como fimbnas. Debido a
que la fimbna tiene un radio considerablemente mas pequefo la
repulsidn  electrostatica en estas estructuras  disminuira

(dependiendo de su radio), la atraccion de las fuerzas de van der
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Waals permanecera constante, por o que la barrera de adhesién
disminuira.

Para ambas situaciones la pelicula de agua entre las
superficies ha sido removida. Esta capacidad de deshidrataciéon
ocurre por asociacidon de grupos hidréfobos. Hipotéticamente la
remocion de la interfase de agua es una influencia en la adhesion
bacteriana. Algunas veces la bacteria es forzada a estar a cierta
distancia de la superficie, no a causa de la barrera de energia, sino

por un obstaculo estérico entre la superficie que contiene polimeros.

Tercera fase: Adhesién especifica.

Después de la adhesion inicial un fuerte anclaje entre la
bacterna y la superficie puede ser establecido por interacciones
especificas, por contacto directo o por una unién de apéndices
filamentosos extracelulares

El principal mecanismo de adherencia de las bactenas
consiste en la interaccion especifica entre dos moléculas, una

bactenana (adhesina) y otra del hospedero (receptor).

Adhesinas

Son moléculas superficiales bacterianas, cuya funcién es la
de adhenr a las bactenas a una superficie

Se ha encontrado que la prevalencia de diferentes especies
de bactenas en superficies es correlacionada a la habilidad de ias
bacterias a adhenrse a la superficie. Investigaciones han reveiado
que la mayoria de las bactenas poseen un vasto numero de
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adhesinas® Las adhesinas se encuentran asociadas con
apéndices filamentosos proteicos o fimbrias; siendo proteinas de
alto peso molecular extendidas sobre la superficie microbiana.

Mas adelante detallaremos como son estas adhesinas en las
bactenas seleccionadas.

Receptores.

Compuestos que interactuan con las adhesinas. Entre ellos
se encuentran los carbohidratos del glucocdlix y gluciproteinas
como fibronectina de las células epiteliales. 1a pelicula adquirida o
conjunto de proteinas y glucoproteinas salivales adsorbidas de
forma selectiva al esmalte.

Después de la limpieza de los dientes, las proteinas salivales
y glucoproteinas son adsorbidas selectivamente a minerales
apatiticos del esmatte. Esta pelicuia tiene generalmente un espesor
de menos de 1 micrometro. La pelicula contiene pocas bactenas en

' postencrmente la bactena interactua con

s. B9

las pnmeras etapas
ésta pelicula por medio de reacciones moleculares especifica
Se ha observado que componentes salivales causan agregacion
significativa a la superficie (Tabia 5) Moléculas de alto peso
molecular, como glucoproteinas mucinosas inducen la agregacion y
adherencia de diversas bacterias™ ya que proveen un significativo

potencial como moleculas receptores




PRINCIPALES COMPONENTES
DE LA PELICULA ADQUIRIDA.

Albumina
Lisczimas
Amilasa
Proteinas ncas en prolina (PRP)
Mucina
Estaterina
IgA lactofernna

Tabla 5. Principales componentes de la pelicula adquirida que actuan como
receptores para diferente bacterias. Fuente directa

Se ha observado que diversos componentes salivales
ayudan a la agregacién de ciertas bacterias. Esta capacidad de
agregaciéon ha sido tomada como un papel importante en la
adhesion microbiana. Por instantes glucoproteinas que contienen
oligosacandos pueden semar como receptores para

Streptococcus®”

y las proteinas ncas en prolina {PRP) y la

estaterina han sido implicadas como receptores para fimbnas de A.

Viscosus™ P gingivalis, P. melanenogenicus. A. naeslundii,

S. gordonii. S. sanguis, Eikenella corrodens, Prevotella loeschei™”
Las PRP y la estatenna son las unicas fosfoproteinas

presentes en la salivat*®4'4?




Proteinas ricas en prolina (PRP)

Las PRP se han utilizado como modelo para el estudio de
los receptores de superficie de la pelicula adquirida. Las PRP
comprenden una familia de proteinas que poseen diversas
caracteristicas. Se han aislado tres largas designadas como PRP-1,
PRP-2 y PIF-s, con 150 aminoacidos cada una que poseen una alta
homologia, ya que soélo difieren en los residuos 4 y 50 (Figura 4).
Existen otras tres, que son las PRP cortas (PIF-f, PRP-3 y PRP-4).
Estas son proteinas de 106 aminoacidos de longitud, se cree que
derivan de la proteina larga.

lLas PRP son altamente asimétricas con respecto a la carga.
Por ejemplo, los primeros 30 aminoacidos en el segmento del amino
terminal de PRP-1 13 de 15 aminoacidos se encuentran cargados
negativamente en la proteina y 2 residuos de fosfoserna. En
contraste, el segmento del carboxilo terminal contiene residuos de
aminoacidos basicos. La estatenna también posee una marcada
carga asimetrica y 2 residuos de fosfosenna en una molécula

final 49



A i
O ¢
1 3 ' 10 15 o]
FCA-ASRLEUA SR-GLUA SRYAL-SER-GLNG LUA SR VAL-PRO L EU-VAL-RE- SERA SRGLY-GLY-
o - T -
t =] ] k] 40
ASRSER-GLUGLN-PHE-IL EA SRGLUGLUARG-GLNG L Y-FRO- FRO-LEUG L Y-GLY-GLN-GLN-SER-

- - - - - = L

45 50 535 =}
GLN-FRO-SERALA-GLY-ASRGLYA NG LN-ASNAGRGLY-PROGLNGLMGLY-FPRO-FROG LNGLN-

o 70 3 0
GLY-GLY-GLNGLNGULNGLNGLY-PRO-PRO-FPRO-PROGLNGL Y-LYS PRO-GLN-GL Y-PRO-FROGLN-
+

s @ & 100
OINGLY-GLY-HIS PRO- FRO-PRO- FROGILNGLY-ARG-PROGUNGLY-PRO-PROGLNGLNGLYGLY-
*

103 110 115 120
HIS-PROARG-PRO-PRO-ARG-GLYA RG-PROGILNGLY-PFRO-PROGLNGINGLY-G LY-HSGLN-GLN-
* + + >

123 130 1335 140

GLY-PRD- ARO-FROD- FRO-PRO- PRO-G LY -L TS PRO-GLNGLY-FRO-PRO-PRO-GLNG LY GLY-A RG-PRO-
* *

143 130
GLNGLY-PRO-FROGLNGLY-GLN-SER-FROGLN

B)

4 58 58
PRP-1 AW . _ASN— —_
PlFe ASN————___ ASP
PRP2 AW -—ASP

9w

PRPI AP — . _ASN-- —_—
PF ¢ ASM-—— —— — _ASP— —_———
PRP4 AP — A

Fig. 4. A) Estructura primaria de Proteina rica en Prolina-1 (PRP-1) Algunas
otras PRP han sido identificadas y difieren de ia PRP-1 por sustitucion de los
residuos 4 y 50. B) Variacién estructural en seis PRP humanas. La proteina de
106 residuos, PRP-3, PiFfs y PRP-4 se considera que son formadas por

protedlisis del producto det gen primario."**
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Diversos estudios'®*! han establecido que la unién de PRP
y estaterina se unen con alta afinidad a superficies de hidroxiapatita
via amino terminal P. gingivalis tienen una alta adherencia con PRP-
1 en hidroxiapatita.

Otras proteinas (IgA, lactofernna, lisozimas y amilasa) han
sido encontradas en una union especifica a bacterias de la
biopelicula, por lo que podrian actuar como receptores de union. Sin
embargo, la conexidon directa todavia no ha sido establecida.
Aunque todas estas proteinas pueden establecer una union
especifica a las bactenas, su proporcion impide tomarias como
uniones significativas.*®*®
La colagena y la fibronectina también sirven como

receptores para adhesinas de diferentes bactenas.

Tipos de adhesion especifica
Los mecanismos de adherencia microbiana mas reconocidos son:
e Adhesion por acido lipoteicoico. El acido lipoteicoico esta
formado por carbohidratos fosfatados, generalmente glicerol
y nbitol fosfato, estos compuestos tienen su ongen en zonas
profundas de la pared. que contactan con lipidos de la
membrana celular Las nteracciones de jos acidos
lipoteicoicos con las celulas del hospedero se deben a
fenomenos hidrofobos. especiaimente cwuando forman
complejos con proteinas superficiales y  fimbnas,
constituyendo una envoltura fibnlar. Se ha sugendo que en

la cavidad bucal estas interacciones perm:ten la adhesiéon
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bacteriana a superficies duras porque el extremo hidrofilico
cargado negativamente interactua con el calcio y fosfato de
la hidroxiapatita o con grupos sulfatos de la pelicula
adquirida.

Adhesion por unidn lectina- polisacarido. Las lectinas
reconocen residuos de glucidos y se fijan a ellos. Esta union
se produce mediante las fimbrias y moiéculas de superficie
de algunas bacterias (lectinas), con polisacarndos que se
encuentran en la pelicula adquinda y en superficies de
células procanotas y eucariotas. Este tipo de uniones se da
también en los casos de coagregacion bacteriana.

Las lectinas son caractenzadas quimicamente como
glucoproteinas, son capaces de unirse no covalentemente a
los carbohidratos sin modificarios quimicamente. Esta unién
obviamente posee cierto grado de afinidad, segun la
naturaleza de la lectina y la constituctdn quimica del receptor
carbohidrato
Uniones medadas por glucanos Constituyen un proceso
especial de adhesion a superficies duras con cierto grado de
agregacion y coagregacion En el intervienen glucanos,
protinas superficiales que fiyan glucanos y
glucosiltransferasas Todos estos atnbutos los poseen los
estrotococos del grupo mutans Las glucosiltransfesrasas
sintetizan los glucanos pudiendo quedar umnidas a las
superficies bactenanas o0 ser excretadas al medo

circundante, conservando su activwdad y permaneciendo




unidas a los aceptores glucosidicos de los
homopolisacaridos.
Los glucanos liberados al medio pueden fijarse a
proteinas superficiales (proteinas que unen glucanos) y
actuar no soélo de nexo de unidén entre glucosiltransferasas,
sino también entre bacterias que poseen dichas proteinas.
e Adhesidon por unidén proteina-proteina. Se ha observado que
algunas adhesinas se unen con receptores proteicos. 474¥
Esta unidén es mediada por componentes proteicos
especificos del microorganismo y receptores proteicos

complementarios en la superficie. 4959

Cuarta fase: Colonizacion

El desarrolio de la placa se debe al crecimiento de las
especies para formar microcolonias y a la coagregacion de mas
bacterias de la misma o de diferente especie. Esta coagregaciéon
puede ser directa bactena- bactena debido a un receptor de union
especifico®' %2 o puede ser mediado por macromoléculas
salivales®® El crecimiento de la placa es faciitado por la produccién
de polimeros extracelulares bactenanos

Ha sido establecido que el crecmiento de la placa ocurre
preferentemente por multipicacion de las bactenas ya adhendos
que por la coagregacidon (conexiones inter-bactenanas) sobre las

especies de bacterias.'*¥




Se ha observado que algunas bacterias actuan como puente
entre otras dos bactenas las cuales no interactian entre elias. Se
observa como esta interaccién puede

llevar a un agregado
multigenérico.
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Ill. Mecanismos especificos de adhesién de
diferentes bacterias.

Streptococcus

La superficie celular de Streptococcus tiene adhesinas
responsables para la adhesion a la pelicula adquirida y a otras
bacterias de la biopelicula.

Existen dos tipos de apéndices estructurales en las
superficie de diversas cepas de Streptococcus:

s La fimbria proteasa resistente y flexible se encuentra en la
superficie bactenana, mide 0.5a 1 umde longitudy 3 a4 nm
de ancho. Las cuales se han observado distnbuidas a lo
largo de la superficie bactenana '°%

e Ademas existen dos de tipos fibnlias, la pnmera es |a fibrilla
proteasa-resistente larga. con una longitud promedio de 175
nm. La segunda es la fibnlla proteasa-sensitiva corta con un
promedio de longitud de 25 nm

Estas cepas estan divididas en cuatro grupos de acuerdo a la

longitud y distnbucidon de sus apendices ias que poseen solamente
fibrillas largas: las que tienen solo cortas, las que tienen penachos
laterales ya sean cortas, largas o ambas; y por ultimo las que

solamente tienen fimbnas. (Fig. 5)



A.

Fig. 5. A. S sanguis, con dos penachos laterales de fibrillas. Bar, 100nm. "' B.

S sanguis con penacho lateral. Micrografia electrénica ‘7

La cantidad y la estructura de las fimbnas difieren entre las
diferentes especies de Streptococcus orales Bactenas como S.
sanguis, S. para-sanguis y S gordonii preferentemente se adhieren
a la superficie del diente por medio de la fimbna y son algunos de
los primeros colonizadores que forman la biopelicula.®” Es
sugendo que esta fimbna juega un papei importante en la motilidad,
en superficie hidrofébica y coagregacidon interbactenal

Existen diversos mecanismos de adhesion que han sido

propuestos para S. Sanguis (Tabla 6).
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Adhesina/ receptor

Sustrato

Lectina/acido sidlico de

glucoproteinas

Pelicula adquirida.

Fibrillas/ ? Pelicula adquirida.

Fibrillas/ ? Actinomyces, Fusobactenum.
"Acido lipteicoico/ fibronectina Pelicula adquirida.
!/ PRP Pelicula adquirida

Tabla 6. Multiples mecanismos de adhesién de S. sanguis.™

Las fibrillas parecen estar implicadas en la adhesion de
células epiteliales bucales, unibn con pelicula adquirida en
hidroxiapatita y coagregacidn con Actinomyces o Fusobacterium
nucleatum.

La adhesidn a la superficie del diente es mediada por
glucoproteinas salivales que se encuentran en la pelicula adquinda.
Una interaccion de lectina hace el reconocimiento de la secuencia
de carbohidrato especifico del residuo terminai del acido sialico.

Se cree que la fibronectina es el receptor de las ceélulas
epiteliales a molécula de acido hpoteicoico
interacciones

La mayoria de las implicadas en los

mecanismos de adhesion de Streptococcus comprenden

interacciones de lectina-polisacando y proteina-proteina.‘*®
La mayoria de las especies de Streptococcus orales
producen polipéptidos de las familias de antigenos tipo I/ll, ancladas

a la pared ceiular. Estas proteinas contienen de 1500 a 1568




aminodcidos que le profieren propiedades de adhesion vy
coagregacion.

Las adhesinas del antigeno I/li SspA y SspB en S. gordonii
son responsables de las reacciones de coagregacion con
Actinomyces orales y con Porphyromonas gingivalis'®"

Lipoproteinas superficiales similares a las anteriores estan
presentes en Streptococcus orales. estas proteinas no estan
inmunolégica o estructuralmente relacionadas con antigenos /11,142

La proteina de la superficie celular CshA ( con una masa
molecular aproximada de 259 KDa) y CshB ( con una masa
molecular aproximada de 245 KDa) de S gordonii son polipéptidos
relacionados antigenicamente y son codificados por genes
separados en el cromosoma ‘* Estos polipéptidos estan implicados
en mecanismos de adhesion El precursor de CshA de 2508
aminoacidos es compuesto por cuatro regiones 1) un péptido lider
de 41 aminoacidos exporta ila CshA, 2) una regidon no repetitiva (del
42 a 878 aminoacidos) que es predominantemente un aifa helice, 3)
una region extensa de aminoacidos (del 879 al 2417) representa
aproximadamente el 60% del polipéptido maduro y 4) un dominio C-

terminal responsable del anciaje a la pared celular.

CshA en S gordonn es mas importante que CshB en cuanto

a la adhesion y coagregacion.

Se ha reportado'®™ que las proteinas CshA y CshB no
funcionan efectivamente en ausencia de SspA y SspB. Por lo que
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se sugiere una cooperativa interaccion entre adhesinas en

superficies celulares de Streptococcus orales

Actinomyces

Los Actinomyces son de los primeros colonizadores en la
superficie dental. Expresa dos diferentes tipos de fimbnas ( fimbria
tipo 1 y 2), las cuales se encuentran implicadas en la unién a tejidos

®9  Han sido

del hospedero y coagregacion interbactenal.
identificadas las subunidades proteinicas de estas fimbnas, pero no
han sido completadas.

El gen que codifica la subunidad proteinica fimbnal tipo 1 de
A viscosus ha sido conocido y secuencitado y la subunidad de
fimbrilina consiste en una proteina de 54 kDa. El gen fimbnal tipo 2
tambien ha sido clonado y es encontrado que codifica para una
proteina de 59- KDa®*® Ia cual es geneticamente similar a la fimbria
tipo 2 de A naeslundii respectivamente.

Las fimbnas ayudan a fomentar la urnién de A. viscosus y A.
naeslundii en superficies del hospedero y en otras bactenas. La
fimbna tipo 1 se adhiere a la pelicula adquinda en el diente,
mientras que la fimbna tipo 2 interactua con celulas epiteliales y
otras bacterias como Streptococcus ‘¢”

La fimbna tpo 1 es responsable de la union a saliva en
superficie con hidroxiapatita via interacciones especificas con
proteinas ncas en prolina, glucoproteinas ncas en prolna y
estatenna®®? La fimbra tipo 1 también se une a colagena tipo | y
Il humana presente en la superficie de la htdroxxapatita.‘m’ Esta



colagena exhibe una regién secuencial de aminoacidos similar a las
moléculas de proteinas ricas en prolina.

L.os receptores para la fimbria tipo 2 de A. viscosus son
considerados que son galactosa- y N-acetilgalactosamina en células
epiteliales bucales y polisacaridos bacterianos en superficies
celulares de S. sanguis’" ilevando a cabo una interaccion lectina-
polisacarido. Una fimbria tipo 2 similar es encontrada en A.
naeslundii uniéndose a una glucoproteina de 169- KDa en la

superficie de células epiteliales bucales via fimbria tipo 2.

Porphyromonas gingivalis.

Porphyromonas gingivalis es un bacilo anaerobio Gram-
negativo, es el mayor agente causai en la iniciacién y progresion de
enfermedades periodontales severas.”?

La cavidad bucal provee una variedad de superficies en las
cuales P. gingiva/is"” puede adhernrse como componentes de la
pelicula adquinda adsorbidos en la superficie del diente (PRP y
glucoproteinas, estatenna, histatinas, lisozimas y
lactoferrina), 74757 ceélulas del hospedero y componentes de la
matnz, celulas epitelales '’ ™™ fibroblastos.'”  entrocitos,
colagena®®, fibnnogeno, fibronectina, laminina,; bactenas de
colonizacion temprana como Streptococcus gordonii. S. sanguis, S.
oralis, S mitis, Actinomyces naeslundii, y con colonizadoeres tardios
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como Fusobactenum nucleatum, Bacteroides forsytus, Treponema

denticola. (Fig. 6).
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Fig. 6. Variedad de superficies donde P. gingivalis puede adherirse.™"

P. gingivalis posee diversas estructuras que le permiten

realizar interacciones adhesivas.

fimbnas, vesiculas. proteasa y hemagiutininas

Dichas estructuras son las

Se ha observado la presencia de fimbnas en Porphyromonas

gingivalis, numerosas fimbnas largas (Fimbria mayor) de 03 a 30

micrometros de largo y de Snm de ancho ®¥ (Fig. 7.) y en menor

cantidad fimbnas de menor tamano (fimbna menor) de 0.1 a 0.5

micrémetros de largo y de 3nm de ancho
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Fig. 7. Micrografia electrénica de P gingivalis cepa ATCC 33277, donde
3

podemos observar fimbrias.

El mayor numero de fimbrias mayores estan compuestas por
subunidades de monoémeros de fimbnhna (Fim A). El gen que
codifica para la Fim A (fim A) esta presente como una copia sencilla
en el cromosoma y es monocistronico®™ Sin embargo, las regiones
adyacentes de fim A han sido examinadas, hacia el extremo 5’ dei
gen se encontrd un marco de lectura abierto y hacia el 3’ cuatro
marcos de lectura abiertos. Los productos de estos ultimos han sido
designados 1, 2, 3 y 4, y codifican para proteinas de 15-, 50-, 80- y
19-KDa respectivamente. Anticuerpos elaborados contra las
proteinas de 50- y 80- KDa reaccionan con fimbna punficada por
analisis de inmunoblot, por o que se sospecha que estas proteinas
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pueden estar asociadas con fimbria. La regién 5 de fim A contiene
actividad funcional de secuencia consenso promotora parecida a
sigma-70 con un elemento potencial UR.® aAdemas, posee una
secuencia rica en AT que amplifica la actividad transcripcional
dando una regulacion positiva. (Fig. 8)

-35 -10 Tor gen esractwral de fim A

elemento

Fig. 8. Arquitectura dei promotor de P. gingivalis del gen fim A. L.a regién -10,
- 35 y UP son las secuencias de reconocimiento del promotor. +1 es el sitio

donde se inicia la transcripcién.‘&’

Segmentos cortos de fim A son usados como sondas en
pruebas de DNA para detectar este microorganismo en la
biopetlicula de los pacientes®
Fim A es una proteina que varia en tamano entre 41 y 49
kDa dependiendo de la cepa®”’ y esta compuesta por 337
aminoacidos. Su estructura y funcién han sido establecidos. La
estructura secundana propuesta contiene un alto porcentaje de
laminas-B. El analisis de la secuencia de ia proteina revela un

homaoélogo no significativo en proteinas fimbnales de otras bactenas,
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indicando que la fimbria de P. gingivalis puede representar una
clase unica de fimbrias.

Se ha sugerido que la Fim A de P. gingivalis posee un
péptido lider considerablemente largo en comparacion con otras
bacterias®®. La expresion de frimbria madura es regulada

® v crecimiento

negativamente por el ambiente, alta temperatura
limitado en hierro® o de un medio rico en nutrientes.

Fim A parece ser el mayor mediador de adherencia
determinante para P. gingivalis per se media la adherencia a una
variedad de sustratos bucales y moiéculas. Por lo que la fimbria
tiene el potencial para ser implicada en muchas, no en todas, las
propiedades de adherencia del microorganismo. La unién es
mediada a traves del numero de dominios especificos, localizados a
lo largo de la molécula.

Las proteinas ricas en prolina y la estaterina muestran
habilidades de union especifica en la unidén con la Fim A. La unién
de Fim A a PRP-1 (Fig. 4 A) y estatenna implican multiples y
separados dominios de union ®Y Las regiones de interaccién son
localizadas en el carbono terminal final de la proteina entre el
aminoacido 266 y 337, y una region menos dominante aparece en
el N- terminal localizado entre 124 y146 (Fi1g. 8 ) El sitic de unmoén de
fimbna para PRP-1 ha sido localizado en un segmento PQGPPQ.

Han propuesto®' que la especificcdad de esta interaccidon de
union es determinada por la hidrofobicidad de las prolinas y los
puentes de hidrogeno provistos por glutamina Las regiones de 124
a 146 y de 318 a 337 también son sitios de umon a fibronectina . ®
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La secuencia de aminoacidos VgxxA o VxxxA ha sido identificada
como dominio potencial interactivo. La regién del C- terminal se une
en coadherencia con S. oralis en los dominios funcionales
localizados entre 10s aminoacidos de 266 a 286 y de 287 a 337
(Fig. 9) S. oralis posee componentes proteicos para la union con
fimbria, llevandose a cabo una interaccion proteina- proteina. El
fibrinégeno inhibe la coagregacién por su unioén con P. gingivalis a

través de dominios especificos ricos en arginina.

PRP

e ::TP STREP

P

e ™ y
_— dleld —
FIMBRILINA. J

T T T T H T
50 100 180 200 750 300

Fig. 9. Dominios funcionales de fimbrilina de Porphyromonas gingivalis. t.os
ndmeros refieren el residuo de amino&cido. Abreviaciones: EST, unién con

estaterina; PRP, unidn con PRP salivales: FN, unién con fibronectina; LF,

72
union con lactoferrina; STRP, unidn con Streptococcus oralis. !

La fimbna menor esta compuesta por subumdades de
monomeros de Mfa1 de 67 KDa La composicion de aminoacidos de
la proteina fimbnal de 67 KDa es muy simidlar a la de Fim A
habiendo mayor diferencia en la cantidad de prohna, glicina,
treonina y trosina.®™ pero son antigénica y genéticamente

distintas %
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La fimbna mayor y la menor estan implicadas en la
adherencia de P. gingivalis a Streptococcus gordonii. Fim A
interactua con componentes de S. gordonii que no han sido aun
identificados. En contraste Mfa1 contribuye a la coagregacién por la
unidn especifica de polipéptidos Ssp de S. Gordonii'®” La
adherencia es mediada por un discreto dominio designado BAR, el
cual comprende los residuos 1167- 1250 de SspB y SspA.® Dentro
de BAR, se sugiere que Asn1182 y Val1185 confieren una unica
estructura secundaria, por la cual es reconocida y unida Mfa1 de P.
Gingivalis a S. gordonii?®(Fig. 10)




A 8
Fig. 10. A. P. gingivalis (verde) adherida a S. gordonii {rojo). B. Mutante de S.

gordonii (rojo) con Ssp deﬂciente.'as’
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Existen residuos de aminoacidos especificos en PRP1 que
proveen una unidén estructural a la fimbria de Porphyromonas

®3 Secuencias comunes que comprenden VLVxxN y

gingivalis
xYDxxxT (donde x es cualquier aminoacido) son encontradas dentro
de las regiones de union de PRP-1 y estaterina a P. gingivalis
respectivamente. Con base en estas observaciones, se ha
propuesto que la actividad colectiva de todos estos dominios puede
ser importante en la asociacidon estable de fimbrilina con receptores
salivales, estableciendo la adherencia bactenal a la pelicula
adquirida. La funcionalidad de algunos receptores de fimbrilina son
parcialmente comprendidos. La union de estaterina con fimbrilina
solo se puede llevar a cabo cuando la estatenna se encuentra en
una superficie sélida como la hidroxiapatita. PRP también necesita
la exposicidén de su criptitope para la unién con P gingivalis.

Se ha encontrado una proteina de 48 KDa en ceéelulas
epiteliales gingivales que actua como receptor para fimbnas de P.
gingivalis "%

La funcion pnmordial de las proteasas secretadas por
bactenas asacaroliticas como P gingivalis es proveer nutnentes
para su crecimiento. Al menos 8 proteasas han sido descntas para
P. gingivalis y su actividad participa en provision de aminoacidos,
péptidos y grupos hemo para su crecmiento y provision de
sustratos para ia adhesion bactenana. La funcion enzimatica y
adhesiva de proteasas de P gingivalis se encuentran inimamente
conectadas En el proceso de adhesidn y degradacion participan las
fimbrias y proteasas especificas de Arginina (Arg-x)'*" y Lisina
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(Lys-x)!""? Dependiendo del sustrato. estas proteasas son parecidas
a la tripsina y dependiendo de la bioquimica pertenecen a la familia
de las proteasas de cisteina.

Se han clonado y secuenciado genes que codifican
proteasas de cisteina de P gingivalis. Las proteasas con
actividades enzimaticas proteoliticas que fueron purificadas o
semipurificadas se les asignaron diferentes nombres, gingivaina,
gingipaina y argingipaina. Todas ellas describen actividades de
proteasa de Arg-x, por lo que probablemente se este hablando de la
misma Arg-x.

Se ha designado a los genes que codifican enzimas Arg-x-
especifica como rgp y a los que codifican enzimas Lys-x-especifica
como kgp. Los genes que codifican proteasa Arg-x- y Lys-x- de
diferentes cepas de P. gingivalis han sido aislados y secuenciados
(Tabla 7).

Especificidad del Genes homodiogos
sustrato
Arg-x rgp-1 (HG66), gpA (ATCC33277), proR1
(W50), prtR (WS0), prtH (W83).agp (381),cpgr
(ATCC33277)
Arg-x rgp-2 (HG66) rgpB (ATCC33277). prtRII (W50), |
g prR2 (W50)
Lys-x T kgp (HGBB), prk (W50), prB (Wi12) ]

Tabla 7. Proteasas de P gingivalis: sustratos especificos y genes.!' *
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Los genes dentro de las dos familias de las proteasas Arg-x
exhiben algunas diferencias en secuencia y en organizacion en la
region de codificacion dentro de los genes. La mayor diferencia
entre las dos familias de Arg-x es la ausencia de dominios de

adhesion y hemaglutinacién en el segundo grupo (rgp-2, etc).

P gingivalis tiene dos genes homologos que codifican para la
proteasa Arg-x, un gen que codifica para la proteasa Lys-x (Tabla 7)
y tres genes que codifican para colagenasa (PrtC), para la proteasa
estreptopaina (PrtT), y peptidasa-Pz (Tpr) La actividad de estos
productos de genes clonados explican la mayoria de la variedad de
sustratos degradados por P. gingivalis. La actividad enzimatica para
el producto de un gen sencillo esta presente como diversas
especies moleculares y son complejas con el producto de ambos
genes homoélogos y genes heterologos, por lo que ha sido muy dificil
acertar inequivocamente la especificidad del sustrato de proteasas
individuales para P. gingivalis''®® Estudios de union con proteinazas
Arg-x y Lys-x Rgp y Kgp. respectivamente, muestran que unen y
degradan fibnnégeno, fibronectina y faminina

P gingivalis se une y degrada fibronectina plasmatica
humana, laminina, fibnnogeno y colagena La hidrolisis de
fibronectina u otras proteinas de la matnz como colagena son
realizadas a través de proteasas Arg-x- especifica (RgpA y RgpB)
de P. Gingivalis. Este proceso aumenta la unidn de la fimbna al
sustrato''® Las proteasas son capaces de exponer secuencias

dentro de moléculas proteicas de la matnz del hospedero que
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tienen residuos de C- terminal Arg, promoviendo adhesion de
bacterias a través de interacciones arginina- fimbria.

La produccion y actividad de fimbria mayor es modulada por
actividad proteolitica. Este control aparentemente ocurre al menos
en tres niveles: modulacidon transcripcional, modificacién
postraduccional y activacion de sustrato.

El trabajo de Onoe et al '°® Sugiere un papel para proteasa
parecida a la tripsina en el proceso del péptido lider para el
precursor de fimbrilina. La subsecuente observacion de Nakayama
et al."'"® de que en la cepa ATCC 33277 usando dobles mutantes
para rgpA rmgpB se observaron muchas menos fimbrias en la
superficie comparado con las cepas mutantes simples rgpA o rgpB
con bactenas silvestres, demostrando que la produccidn fimbnal
requiere de expresidn de proteasas Arg-x y Lys-x. Este dato
sugiere que la actividad de proteasas es necesana para el proceso
y maduracién de fimbrilina y modificacion de otras proteinas
asociadas a la superficie celular El control de los niveles
transcripsionales es infendo en base al descubnmiento de la
inactivacion de rgp 1 ( Arg-x proteasa) gen en P gingivalis resultado
en la reduccion de la produccion de la 43 KDa subunidad de
fimbnlina como reducida la transcnpcion de Fim A El tercer nivel
control, activacion de sustrato, es facihitado por la habilidad de P
gingivalis a unirse a y degradar fibronectina plasmatica, laminina,
fibnnogeno y colagena. Ambas, fimbna y las proteasas Arg-x y Lys-
x- especifica estan asociadas con este proceso de union y

degradacion.
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Las proteasas de P gingivalis pueden contribuir la exposicion
de receptores de adherencia de los dominios de unidn criptotipos en
moléculas del hospedero y potencialmente en células epiteliales y
otras bactenas.

P gingivalis produce al menos cinco tipos de hemaglutininas,
cuando estan expresadas en la superficie de la bactena, las
hemaglutininas pueden promover la colonizaciéon mediante la unién
de bacteria al receptor en celulas humanas. P. gingivalis utiliza
grupos hemo para su crecimiento, la uniéon de la bactena a

eritrocitos también sirve como funcion nutricional ''%”
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Conclusiones

La adhesion bacteriana es un mecanismo complejo en el
cual interactuan diferentes fuerzas de unién, moléculas y
condiciones ambientales, estas ultimas determinan la presencia de

diferentes bacteras dependiendo sus caracteristicas biolégicas.

En la cavidad bucal existe una gran diversidad de bacterias
en la microbiota, las cuales se adhieren a los diferentes tejidos. La
adhesién es uno de los primeros pasos para la colonizacion, por lo
que es importante el entendimiento de ésta, para la comprension de

la formacién de la biopelicula.

La relacion entre las diferentes adhesinas y sus receptores
hacen que existan diferentes mecanismos de adhesion para cada
especie de bactena bucal Esto le confiere la propiedad de
especificidad para los diferentes sustratos dei hospedero al igual
que para la coagregacion bactenana entre bactenas de la misma o

diferente especie
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