o/221)
=X

CIOR3L AV IONTNS §ayn
-
F o =

» UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
; DE MEXICO

FACULTAD DE ODONTOLOGIA

EFECTO DE LOS LIPOPOLISACARIDOS
SOBRE LA ACTIVACION DE AKT

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE

CIRUJANDO DENTISTA
P R E 8 € N T A

BLANCA ESMERAI.DA(DEI.GADO ACEVEDC

o

DIRECTOR: DRA. GL?RIA GUTIERREZ VENEGAS

-~
o

on e MEXICO, D. F, 2003



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



La Tesis titulada: Efecto de los Lipopolisacaridos sobre la activacion de AKT,
se realizé en el Laboratorio de Bioquimica de la Division de Estudios de Posgrado
e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la UNAM, bajo la tutoria de: Dra.
Gloria Gutiérrez Venegas.

)/

,Dircctor

Dra. Gloria Gutiérrez Venegas

=

—

Sustentante :
Blanca Esmeralda Delgado Acevedo



AGRADECIMIENTOS

A DIOS Por guiar mi camino proporcionandome sabiduria , amor, fé y
esperanza para realizar mi labor en este mundo.

A la Facultad de Odontologia de la UNAM por todo el apoyo, a todos mis
profesores por los conocimientos brindados en la licenciatura.

A la Dra. Gloria Gutiérrez Venegas, por permitirme participar en una parte
de su proyecto, por su comprensién, confianza y paciencia.

A mi Mama, por todo su amor a lo largo de mi vida por su apoyo
incondicional tanto moral como material, por todas las preocupaciones
compartidas , por sus palabras de aliento para seguir adelante..... Gracias.

A mi hermana Mez, por su ternura , su carifio y sus sabios consejos que me
dan fuerza siempre.

A mi hermano Poncho, por quererme, ayudarme, y ensefiarme mas de las
computadoras para esta tésis.

A Adolfo Miranda, por el amor que me ha dado, por estar siempre conmigo
apoyandome en todo, por ayudarme a lograr mi suefio, por ensefiarme ha
vivir intensamente cada dia y valorar lo hermosa que es la vida

A la familia Miranda Zaldivar, por su confianza, y por considerarme siempre
parte de ustedes.

A mi hermana clau, por su entusiasmo y sus alegrias compartidas.

A mis amigos: Javier, Perla; Dora, Silvia R, Rita, Miguel, Tere, Nayeli,
Esteban, Fabio, Lull, Bety, Armando, Silvia M.,.Cesar, Conchita, Nereo, por
ensefarme lo maravillosa que es la amistad, por estar conmigo en las
buenas y en las malas y por sus consejos.



DEDICATORIA

Quiero Dedicarle este esfuerzo a mi abuelo, el Teniente coronel Santos
Acevedo Lopez (1), y a mi Madre la Sefiora Sulamita Acevedo Cabello, que
son la base fundamental en mi familia, y ejemplo de dedicacién, tenacidad y
perseverancia. Gracias por todo.



AN~

Noo

11.
12.

INDICE

Abreviaturas
Resumen
Antecedentes
Introduccidén
4.1, Parodonto
Encia
Ligamento Periodontal
Cemento Radicular
Hueso Alveolar

Aban
a-—l_k_\
AWNa

Placa Dentobacteriana
Gingivitis y Enfermedad Periodontal
Estructura de la célula bacteriana

7.1. Nucleoide

7.2.  Estructuras citoplasmicas

7.3. Membrana citoplasmica

7.4. Pared celular

7.5. Espacio periplasmatico

7.6. Capsula

7.7. Flagelos o cilios

7.8.  Fimbrias o pilis
Componentes de la pared celular de las bacterias Gram-positivas
Componentes de la pared celular de las bacterias Gram-negativas
Lipopolisacaridos

10.1. Efectos biolégicos

10.2, Efecto de los LPS sobre las células del parodonto
Actinobacillus actinomycetemcomitans
Receptores de membrana

12.1. Receptores fosforiladores

12.2. LBP
12.3. Receptor CD14
12.4. TRL4

Sefales de transduccion
Proteinas cinasas
AKT/PKB
Proteinas relacionadas con AKT
Inhibidores
Planteamiento del problema
Justificacion
Objetivos
20.1. Objetivo general
20.2. Objetivos especificos
Hipétesis
Material
Tamario de la muestra
Métodos
24.1. Cuiltivo de fibroblastos gingivales humanos
24.2. Deteccion de AKT por ensayo de Western Blot

ON NOODdAIMIWN=



25,
26.
27.
28.
29,

' Registro y procesamiento de datos

Resultados
Discusién
Conclusiones
Bibliografia

30
31
35
36
37



1. ABREVIATURAS

A.a. = Actinobacillus actinomycetencomitans
LPS. = lipopolisacarido

CD14. = receptor

IL-1. = interleucina 1

IL-8. = interleucina 8

TNF. = factor de necrosis tumoral

KDO. = octosa 2-ceto-desoxioctanato

LBP. = proteina de unién a lipopolisacaridos
DMEM. = medio Eagle modificado por Dulbeco
TLR. =receptor Toll

PMN. = leucocitos polimorfonucleares



2. RESUMEN

Las causas principales de la pérdida dental estan dadas por problemas patolégicos en los
tejidos de soporte del diente, estos dafios dan inicio por infecciones bacterianas que
ocasionan desde inflamacion gingival y la destruccion de los tejidos de sostén, hasta la
pérdida de hueso alveolar y por lo tanto la pérdida dental.

Se ha reportado que Actinobacillus actinomycetemcomitans es una de las bacterias
patégenas mas destructivas del periodonto, principalmente en la periodontitis juvenil
localizada, cuyos lipopolisacaridos han sido caracterizados anteriormente en el
laboratorio de Bioquimica como componentes de accion de la pared celular de las
bacterias Gram-negativas, entre sus blancos de accion se encuentran los fibroblastos
gingivales humanos.

La finalidad de ésta investigacién es determinar si los lipopolisacaridos inducen la
activacién de la enzima AKT, que se activa mediante la fosforilacién de la serina 473 por
la enzima PDK-1 en fibroblastos gingivales humanos; induciendo de esta forma la
supervivencia celular.

Para el desarrollo de esta investigacidn se realizaron cultivos celulares de fibroblastos
gingivales humanos, se obtuvieron lipopolisacaridos de Actinobacillus actinomycetem
comitans con los que se trataron los cultivos celulares; se realizaron ensayos curso-
temporal, dosis-respuesta, ensayos de inhibicién con el farmaco wortmanina, todo esto
con la finalidad de determinar el tiempo y dosis de lipopolisacaridos en que se activa la
enzima.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion seialan que los lipopolisacaridos
inducen la activacidn de AKT mediante la fosforilacion en la serina 473 desde dosis de
0.1 pg/ml y desde los 15 minutos de tratamiento. Encontramos asi mismo que la
fosforilacidn de esta enzima es sensible al tratamiento con wortmanina.



3. ANTECEDENTES

En 1980 los investigadores analizaban una invasion bacteriana en tejidos blandos del
periodonto, en la pared epitelial, en los espacios intracelulares, en la superficie epitelial
de las bolsas periodontales (epitelio de la bolsa), en la ldmina basal y en el tejido
conectivo. Esa invasion bacteriana de tejido periodontal y hueso era comin en
periodontitis avanzada y periodontitis juvenil localizada.

Los resultados de diferentes estudios, coinciden en que Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas intermedia, Actinobacillus aclinomycetemcomitans y Peptostreptococcus.
estan asociados con periodontitis del adulto, y la prevalencia de éstos y otros importantes
patogenos son potenciales para la enfermedad.

Las bacterias, fueron encontradas en sitios intracelulares especificos y presentaban un
patrén definido de penetracion; después de estudiar las muestras definieron que se
trataba de bacterias Gram-negativas instaladas en los tejidos bucales, pero sus especies
todavia no eran determinadas. Posteriormente por medio de inmunoflucrescencia,
algunas bacterias se identificaron como Actinobacillus actinomycetemcomitans, que fue
una de las primeras bacterias en ser identificadas y definidas como bacteria patégena
invasora, presente en desordenes gingivales en los que disminuian o decrecian los

niveles de keratina, '23458

En los dltimos aiios, las investigaciones se han centrado alrededor de la adhesién y
penetracién a las células del epitelio por tres periodontopatégenos importantes:; A.
actinomycetemcomilans., Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola.

La periodontitis juvenil localizada, es una enfermedad en la que se ven alterados los
elementos de soporte de los dientes (periodonto), y esta directamente relacionada con
Actinobacillus actinomycelemcomitans.

En proyectos realizados con anterioridad en el laboratorio de Bioquimica de la UNAM, se
ha estudiado que el lipopolisacarido purificado de esta bacteria provoca una disminucién
en la proliferacion de fibroblastos gingivales humanos, induce la expresion de la enzima
ciclooxigenasa y c-fos y también que los lipopolisacaridos ejercen sus efectos mediante
la asociacion al receptor CD14 y TLR-4.

Una caracteristica comun de todos los organismos es la capacidad dinamica de coordinar
constantemente su actividad en respuesta a los cambios ambientales. Esta funcién de
comunicacién celular con el entorno se lleva a cabo a través de varias vias o cascadas
intracelulares que reciben y procesan sefales externas, no sélo del entorno extracelular
sino también de distintas regiones de una misma célula. Estas cascadas transmiten
sefales que resultan en la regulacién de funciones celulares determinadas. Esta
transferencia de informacidén constituye una parte importante del repertorio celular de
mecanismos reguladores. Sin embargo, a medida que el nimero de componentes y
cascadas de senalizacion identificados aumenta, parece obvio que estas vias no
constituyen entidades aisladas sino que forman parte de redes mucho mas extensas.



4. INTRODUCCION

4.1. PARODONTO (peri = alrededor, odontos = diente)

El periodonto, es un sistema de la cavidad oral que estad formado por los tejidos de
revestimiento y soporte del diente (fig.1), el cual presenta estructuras como:

Encia

Ligamento periodontal
Cemento radicular
Hueso alveolar

ropa
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Figura 1. Estructuras que forman el periodonto, (A) Encia, (B)Cemento radicutar,
(C) Ligamento periodontal, (D) Hueso alveolar. Compendio de Periodoncia. Thomas
F. Flemmig

La funcién principal del periodonto, es unir el diente al tejido éseo del maxilar y la
mandibula y conservar la integridad de la superficie de la mucosa masticatoria de la
cavidad bucal. El periodonto, también llamado " aparato de insercion” o "tejidos de sostén
del diente", establece una unidad funcional, biolégica y evolutiva que experimenta
algunas modificaciones con la edad y, ademas, esta sujeto a alteraciones morfoldgicas y
funcionales, asi como a modificaciones debidas a alteraciones del medio bucal. ®

4.1.1 ENCIA

La encia es parte de la mucosa masticatoria que recubre la apdfisis alveolar y rodea la
porcion cervical de los dientes; adquiere su forma y textura finales con la erupcion de los
dientes.

En sentido coronario, la encia presenta un color rosa coral, termina en el margen gingival
libre, que tiene un contorno festoneado. En sentido apical, la encia se contintia con la
mucosa alveolar laxa y de un rojo obscuro, de la cual esta separada por el limite
mucogingival o linea mucogingival. Se pueden distinguir dos partes de la encia.

1. La encia libre
2. La encia adherida®



4.1.2 LIGAMENTO PERIODONTAL

El ligamento periodontal esta formado por un tejido conectivo denso muy vascularizado y
es el que mantiene el diente en su alvéolo, uniendo el cemento radicular con la lamina
dura del hueso alveolar propio. Constituye un mecanismo de soporte para el diente
sometido a fuerzas funcionales. Las funciones del ligamento periodontal son: fisicas,
formativas, nutritivas y sensoriales.

Euncién fisica: es la que se da por la unidn del diente al hueso, la conservacion de los
tejidos gingivales, la distribucion y absorcién de las fuerzas oclusales al hueso,
generadas durante la funcidn masticatoria por tltimo la proteccién de los vasos y nervios
contra fuerzas mecénicas.

Funcion formativa: funge como periostio para el hueso y el cemento, ya que sus células
participan en la formacién y resorcién de éstos tejidos durante los movimientos
fisiologicos de adaptacion a las fuerzas oclusales.

Euncién nutritiva y sensorial; es la que proporciona nutrimentos al cemento, hueso y
encia a través de los vasos sanguineos, y brinda drenaje linfatico. La inervacién del
ligamento proporciona sensibilidad propioceptiva y tactil.

E! ligamento periodontal estd comunicado por conductos vasculares (conductos de
Volkmann) en el hueso alveolar propio con los espacios medulares del hueso alveolar. El
espacio del ligamento periodontal tiene la forma de un reloj de arena, mas estrecho a
nivel radicular medio.

El ligamento periodontal es esencial también para la movilidad de los dientes; ésta se
determina en gran medida por la anchura, altura y calidad del ligamento periodontal.

En la (fig.2.) podemos observar el ligamento periodontal que se encuentra entre el hueso
alveolar proplo (ABP) y el cemento radicular (RC)

Las fibras del ligamento que fijan los dientes en los alvéolos se clasifican en:

a) Fibras cresto alveolares ACF: que se extienden desde el area cervical de la ralz
hasta la cresta alveolar y su funcion es impedir la extrusion del diente.

b) Fibras horizontales FH: corren de manera perpendicular, desde el diente hasta el
hueso alveolar.

c) Fibras oblicuas OF: estan orientadas oblicuamente con inserciones en el cemento y se
extienden mas oclusalmente en el alveolo.

d) Fibras apicales APF: Se diseminan desde el apice del diente hasta el hueso
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Figura 2. Esquema de las fibras del ligamento periodontal. Periodontologia Clinica e
implantologia Odontoldgica.Jan Lindhe, Thorkild Karring, Niklaus P. Lang

Es importante sefalar que dentro de la estructura del ligamento, ademas de la parte
fibrosa y de los canales neurovasculares, existen elementos celulares como
cementoblastos, fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos, restos de células epiteliales
(restos epiteliales de Mallassez que son restos de la vaina epitelial de Hertwig.)

Las porciones de los haces fibrilares incluidas en el cemento radicular o en el hueso
alveolar se conocen como fibras de Scharpey. El ligamento periodontal se encuentra muy
vascularizado y contiene nervios. El dolor y la presién son reconocidos por los receptores
del ligamento periodontal. ™

4.1.3 CEMENTO RADICULAR

El cemento es el tejido mesenquimatoso calcificado que forma la cubierta exterior de la
raiz anatémica y, en ocasiones partes diminutas de las coronas dentarias. Se deposita
continuamente durante toda la vida. Como otros tejidos mineralizados, consta de fibras
colagenas incluidas en una matriz organica.

La hidroxiapatita forma gran parte de su contenido mineral hasta en un 65%, El cemento
cumple distintas funciones Como la de permitir la insercién en él de las fibras
periodontales dirigidas a la raiz y contribuye al proceso de reparacion consecutivo a un
daiio en la superficie radicular.

Existen dos clases de cemento radicular:

» Cemento primario o acelular que se forma conjuntamente con la raiz y la erupcién
dentaria, es transparente y amorfo, compuesto por cementoblastos que depositan la
sustancia sin llegar a incluirse en el cemento, cubre la parte cervical del diente y en
ocasiones se extiende hasta casi toda la raiz excepto la porcién apical.

« Cemento secundario o celular, que se forma después de la erupcién dentaria y en
respuesta a las exigencias funcionales. Su disposicién es menos uniforme que la del
cememento acelular; los haces de fibras principales (fibras de Sharpey) permanecen
dentro del cemento.



Sin embargo, sobre la superficie radicular pueden alternar areas de cemento acelular y
celular.

Ambos cementos son producndos por cementoblastos que cubren las superficie radicular
algunas de estas células se incorporan al cementoide, que posteriormente se mineraliza
para formar cemento. 7%°

4.1.4 HUESO ALVEOLAR.

El proceso alveolar o la apofisis alveular es la parte del maxilar y de mandibula que
sirve de soporte a los dientes, puede dividirse en dos partes segun su funcion:

1. El hueso alveolar propio que esta formado por un hueso cortical delgado que rodea
la raiz del diente. En este hueso se hallan embebidas fibras de los diferentes grupos del
ligamento periodontal.

2, El hueso alveolar de soporte que proporciona un soporte adicional, formado por
laminas externas corticales (cortical vestibular y lingual) con hueso esponjoso entre ellas
a modo de sandwich.

El contenido minera!l del hueso, que es principalmente hidroxiapatita, representa un 60%
en peso. Las unidades estructurales basicas del hueso son los osteoblastos y
osteoclastos. Los osteoblastos producen osteoide, constituido por fibras colagenas y una
matriz que contiene principalmente proteoglucanos y glucoproteinas. Esta matriz dsea
experimenta una mineralizacién por depdsito de minerales, como calcio y fosfato, que
posteriormente se transforma en hidroxiapatita. °

5. PLACA DENTOBACTERIANA

El término placa se utiliza universalmente para describir la asociacidn de bacterias con la
superficie dentaria 7 (fig3), se compone de bacterias en una matriz compuesta
principalmente por polimeros bacterianos extracelulares y productos salivales o exudados
gingivales o ambos. Basada en la relacion con el margen glngwal la placa se considera
supragingival y subgingival.
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Figura 3. Microscopia que nos muestra microorganismos coagregados formando
la placa dentobacteriana Rolf Bos, H. J. Busscher, W. L. Jongebloed, and H. C. van
der Mei, Laboratdrio de Matéria Técnica, Universidad de de Groningen, Groningen,
Holanda



La placa supragingival esta formada principalmente por microorganismos en proliferacion,
algunas células epiteliales, leucocitos y macréfagos en una matriz intercelular adherente.
Las bacterias forman aproximadamente el 70 a 80% del material sélido; el resto es la
matriz que son los sélidos organicos e inorganicos y forman 20% o mas de la placa; lo
demas es agua.”

El principal carbohidrato existente en la matriz, es el dextrano, polisacéarido producido por
las bacterias; otros carbohidratos de la matriz son levano, galactosa y metilpentosa en
forma de ramnosa (fig.4). Los restos bacterianos proporcionan acido muramico, lipidos y
proteinas para la matriz, y la principal fuente son las lipoproteinas salivales. Los principales
componentes inorganicos de la placa supragingival y de su matriz son calcio y fosforo;
también hay pequeiias cantidades de magnesio, potasio y sodio.

La formacién de la placa se inicia con la adherencia de bacterias a la pelicula adquirida o a
la superficie dentaria, ya sea esmalte, dentina o cemento.”

La masa de la placa crece por:

1. adherencia de bacterias nuevas
2. multiplicacién de bacterias
3. acumulaciéon de productos bacterianos y del huésped

La tasa de formacion de placa y las zonas de localizacidn varian entre individuos, en
diferentes dientes de la misma boca. Estos factores son influidos por la dieta, edad,
composicién de la saliva, higiene bucal, alineacion de los dientes, enfermedades
generales y susceptibilidad del huésped.

A la placa subgingival, como su nombre lo indica la podemos encontrar en el surco
gingival; la naturaleza de los organismos que colonizan estos sitios de retencién difiere de
la de los organismos encontrados en la placa supragingival, estas zonas de retencién
forman un entorno relativamente estancado en el que los organismos que no pueden
adherirse con facilidad a la superficie dentaria tienen la oportunidad de formar colonias,
por lo que la mayor parte de las bacterias moviles colonizan estos sitios: el caracter
anaerobio de la zona permite que prollferen organismos que solo pueden sobrevivir en
areas de baja concentracién de oxigeno.”



Figura 4. Esta micrografia electrénica de color muestra las células bacterianas y la
matriz de dextrano de la placa. (10, 200X). Microbiology, a human perspective, Nester.

En estado normal de salud periodontal, la flora microbiana de la placa es en su mayor
parte supragingival confinada a la superficie del esmalte; consiste en una capa delgada
de células formadas principalmente por cocos Gram-positivos. Los cultivas han revelado
predominancia de estreptococos (principalmente de Streptococcus sanguis), Actinomyces
viscosus, Actinomyces naeslundii y Actinomyces israeli. También pueden aislarse
microorganismos Gram-negativos como Capnocytophaga, especies de bacteroides,
Campylobacter y Fusobacterium. Micoplasma coloniza con regularidad el surco gingival. 7

6. GINGIVITIS Y ENFERMEDAD PERIODONTAL

Estas patologias se instalan en los tejidos de sostén de las piezas dentarias, inflamando en
un primer momento el tejido gingival, lo que le da un aspecto edematoso, rojo, brillante,
tumefacto y que sangra con facilidad. Si la enfermedad avanza, afecta también al hueso
que disminuye en altura y la insercion de la encia baja, dejando poco a poco la raiz al
descubierto, produciendo movilidad dentaria, dolor y lo que conlleva a la exodoncia
(extraccidon). Es una enfermedad crénica y afecta a individuos que tienen predisposicion a
la misma, tales como: diabéticos, leucémicos, inmunosuprimidos, fumadores, SIDA, etc.
Presenta agentes patdgenos periodontales como Bacterias aeroblas y anaerobias, algunas
de las cuales son: Porphyromonas gingivalis, Aclinobacillus actinomycetemcomitans,
Treponema denlicola, Bacleroides forsythus, Prevotella intermedia.

Las bacterias fusiformes Gram-negativas pueden liberar endotoxinas bacterianas, proveen
un reservorio de lipopolisacaridos que pueden inducir la expresion de citotoxinas,
mediadores de inflamacién, como interleucina. Muchos de estos microorganismos pueden
generar f}-Lactamasa lo que las hace resistentes a la penicilina.

E! desarrollo inicial de la gingivitis es consecuencia importante de las bacterias
relacionadas con aumento de la formacién de placa supragingival. LLos aumentos en el
numero de bastones y filamentos Gram-negativos, principalmente Actinomyces, parecen
ser de gran importancia en la secuencia del desarrolio de Ia placa supragingival.’



La aparicién de formas Gram-negativas, como espiroquetas, Bacteroides, Fusobacterium,
vibriones y otras formas méviles en las etapas tardias de desarrollo del enrojecimiento
gingival e inflamacion, indican claramente un proceso en secuencia del desarrollo de la
gingivitis, ya que estos microorganismos se relacionan con la placa subgingival. Sin
embargo, la agresion inicial a las estructuras periodontales en la gingivitis puede
relacionarse con elementos nocivos de grandes masas de bacterias Gram-positivas y de la
placa supragingival. En las primeras etapas de la gingivitis, los cambios edematosos en la
encia marginal pueden contribuir a la adquisicion sucesiva de especies subgingivales
patégenas proporcionando retencidn mecanica y nutrimentos debido al aumento de flujo de

liquido gingival.

Muchos investigadores han sugerido que los episodios repetidos de gingitivis pueden
conducir a la pérdida de hueso, (periodontitis). Sin embargo, es muy claro que algunos
individuos pueden presentar episodios recurrentes de gingivitis sin desarrollar periodontitis,
y que la gingivitis por si sola es reversible cuando se elimina la placa.

La invasion epitelial de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas en gingivitis avanzada
puede ser el acontecimiento inicial en la progresién de la gingivitis a periodontitis.”®

Algunos microorganismos especificos, o grupos de microorganismos, se relacionan con
diferentes formas de enfermedades periodontales humanas; y la tendencia a la
colonizacion bacteriana en las bolsas periodontales es un hecho. La naturaleza de la flora
microbiana depende del estado de destruccién periodontal, actividad de la enfermedad y
resistencia del huésped. También es importante considerar si la lesién se relaciona con
enfermedad cronica o con una forma mas rapida de destruccion periodontal.

Tabla |
Padecimientos y otras a
periodontales

rmalidades en los tejidos

I. Enfermedades y trastornos gingivales
A. Gingivitis (sin complicaciones sistémicas)

B. Gingivitis y alteraciones gingivales con complicaciones
sistémicas

C. Alteraciones gingivales diversas
Il. Enfermedades y trastornos periodontales

A. Periodontitis del adulto sin complicaciones sistémicas
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B. Periodontitis juvenil
C. Periodontitis con complicaciones sistémicas
D. Trastornos diversos que afectan al periodonto

1ll. Cambios periodontales relacionados con traumatismo oclusal

A. Traumatismo oclysaIJarimario: movilidad y otras alteracjones
periodontales relacionadas con bruxismo® y otros habitos

parafuncionales

B. Traumatismo oclusal secundario: movilidad y otras alteraciones
periodontales relacionadas con fuerzas normalés en un periodonto
gravemente danado

10



7. ESTRUCTURA DE LA CELULA BACTERIANA

7.1 NUCLEOIDE
Equivalente al nucleo eucaridtico, puede observarse mediante microscopio de luz en

material tefiido. Indicando la presencia de DNA. (DNA constituido por cadenas
complementarias antiparalelas de nucledtidos asociados a proteinas) es circular y en
algunos casos lineal. Presenta dominios de superenrrollamiento debido a que se dobla
y tuerce para ser almacenado en la célula,

7.2 ESTRUCTURAS CITOPLASMICAS

Las células procaridticas carecen de mitocondria y cloroplastos; en su lugar, las
enzimas de transporte electrénico estan situadas en la membrana citoplasmica. Los
pigmentos fotosintéticos (Carotencides, bacterioclorofila) de las bacterias fotosintéticas
se encuentran en arreglos especializados de la membrana que pueden tener un
aspecto de vesiculas esféricas o de capas aplanadas como laminas situadas por
debajo de la membrana celular.

Las bacterias frecunentemente almacenan materiales de reserva bajo la forma de
granulos insolubles, que estan depositados como polimeros neutros, osmoticamente
inertes. Los granulos se usan como fuente de carbono cuando se restablece la sintesis

de proteinas y de acido nucleico.

7.3 MEMBRANA CITOPLASMICA

La membrana citoplasmica de las bacterias, también conocida como membrana celular,
es una "membrana unitaria” tipica que se compone de fosfolipidos y proteinas. Sus
funciones son la permeabilidad selectiva y transporte de solutos (la mayor parte de las
moléculas que la atraviesan no lo hacen de forma pasiva).

7.4 PARED CELULAR

Se encuentra entre la membrana citoplasmica y la capsula, da forma a la célula y su
composicién varia entre bacterias

En las bacterias Gram-positivas, la pared celular esta constituida principalmente por
peptidoglucano (retiene el cristal violeta utilizado en la tincidén de Gram) y acido teicoico
(polimeros solubles en agua) ; en las Gram-negativas, la pared celular incluye al
péptidoglucano y a la membrana exterior.

Las bacteias se clasifican como Gram-positivas o Gram-negativas segtin su respuesta
a la técnica de tincion de Gram. este procedimiento es denominado asi por el histélogo
Christian Gram, quien desarrollé este procedimiento diferencial de tincion en un intento
para tefiir bacterias en tejido infectados. para ésta técnica se tifie el frotis fijado unos
tres minutos con solucion de crista violeta, lavar con solucidén de yodo de lugol, y dejar
secar durante unos dos minutos, lavar cuidadosamente con agua y desteifiir con
acetona-alcohol, lavar nuevamente con agua; las bacterias Gram-positivas retienen el
cristal violeta y el yodo a pesar del alcohol; las bacterias Gram-negativas no conservan
el colorante y el yodo cuando se les aplica alcohol y acetona, por lo tanto, para
observar estas bacterias se efectta una contratincion de unos 30 segundos con un
colorante rojo (safranina) se lava, se deja secar y se examina con la lente del
microscopio de inmercion de aceite. Las bacterias de color purpura son Gram-positivas,
las rojas, pardas o verdes , segun el caso son Gram-negativas.

Ademas de la proteccion osmética que proporciona, la pared celular desempeifia una
funcion esencial en la division celular.

e Capa de péptidoglucano

Es un polimero complejo que consiste para fines descriptivos de tres partes:
Compuesto de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico alternantes, un conjunto
de cadenas laterales tetrapeptidicas idénticas, fijadas al acido N_acetilmuramico y un
conjunto de puentes peptidicos transversos idénticos.
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7.5 ESPACIO PERIPLASMATICO

Se considera como un compartimento que contiene enzimas y que esta localizado entre
las membrana externa y citoplasmatica. Presenta una capa de mureina y una solucién de
proteina similar a un gel.

Las proteinas periplasmaticas incluyen proteinas de fijacion para sustratos especificos
(por ejemplo aminoacidos, azlcares, vitaminas e iones), enzimas hidroliticas (por
ejemplo, fosfatasa alcalina y 5'-nucloetidasa) que rompen sustratos no transporiables en
tranportables, y enzimas destoxificantes (por ejemplo, B lactamasa y amino-
glucdsidofosforilasa) que inactivan a ciertos antibidticos.

7.6 CAPSULA

Presente en numerosas bacterias, parece ser el producto de la pared celular, se
mantiene adherida como una envoltura al germen sin interferir con la permeabilidad.
Estd constituida en la generalidad de los microorganismos capsulados por
carbohidratos complejos de aito peso molecular, en ciertos gérmenes por una mezcla
de polisacaridos con mucoproteinas o como en el caso del bacilo de carbunco, por un
polipéptido polimero del acido D-glutamico sin unién al carbohidrato.

Su existencia tiene doble importancia, antigénica y de virulencia; antigénica por cuanto
condiciona la especificidad de sustancias defensivas (anticuerpos) y de virulencia ya
que interfiere la accion fagocitica de los leucocitos.

7.7 FLAGELOS O CILIOS

Los flagelos son largos apéndices filamentosos extracelulares, helicoidales,
responsables de! desplazamiento en medios liquidos de la mayor parte de las bacterias
moviles, situados en el lado exterior del cuerpo celular, con origen en unos granulos
basales Estos granulos basales (son la estructura que, inmersa en la membrana
citoplasmica y en la pared celular, ancla el flagelo a la célula), estan Inmersos en las
envueltas (membrana citoplasmica y pared); generalmente se presentan en las
bacterias de forma alargada, la longitud promedio es de 25 p y el didmetro de 10 mp.

Se observan tres partes diferenciadas: filamento helicoidal largo, que es la Gnica parte
visible a microscopia dptica; esta conectado a un corto segmento curvado denominado
codo o gancho, que a su vez esta unido al corpisculo basal., y consta esencialmente de
un cilindro que ensarta 1 o 2 parejas de aniflos.

Su existencia, como la de la capsula, no es indispensable para la vida del germen;
segun el numero y localizacién de los flagelos en las células bacterianas se clasifican
en:

a) monotricos, con un solo flagelo polar

b) anfitricos, con un flagelo en cada extremo

c) lofotricos, grupo de flagelos en uno o ambos extremos

d) peritricos, varios flagelos alrededor.

Se denominan atricos, aquellos que no tienen flagelos

7.8 FIMBRIAS O PILIS

Apéndices mas cortos, delgados y numerosos que los flagelos con origen en cuerpos
basales de la membrana citoplasmica y sin funcion locomotriz. Son visibles al
microscopio electrénico en ciertos gérmenes Gram-negativos. Estan integrados por
subunidades proteicas en una estructura tubular de 2 a 3 mp de didmetro interno y se
distinguen dos tipos: uno numeroso y pequefio, sirve de sostén a superficies, y otro,



escaso y largo llamado sexual, juega un papel en el paso de factores genéticos extra
cromosémicos. Tiene importancia en la transferencia de resistencia a antibiéticos entre
bacterias.

8. COMPONENTES DE LA PARED CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAM-
POSITIVAS

La pared celular de las células Gram-positivas es relativamente sencilla; esta
constituida por una gruesa capa de peptidoglicano La mayor parte de las pardes
celulares de las bacterias Gram-positivas contienen considerables cantidades de
acidos teicoico y teicurénico.

« Acidos teicoico y teicurénico: Son polimeros hidrosolubles que contienen ribitol
o residuos de glicerol unidos por medio de enlaces fosfodiester, y que tienen uno o
mas aminoacidos o sustitutos del azticar. Hay dos tipos de acidos teicoicos,

el acido teicoico de la pared unido de manera covalente al peptidoglucano y el acido

teicoico de la membrana (acido lipoteicoico).

Los acidos teicurénicos scn polimeros semejantes, pero en las unidades repetidas hay
carbohidratos con radicales acidos (como el acido N-acetiimanosurénico o el O-
glucosurénico) en lugar de acidos fosféricos. Estos compuestos se sintetizan en lugar
de los acidos teicoicos cuando la existencia de fosfatos es limitada.'"'313

9. COMPONENTES DE LA PARED CELULAR DE LAS BACTERIAS GRAM-
NEGATIVAS

Las paredes celulares de las bacterias Gram-negativas contienen tres componentes
que estan exteriores a la capa de péptidoglucano: Lipoproteinas, membrana externa y
lipopolisacdridos.

e Lipoproteinas: Las moléculas de una lipoproteina sirven para intercruzar la

- membrana exterior y las capas de péptidoglucano su funcién consiste en estabilizar
la membrana exterior y fijarla en la capa de péptidogtucano.

e Membrana externa: La membrana externa es una estructura de dos capas; su
hoja interna semeja en composicion a la de la membrana citoplasmica, mientras
que los fosfolipidos de la hoja externa son sustituidos por moléculas de
Lipopolisacarido (LPS).

Como resultado las hojas de esta membrana son asimétricas.

La capacidad de la membrana externa para excluir moléculas hidréfobas constituye
una caracteristica poco comun entre las membranas biologicas y actia protegiendo a
la célula (en el caso de las bacterias entéricas) de las sales biliares.

Tiene conductos especiales, constituidos por moléculas de proteina denominadas
porinas, que permiten la difusion pasiva de compuestos hidréfilos de bajo peso
molecular como azucares, aminodacidos y ciertos iones. Las moléculas grandes de
antibioticos penetran la membrana externa de manera relativamente lenta, lo cual
explica la resistencia relativamente alta a los antibidticos de las bacterias Gram-
negativas.
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Figura 6. Dibujo esquematico de la estructura de la envoltura celular de bacterias
Gram-negativas.

10. LIPOPOLISACARIDOS

Son una parte de la membrana externa, aparecen exclusivamente en bacterias Gram-
negativas y son componentes estructurales y funcionales de la superficie celular.® Los
lipopolisacaridos son los principales componentes antigénicos de superficie, representa el
antigeno somatico O. Se puede considerar que estos complejos de alto peso molecular
tienen tres regiones: una porcién lipidica, lamada lipido A; un ntcleo de polisacaridos que
puede ser similar dentro de un mismo género, y una regién polisacarida, las cadenas O-
especificas. Los lipopolisacdridos se representan esquematicamente a continuacion:

Cadenas O- especificas Region del nticleo Lipido A

Las cadenas O-especificas sobresalen de la superficie de la membrana externa y protegen
asi a la célula de la accion de los anticuerpos y complemento, para impedir su contacto
intimo con la membrana externa.'®

Se cree que la regién del lipido A es responsable de la actividad endotdxica del
lipopolisacarido bacteriano. Esta porcion lipidica del complejo esta orientada hacia la zona
hidrofébica de la membrana externa.

La especificidad serolégica de los LPS radica en el polisacarido O-especifico, mientras que
el centro bioactivo o endotoxina como tal, corresponde al lipido A, que en un extremo tiene
acidos grasos y en el otro grupos fosfato, por lo cual es anfifilico; cuando los LPS estan
aislados, forman micelas biolégicamente activas.

Las células bacterianas Gram-negativas vivas o muertas son toxicas cuando se inyectan a
animales de experimentacion, se denomina endotoxina para distinguirla de las exotoxinas,
que son liberadas facilmente de las células en que exista lisis. El término endotoxina no es
el mas iddneo, teniendo en cuenta que la sustancia toxica puede encontrarse en pequeiias
cantidades en el sobrenadante de los cultivos pero sigue utilizandose como término
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La endotoxina es en general lo mismo que el lipopolisacarido (LPS) que es el componente
estructural de la pared celular de las bacterias.

Las endotoxinas tienen las siguientes caracteristicas diferenciales con las exotoxinas:

1. Son estables a altas temperaturas, es decir resisten la ebullicion en soluciones
neutras.
T2 No son destruidas por enzimas proteoliticas
3. Latoxicidad es neutralizada sélo parcialmente por el antisuero especifico.
4. No son convertibles en toxoides.

Los LPS pueden obtenerse a partir de células bacterianas Gram-negativas intactas
mediante diversos procedimientos de extraccion; la complejidad de las preparaciones
depende mucho del método utilizado. La extraccion con mezclas de agua y fenol dan lugar
al LPS mas homogéneo que representa al principio endotdxico.

La composicién quimica y la potencia téxica de los LPS varia con el tipo de células
extraidas, las condiciones de cultivo y los métodos de purificacién aplicados. La mayor
parte de la informacion sobre la composicién y estructura del LPS endotéxico se ha
obtenido a partir de estudios de bacterias entéricas, principalmente Salmonella.

El componente lipidico del LPS, que es la region del lipido A, esta unido a la estructura de
sostén constituida por el polisacarido central.

El polisacarido central esta ligado por una parte al lipido A y por la otra a las cadenas
laterales O-especificas. Consiste en una estructura basica constituida por azlcares que
tienen como sustituyentes otros azlcares, etanolamina y fosfato. Mientras que en esta
regién puede encontrarse un gran numero de azicares diferentes, el acido 2-ceto-3-
desoxi-D-mano-octulosdnico (KDO) es el Gnico que aparece invariablemente en el LPS,
La estructura central polisacaridica del LPS de las bacterias entéricas es especifica del
grupo; por ejemplo, la region central resulta idéntica en todas las especies de Salmonella,
pero difiere de las de otros bacilos entéricos.

La posicion quimica de las cadenas laterales de las regiones O-especificas varfa mucho,
tal y como es de suponer, si se considera el gran nimero de serotipos de bacilos lisos
Gram-negativos. Aunque puede encontrarse un gran nimero de azacares, los que
aparecen con mayor frecuencia son manosa, fucosa, ramnosa y galactosamina. La
naturaleza quimica de los polisacaridos de las cadenas laterales O-especificas determina
la especificidad del antigeno O de la cepa bacteriana.

El lipido A, toxoforo del LPS, esta constituido por D-glucosamina, fésforo y, como
sustituyentes principales, diversos acidos grasos entre éstos se encuentran el laurico, el
palmitico, el miristico y el B-hidroxi-miristico. Salvo unas cuantas excepciones, el ultimo
parece ser un constituyente especifico del lipido A.

A causa del lipido A, los lipopolisacaridos aislados forman grandes agregados; los pesos
moleculares llegan hasta 24 x 106 daltons.

Aunque se ha creido durante mucho tiempo que la antigenicidad de la endotoxina (LPS) y
su especificidad serolégica residian exclusivamente en el componente de polisacarido,
existen datos que indican que la parte correspondiente al Lipido A también es
inmunogénica e induce anticuerpos especificos contra éste. Estos anticuerpos presentan
reactividad cruzada con el lipido A procedente de otras muchas bacterias Gram-negativas
Y; en algunas circunstancias, ejercen un efecto protector contra la toxicidad del lipido A.°-
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Figura 7. Esquema que muestra la estructura del LPS de bacterias Gram-
negativas.

10.1 EFECTOS BIOLOGICOS

A pesar de sus diferencias quimicas y fisicas, las endotoxinas presentan actividades
sustancialmente similares, independientemente de su origen. Resulta sorprendente la
cantidad de efectos bioldgicos que presentan las endotoxinas cuando se administran al
hombre y a los animales, y posiblemente no pueden compararse con ninguna otra
sustancia natural. Los efectos mas importantes se recogen en la tabla l:

Tabla # 1)
Principales efectos biolégicos observados tras la administracién de
Endotoxinas

Pirogenicidad Mitogenicidad linfocitaria
Resistencia a la infeccion Activacién de los macréfagos
Shock y letalidad Disminucion de la fagocitosis
Diarrea Inflamacion

Swrartzman generalizado Leucopenia

Proteccién contra las radiaciones Leucocitosis

Necrosis tumorales Hematopoyesis

Adyuvancia Tolerancia a la endotoxina
inmunosupresion Activacién del complemento

Cuando se inoculan por via parenteral, los LPS reaccionan con una serie de células blanco
primarias, entre las que se encuentran macrofagos, granulocitos, plaquetas, linfocitos B y
fibroblastos. Estas reacciones celulares' estan controladas probablemente por receptores
situados en la célula blanco, posiblemente glicerofosfatidos, que se unen a la regién del
lipido A. La accién directa de la endotoxina sobre el sistema diana primario puede dar lugar
a una toxicidad inicial, que se manifiesta en forma de perturbaciones metabdlicas de la
célula blanco, activacién de macréfagos, exocitosis lisosomal, etcétera.

Sin embargo, lo mas frecuente es que se induzca en la célula blanco la liberacion de
mediadores o efectores solubles que estimulan o activan sistemas blanco secundarios,
dando como resultado los efectos bioldgicos que constituyen en resumen la endotoxicidad.
Se han descrito diversos mediadores, como factores activadores de los linfocitos,
antagonistas de un glucocorticoide., factores estimulantes de las colonias, factores
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tumorales necroticos, pirégenos endégenos y factores vasoactivos. Es de destacar que
algunos de estos mediadores pueden ser similares o idénticos. También es posible que
algunos de ellos estén potenciados por la endotoxina, pudiendo volver a iniciar esta
secuencia de accion a nivel del sistema blanco secundario.

Como puede apreciarse, el numero y variedad de las células blanco primarias, mediadores
y sistemas blanco secundarios sirve para amplificar y diversificar los efectos de los LPS, lo
que conduce a una variedad casi ilimitada de efectos biolégicos.

La mayor parte de estas reacciones frente al huésped estan inducidas por los LPS,
independientemente de su origen biolégico; sin embargo, la potencia relativa individual de
los efectos biologicos que producen difiere en las preparaciones obtenidas a partir de
E?é:terias Gram-negativas distintas, variando también segtin el aislamiento y la purificacion.

10.2 EFECTO DE LOS LIPOPOLISACARIDOS SOBRE LAS CELULAS DEL
PARODONTO

Se ha demostrado que los tejidos gingivales sanos presentan un bajo nivel de expresién de
mediadores inflamatorios. La molécula E-selectina se encuentra en la superficie del
endotelio y su funcién es facilitar la salida de leucocitos del flujo sanguineo a los tejidos
circundantes con el fin de atacar a las bacterias presentes en el sitio de la infeccién. La
expresion de IL.-8 (Interleucina-8) gula a los leucocitos al sitio de la colonizacion
bacteriana.

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

De Igual forma las células epiteliales de la encia, que constituyen el primer punto de
contacto con los lipopolisacaridos en el parodonto, liberan IL-144,

lLas endotoxinas actian también sobre los fibroblastos gingivales que sintetizan y liberan
tanto [L-8 como la proteina quimiotactica monocitica (MCP-1). Se ha demostrado, que en
fibroblastos obtenidos de encias inflamadas, la respuesta a la producciéon de IL-8
disminuye cuando se tratan a estas células con lipopolisacaridos extraidos de P. Gingivalis.
fos monocitos son capaces de responder a concentraciones muy bajas de
lipopolisacaridos produciendo una amplia variedad de mediadores de procesos
inflamatorios que estimulan a otros tipos celulares como los linfocitos y los osteoclastos.
De igual forma los neutrofilos, liberan citocinas en respuesta al tratamiento con LPS; en
particular los extraidos de P. Gingivalis y Capnocytophaga ochracea que son capaces de
estimular la produccién de il.-1, IL-8 y TNF-a en estas células.

En macroéfagos los LPS promueven la sintesis de IL-1B, que a su vez estimula a células
no mieloides (endoteliales y fibroblastos) a secretar prostaglandinas y metaloproteinasas
mismas que se encuentran en altas concentraciones en tejidos periodontales y en
particular en el fluido crevicular, con lo que se inicia la destruccidn 6sea y de tejidos de
soporte como el ligamento periodontal.

De los mediadores de los procesos inflamatorios, el mas ampliamente caracterizado es
IL-1, entre cuyos efectos se encuentra la induccion de la proliferaciéon de células T, de-
granulacion de neutrdfilos, liberacion de citocinas y prostaglandina E, por parte de los
fibroblastos gingivales y de los monocitos.

Los monocitos son el recurso principal de secrecién de TNF-a en respuesta a LPS. El
TNF-a estimula la resorcidon ésea pero es menos potente que la IL-1 asi mismo,
incrementa la permeabilidad vascular, la degranulacion de neutrdfilos e induce la
respuesta de varios tipos celulares incluyendo la liberacidn PGE;, por los fibroblastos y
de -1 por los monocitos. En el fluido crevicular los niveles de PGE, , se incrementan
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durante procesos inflamatorios. Se ha determinado que el tratamiento con agentes anti-
inflamatorios participan en la disminucion del proceso destructivo lo que nos sugiere que
la PGE; participa de manera importante en la enfermedad parodontal..s

Las metaloproteinasas son proteinas de la matriz (MMP), que consisten al menos de
nueve endopeptidasas dependientes de zinc, se ha establecido que participan en la
destruccion del tejido conjuntivo y en la resorcion ésea. Los LPS presentes en la cavidad
oral pueden estimular a los macrofagos a secretar MMP que participan en la destrucciéon
tanto de tejidos blandos como 6seos.

Los mecanismos que determinan la destruccion del hueso no se conocen con certeza
pero en estudios in vilro se ha demostrado que la prostaglandina Ez. la IL-1 y el TNFa
estimulan la formacion de nuevos osteoclastos e incrementan la capacidad resortiva de
células destructoras existentes.

11. ACTINOBACILLUS ACTINOMYCETEMCOMITANS

Es un bacilo pequeiio, no movil, Gram-negativo, sacarolitico, capnofilico, de extremos
redondeados, forma pequefnas colonias convexas con un centro en forma de estrella.
Esta especie fue reconocida por primera vez como posible patégeno periodontal por su
mayor frecuencia de deteccién y sus mayores cantidades en las lesiones de periodontitis
juvenil localizada, ya que en pacientes con PJL se encontraban concentraciones
elevadas de anticuerpos en sangre para esta especie.s

A. aclinomycetemcomitans es una bacteria que estd asociada con una variedad de
enfermedades infecciosas o procesos infecciosos en los que se incluye la endocarditis,
absesos cerebrales, osteomielitis, abcesos subcutaneos y enfermedad periodontal. -2

A. actinomycetemcomitans ha sido fuertemente asociado a la patogénesis de formas
tempranas de periodontitis, periodontitis del adulto y formas refractarias a la terapia
periodontal convencional.’® Se han realizado investigaciones, donde A. actinomycetem-
comitans no fue identificado en sitios con salud periodontal y detectado en 23% de los
sitios con diagndstico de periodontitis moderada y severa del adulto, evidenciando una
tendencia al aumento. Resuitados similares han sido observados por Muller y col. que
mostraron aumento de A. actinomycetemcomitans, A.a, es capaz de asociarse a la
hidroxiapatita, un material del diente natural , y a las células de un cultivo epitelial 'S, La
habilidad de este organismo para presentarse en las células epiteliales cultivadas se
ha demostrado.

E! mecanismo que usa para mantenerse en la cavidad oral presenta varias opciones como
la adhesion a las células del epitelio, la adhesion al esmalte de! diente, penetracion a la
célula epitelial directamente o a través de los espacios intracelulares y la coagregacién
con otros microorganismos que se atan firmemente a los tejidos orales.

Para identificar las macromoléculas involucradas en la adherencia e invasion de las células
epiteliales por A. actinomycetemcomitans, se han empleado anticuerpos monoclonales y
se descubrieron 2 anticuerpos que inhiben a la bacteria pero no su adherencia a las células
epiteliales. (Anticuerpo monoclonal K26). Este dato implica que las diferentes
macromoléculas, estan involucradas en la invasion y adherencia de este orgamismo a las
células epiteliales.

El A. actinomycetemcomitans entra en las células por medio de receptores que median la
endocitosis y en estadios tempranos por membranas endosomales que desintegra con
tiempo.

La invasidon de Actinobacillus actinomycelemcomitans, es un proceso activo que requiere
energia de ambas células tanto la eucariética como la procaridtica en la sintesis de
proteinas. La célula eucaridtica requiere de los microfilamentos pero no de ios microtubulos
para la internalizacidn. Por otro lado, las células K.B forman numerosas microvellosidades
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en presencia de A.a y en muchas bacterias se ha observado la unién a estas micro
vellosidades.

La patogénesis de A. actinomycetemcomitans ain no estda muy entendida, pero este
organismo produce una variedad de factores de virulencia incluyendo potentes
leucotoxinas( RTX) y familias de citolisinas bacterianas.

La leucotoxina exhibe una caracteristica citolitica especifica, que destruye LPMN humanos
y macréfagos, mientras que otros tipos celulares como epitelial y endoteli
fibroblastos, eritrocitos y plaquetas son resistentes a la lisis.

La leucotoxina (RTX) de A. actlnomycelemcomltans se expresan por cuatro genes. Estos
genes son designados: ItxC, ItxA, ItxB, e [txD.'-?' el gen estructural que pone en codigo a
la leucotoxina es ItxA es un péptido de 116 kDa 2%2'; los tres genes ltx restantes (ef ItxB,
ItxC, y ItxD) se requieren para activar y transponar la leucotoxlna

Finalmente, el organismo produce un sin niimero de factores de virulencia potenciales que
pueden contribuir a la patogénesis de Periodontitis juvenil localizada (LJP). Estos incluyen
a la leucotoxina, epiteliotoxina, la colagenasa, la inmunoglobulina no proteasa, el factor
inhibitorio de fibroblastos, la toxina que induce la resorcion de hueso, un activador celular
policlonal B, y un potente lipopolisacarido.??

12. RECEPTORES DE MEMBRANA

Un receptor basicamente, es una estructura quimica (proteina) capaz de recibir al
mensajero y de transmitir el mensaje para que se produzca la respuesta de la célula.

Es decir, el receptor como tal tiene dos caracteristicas fundamentales:
1) reconocer al mensajero para interactuar con él
2) activar la secuencia de eventos que conducen a la respuesta celular.?®

En la actualidad ya se conoce la naturaleza quimica de muchos receptores; Podemos
dividir a los receptores por su localizacién en la célula en dos grandes familias: los que se
localizan en la membrana plasmatica y los intracelulares.

Una de las observaciones mas sorprendentes obtenidas en los estudios iniciales realizados
en distintos tipos celulares es el de la existencia de una red de sefializacién general. Los
componentes celulares (por ejemplo, los receptores de membrana) reciben sefales
especificas (inputs) y llevarian a la célula a entrar en un engranaje especifico. La identidad
molecular de los componentes de la sefalizacién y sus moléculas de interaccién pueden
ser especificos del tipo celular, pero la légica de actuacion y la funcion global es la misma
en todos los tipos celulares. Por ejemplo, la célula es capaz de reconocer cambios
extracelulares ligados a la presencia de un factor de crecimiento extracelular (FGF), ya que
presenta los receptores adecuados en su membrana. Estos receptores una vez unidos a
su ligando (FGF) van a poner en marcha la maquinaria de senalizacion especifica. En
eucariotas, el rol de las proteinas fosfatasas y cinasas citoplasmaticas en esta etapa es
muy importante, ya que constituyen los reguladores principales del proceso. Son los que
van a permitir una respuesta precisa y especifica para cada sedal.

Este proceso de transduccion de seriales va a finalizar con la activacion o represion de la
transcnpcnon de uno o varios genes especificos que se lleva a cabo en el nicleo de la
célula.?

Las células se comunican con su medio ambiente a través de una serie de receptores de

superficie celular que reconocen y unen moléculas presentes en el medio ambiente
extracelular. Todas las células que responden a estimulos externos usualmente por
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receptores sobre la superficie externa de la célula, lo que produce cambios dentro de la
célula.

121 RECEPTORES CON ACTIVIDAD DE FOSFORILACION

Se ha reportado que algunos receptores como el de la insulina o el del factor de
crecimiento epidérmico poseen, en su estructura, actividades enzimaticas de proteina
. cinasa; es decir, que tienen la capacidad de fosforilar a otras proteinas y a sl mismos.
Aungque la evidencia es incompleta, es muy posible que esta actividad de fosforilacion sea
fundamental para la propagacion intracelular de la sefial.?’ Las hormonas, al activar al
receptor, aumentan su actividad enzimatica de proteina cinasa causando, en muchos
casos, la fosforilacién del mismo receptor (autofosforilacion).

La funcidn basica de los segundos mensajeros es activar a proteinas cinasas, las cuales,

a su vez, fosforilan a otras proteinas para modificar su actividad, realizandose asi la
propagacion intracelular de la sefial. Asi, en el caso de estos receptores, con actividad de
proteina cinasa, pareceria que la naturaleza se saltd el paso de la generacion del
segundo mensa;ero. Aqui el agonista activa directamente a una enzima fosforilante: el
mismo receptor.®

Existen receptores con actividad de tirosina cinasa, es decir, que fosforilan a proteinas en
residuos de tirosina, otros con actividad de serina/treonina cinasa, es decir que fosforilan
a las proteinas en estos aminodacidos. Dentro de los receptores con actividad de tirosina
cinasa podemos mencionar a los receptores de !a insulina, del factor de crecimiento
epidérmico y del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). Estos
receptores tienen una porcidn extracelular con la que fijan al ligando, una zona
transmembranal y la porcion citoplasmica. En el caso de los receptores para el factor de
crecimiento epidérmico y del derivado de plaquetas, se trata de una sola cadena
polipeptidica. En el caso del receptor de la insulina, éste esta formado por dos cadenas
denominadas beta (parecidas a los receptores mencionados anteriormente) y dos
subunidades alfa localizadas en el exterior celular; estas cuatro cadenas estan unidas por
puentes disulfuro (unidn a través de dos atomos de azufre).

Todos estos receptores, al ser activados, se autofosforilan; es decir que un receptor
fosforila a otro igual, y esto ocurre en varios lugares. Al fosforilarse ese dominio es como
si le cambiase la cara a la zona, después de fosforilarse adquiere una enorme afinidad
por una serie de proteinas que se fijan al receptor formando un enorme complejo. Estos
lugares han sido identificados y corresponden a dominios llamados SH-2. Entre las
proteinas que se han identificado estan una proteina cinasa citoplasmica {lamada Sre, la
fosfolipasa C gamma y otras proteinas sin actividad propiamente dicha pero que permiten
que otras nuevas proteinas se acoplen al complejo (como por ejemplo la proteina p85
que permite que se acople a la subunidad catalitica de la fosfatidilinositol-3-cinasa). Al
activarse este tipo de receptores se autofosforilan en algunas de sus tirosinas, estas
tirosinas fosforiladas son criticas para que se una, directamente o por medio de otras
proteinas intermedias, una serie de enzimas que aumentan su actividad y que asi
conducen a los efectos finales.

Una de las proteinas que participa en este complejo de activacién es la fosfolipasa C
gamma, que es fosforilada al estimular su actividad. Ello conduce a un aumento en el
sistema de transduccién de los fosfoinositidos, por un proceso diferente. Otra de las
proteinas que se activa por la formacién de estos complejos es la MAP cinasa (proteina
quinasa activada mitbgenamente) que viaja al nucleo para favorecer la expresion de
algunos genes de respuesta rapida.
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Los receptores para los factores de crecimiento y transformacién beta (TGF B) son quiza
de los mejor conocidos entre los receptores con actividad de cinasa de serina treonina.
Estos factores, como su nombre lo indica, participan en la regulacion del ciclo celular de
muchas de nuestras células, controlando su proliferacion y su diferenciacion.

Son proteinas enormemente especializadas y de las cuales no se sabia practicamente
nada hace unos aiios. 2% 28

Existen algunos receptores como los de la prolactina o los de la hormona de crecimiento
que estan formados, como en los casos anteriores, por una porcion extracelular que fija a
la hormona, una transmembranal y una intracelular. Sorprendentemente, la porcién
intracelular es bastante pequeia y no se le ha podido detectar actividad enzimatica alguna.
Sin embargo, cuando purificamos el receptor se encuentra asociado con una actividad de
proteina cinasa. La interpretacion que se ha hecho de estos hallazgos es la suposicién de
que estos receptores se asocian con proteinas cinasas itinerantes, que se encuentran
libres en el citoplasma, como esperando ser llamadas por los receptores activos.

12.2 LBP (proteina de unién a lipopolisacaridos)

Es una glucoproteina sérica de 60- kDa, presente en el suero normal a concentraciones de
0.5 ug/ml, y que se eleva hasta 50ug/ml después de una respuesta de fase aguda. Es
sintetizada en los hepatocitos como un polipéptido sencillo de 50-k Da y luego es liberada
en plasma como la forma glucosilada de 60-kDa.?* La sintesis de LBP por los hepatocitos
es controlada por LPS, IL-1, TNF, IL-6 y glucocorticoides. La unidn especifica de la LBP al
LPS se da a través del lipido A. La caracterizacién de la funcién de LBP como
determinante de las respuestas celulares a LPS reveld un mecanismo para la activacién
celulg‘r inducida por LPS que involucra un receptor de membrana para los complejos LPS-
LBP.

Lne TES. -~
FALLA DE ORIGEN

Figura 8. Dibujo esquematico que muestra la unién del complejo LPS-L.BP

12.3. RECEPTOR CD14

Glucoproteina de 5§5-kDa descrita anteriormente como un antigeno de diferenciacién de
monocitos y macréfagos, hoy se le conoce como clave en la activacion celular inducida por
LPS. Al penetrar el LPS (Fig. 8) a la circulacion, la proteina LBP se le une rapidamente, y
los complejos LPS-LBP resultantes son reconocidos por el receptor CD14 de células
mononucleares, una vez unido al complejo, puede activar la sintesis de TNF en estas
células, transportando al LPS a la superficie celular, de manera que otras proteinas son
estimuladas.

La unién es mediada por una proteina soluble en vez de una proteina unida a la
membrana . Después de la formacién de un complejo soluble, es posible que el LPS se
asocie con un receptor de membrana.?*
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12.4. TLR 4

Los receptores Toll, (Toll like receptors) sirven como medio de seiializacion para los LPS.
Toll es un tipo de proteina transmembranal que cuenta con un sitio extracelular que es rico
en leucina y un sitio citoplasmatico con una secuencia homdloga al receptor humano de
interleucina 1 (IL-1) .

Se ha visto que en monolitos de raton y monolitos humanos hay expresion de TRL2 y
TRL4 y que estos son receptores para los LPS.;smas, en otros estudios, se vio que TRL2 y
TRL4 son expresados y estan involucrados en la produccion de citoquinas proinflamatorias
en células no mieloides (fibroblastos gingivales) seguidos de la estimulacién con LPS.

13. SENALES DE TRANSDUCCION

Denominamos transduccidn de sefales al proceso que ocurre dentro de una célula luego
de que ésta recibe una senal o indicacién externa.

Tal seiial, en la mayoria de los casos, se produce cuando una molécula (o ligando) se une
especificamente con un receptor presente en la membrana celular. El efecto del ligando es
desencadenar una cascada de sucesos, apertura de canales idnicos, activacion de
enzimas y de genes, etc. que permiten que la célula se active, prolifere, comience a
secretar algin compuesto o se diferencie en otro tipo celular, etc. 2

Se han encontrado diferentes familias de tirosin cinasas que participan en el proceso de
fosforilacién. Los componentes de los miembros de una de estas familias tienen dos
regiones, o dominios, semejantes, denominados SH2 y SH3. Los SH2 son responsables de
la interaccién entre la enzima y la proteina a fosforilar, mientras que los SH3 pueden unirse
con oiras proteinas capaces, a su vez, de transducir sefiales. La actividad de las tirosin
cinasas reside en la regién C-terminal de estas enzimas.

En ese dominio hay dos tirosinas, ubicadas en las posiciones 394 y 505; la fosforilacién
de la tirosina 394 por otra cinasa produce la activacién de la enzima, mientras que la
fosforilacion de la §05 la inactiva.

Las cinasas activadas fosforilan también a la fosfolipasa C-y (PLC), la que hidroliza un
fosfolipido de la membrana, el fosfatidilinositol difosfato (PIP2), en inositol trifosfato (IP3)
y diacilglicerol (DAG). El IP3 estimula la salida de Ca?+ de los reservorios celulares y
promueve también su entrada desde el exterior, activando a su vez una cinasa
dependiente de Ca®+ y calmodulina (Ca?+/CaM).

El Ca®+ y el DAG provocan la translocacién de otra cinasa (PKC) a la membrana
citoplasmatica, donde la enzima altera el transporte de varios iones. Todos estos hechos
hacen que el linfocito B progrese hacia una fase del ciclo celular caracterizada por la
sintesis de ADN. La célula continia diferenciandose hasta llegar al estado de célula
plasmatica, que secreta un anticuerpo con un sitio de union con el antigeno idéntico al de
la IgM que formaba el receptor del linfocito B que se activo.

Durante la activacion del linfocito T, cuando el complejo TCR/CD3 interactia con el
correspondiente HLA/péptido, ocurre un mecanismo de fosforilacion similar al expuesto
para el linfocito B. En una o varias de las subunidades de! receptor se advierten cambios
conformacionales, con la consecuente activacion de las cinasas asociadas, que fosforilan
diferentes componentes intracelulares. La cadena z es la anica subunidad del TCR/CD3
en la que se han detectado tirosinas fosforiladas; a su vez, la porcién citoplasmatica de
esta cadena puede transducir sefiales durante el proceso de activacion del linfocito.

En forma semejante a lo que ocurre con los linfocitos B, la PLC-y de los linfocitos T
activados experimenta una rapida y transitoria fosforilacion de sus tirosinas; la enzima
activada hidroliza PIP2, y origina IP3 y DAG, que estimulan a la PKC. Esta enzima fosforila
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una variedad de moléculas, siguiendo la cascada ya indicada en la activacion del linfocito

Actualmente sabemos que miuiltiples cascadas de sedalizacion en una misma célula
comparten numerosos componentes. Esta cierta promiscuidad puede entenderse por el
hecho de que todos estos * circuitos"” estan interconectados, y asi las respuestas pueden
generarse de forma mas rapida. Estas cascadas de sedalizacion implican interacciones de
sus componentes con estructuras del citosqueleto, complejos de proteinas adaptadoras,
membranas subcelulares.

Si comparamos las distintas clases de componentes de sefializacién como son las cinasas
solubles, las fosfatasas, proteinas adaptadoras y los elementos del citoesqueleto entre dos
células completamente distintas (tanto en morfologia como en funcién) como el la neurona
y célula T, vemos que la organizacion y composicion de los “circuitos” son muy similares.
Cada célula presentara variaciones especificas ya que los mensajeros fisiolégicos son
completamente distintos (en una neurona habra un cambio de potencial post-sinaptico
mientras que en una célula T se dara una secrecion de IL-2), pero el engranaje celular es
el mismo.

La endotoxina (LPS) es uno de los estimulos mas poderosos y mejor estudiados en la
activacion del sistema inflamatorio. Es un lipopolisacarido compuesto, formado por un
componente antigénico variable (cadena O especifica mas un oligosacarido) y por una
porcidbn mas o menos constante denominada Lipido A. Esta ultima es una molécula
estructuralmente compleja, compuesta por un componente hidrofilico (azucar) y otro
lipofilico (acido graso). El Lipido A es el responsable de activar la respuesta del huésped
frente a infecciones por gérmenes Gram-negativos, cuando este proceso es activado en
forma local, participa en el control de la infeccién y en la activacion de los mecanismos de
reparacion. Cuando la endotoxina invade el torrente circulatorio, se une a una variada
gama de proteinas (albimina, lipoproteinas, complemento, etc) destacando sin embargo
una especial afinidad por una proteina ligante especifica (proteina de fase aguda de
sintesis hepatica) denominada proteina ligante de lipopolisacaridos (LBP). Este complejo
LPS-LBP entra en contacto con el monocito a nivel sanguineo o con el macréfago a nivel
tisular, produciendo la activacion celular.

Esta interaccion es mediada por un receptor especifico de membrana (CD14) presente en
células inmunocompetentes, el cual al ser activado transmite la sefial intracelular a través
de una proteina transmembranal (TLR4 para Gram-negativos y TLR2 para Gram-
positivos) las cuales inducen la activacion de mediadores intracelulares (proteina cinasas y
NF-kB ) que inician los procesos de transcripcion génica para TNFa , el cual es sintetizado
en forma de pre-proteina, que posteriormente es procesada a nivel citoplasmatico para
finalmente ser excretada como TNFa maduro.
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Figura 9. Proceso de traduccion de TNFa inducido por lipopolisacarido

En su gran mayoria, los efectos bioldgicos atribuidos a TNFa son derivados de la accidn de
la molécula sobre receptores de membrana (TNF-R1 y TNF-R2) presente en casi todas las

células de la economia.

14. PROTEINAS CINASAS

Son enzimas que catalizan el proceso de fosforilacién de proteinas blanco, constituyen un
mecanismo de regulacién esencial en las células, ya que junto con las fosfatasas, son
parte fundamental de la maquinaria de! aparato de transduccion de sefiales actuando como
elementos amplificadores de los mensajes hormonales.

Para efectuar la tarea monumental de la desfosforilacion de las proteinas otro grupo de
enzimas denominado fosfatasas, es el responsable de reestablecer el equilibrio celular.

Se estima que hay mas de mil cinasas,® que difieren en su regulacion, su especificidad por
el substrato y su situacioén celular, permitiendo a cada uno asi para regular las funciones

especilficas.

Los subgrupos principales de proteinas cinasas son serin/treonin cinasa y la tirosin /cinasa:
Estas catalizan la transferencia del y fosfato del ATP al hidroxil de la serin/treonine, o a la
tirosin/cinasa. La estructura de la cinasa es aproximadamente de 30 kDa y comprende de

12 subdominios?®

15. AKT O PKB

Akt es una serin/treonin cinasa que se fosforila en residuos de treonina 308 y serina 473
para su activacién, se han identificado tres isoformas de Akt***', Aunque Akt 1 y Akt 2
son ubicuamente expresadas, Akt 3 parece ser expresada predominantemente en el
cerebro, corazon, y rinén®. Algunos investigadores han demostrado que AKT, fosforila a
mTOR ( blanco de la Rapamicina en mamiferos), un activador de la cinasa p70s6. La
serin/threonin cinasa Akt (también conocido como proteina cinasa B) se activa en
respuesta a varios estimulos por un mecanismo que involucra a la enzima fosfoinositido
3-cinasa (P13-K).

La fosforilacién de estas cinasas regula una extensa variedad de procesos celulares
involucrados en la respuesta mitogénica, incluyendo la sintesis de proteinas, la
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traduccion de ARN mensajeros especificos, y la progresion de la fase G1 a la S del ciclo
celufar.

Akt proporciona un signo de supervivencia que protege las células de la apoptosis
inducido por el retiro de factor de crecimiento, a esta molécula en varios trabajos previos
la han identificado como reguladora de crecimiento y supervivencia celular, metabolismo
de glucégeno, tono vasomotor y generacion de oxido nitrico. También se ha demostrado
que Akt regula la translocacién de GLUT-4 ala membrana del plasma®®*? para contribuir
en la regulacion vesicular, y la endocitosis®®. Akt es homélogo a las cinasas de la
proteina cAMP-dependientes y familias de PKC. 33

La transduccion de senales de proliferacion y sobrevida desde los receptores de la
membrana celular hasta el nlcleo involucra muchas vias bien descritas y mutuamente
no-excluyentes. Una de las vias principales y mejor caracterizadas es la del
fosfatidilinositol 3,4,6 trifosfato (PI3K). La ligadura de factores de crecimiento a sus
receptores de membrana resulta en la dimerizacion del receptor y su auto-fosforilacion.
Mediante la cooperacion de varias moléculas "adaptadoras” intracelulares, este efecto
resulta en la activacién por fosforitacion del PI3K, el que a su vez activa la cinasa Akt.

La activacion de la via de PI3K/Akt ha sido vinculada con el proceso oncogénico.
Ademas, la activacion de esta via en modelos tumorales se ha asociado con agresividad
tumoral y resistencia a la quimioterapia.

En el carboxilo-terminal de Akt e! dominio catalizador se relaciona estrechamente a los
dominios catalizadores de todos los miembros conocidos de la familia de la proteina
cinasa C (PKC). Akt, sin embargo, difiere de PKC en su region de! N-terminal que
contiene un dominio relacionado a distancia al dominio citoplasmico de tirosin-cinasas
SH2 X‘otras proteinas de la sefalizacion, y qué se ha nombrado la homologia de Akt
(AH).

16. PROTEINAS RELACIONADAS CON AKT

Los Lipopolisacaridos activan la enzima fosfatidil-inositol 3 cinasa (PI3K), que es una
enzima que participa en multiples procesos celulares; consta de un regulador de peso
molecular de P85 y un catalizador p110. Esta enzima se une a la superficie de la
membrana interna por la region SRC-homdéloga 2 (SH2) que son dominios en la unidad
reguladora, lo que cataliza la transferencia de un grupo fosfato proveniente del ATP ala
posicion D-3 del anillo de inositol.

Dependiendo del sustrato lipidico PI3K puede generar especies posibles (Pl 3, 4, 5), que
normalmente estan ausentes en la mayoria de las células. Después de que PI3K se
activa, estd enzima a su vez promueve la activacién de la cinasa dependiente de 3
fosfoinositol dependiente (PDK-1), que se activa por PI13K fosforidada.>*

Akt fosforilada y activada por PDK-1 en la treonina 308, da como resultado la fosforilaciéon
de varios sustratos que tienen gran importancia en la sefalizacién de LPS. Como por
ejemplo, otras proteinas que estdn ampliamente relacionadas con AKT son proteinas
que inhiben muerte celular, como Bcl-2.

Los principales reguladores intracelulares de la muerte celular programada son la familia
de proteinas relacionadas con Bcl-2, es la proteina presente en los mamiferos y que
homologa estructural y funcuonalmente a la proteina CED-9, esencial para la prevencion de
la muerte celular en C. Elegans La familia de Bcl-2 en mamiferos esta constituida hasta
el momento por 15 miembros® y todos ellos presentan al menos uno de los cuatro
dominios conservados de homologia a Bcl-2 (BH1 a BH4). Algunos miembros de fa famitia
inhiben la muerte celular (Bcl-2, Bcl-X.) y otros la activan (Bax, Bad, Bid). Puesto que
ambos tipos pueden formar heterodlmeros sus concentraciones relativas pueden regular
el balance entre muerte y supervivencia®
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Muchas de estas proteinas presentan un domino carboxilo terminal hidrofébico que les
permite anclarse a la cara citoplasmatica de las membranas de la mitocondria, reticulo
endoplasmico y envoltura nuclear, de forma que pueden registrar dafos en dichos
organelos®.

Las proteinas de la familia de Bcl-2 y las procaspasas, a su vez, son reguladas por sefales
extracelulares de supervivencia o de muerte. Diversas familias de neurotrofinas y factores
de crecimiento forman parte de las moléculas sedalizadoras de supervivencia en el sistema
nervioso, Sus sefnales de supervivencia se pueden transducir por la via intracelular que
implica a la PI3K (del Inglés, Phosphatidyllnositol-3-Kinase),*®, y la consecuente activacién
de la protein-cinasa B & Akt, o por la via que implica a las MAPK (de!l Inglés, Mitogen-

Activated Protein Kinases).*% 4’

La activacion de Akt supone la fosforilacion directa de Bad (Datta et al., 1997) que se
mantiene unido a la proteina 14-3-3. Por el contrario, Bad no fosforilado se une a Bcl-X, (6
Bcl-2) impidiendo que ejerza su accién de supervivencia. 2
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17. INHIBIDORES

Wortmannina, es un inhibidor especifico de la via fosfatidil-inositol 3 cinasa, suprime la
produccién del superoxido de PMNs,

N OROTSRRUTR

Figura 11. Donde muestra el sitio desde donde actua el inhibidor Wortmanina

Es un metabolito fungico que tiene una estructura del tipo esterol y que se aisld
inicialmente de los filtrados de la célula de roridium de Myrothecium . Esta sustancia
pasa en las células por difusion simple selectivamente e irreversiblemente. Con un peso
molecular de 110-kDa. Los estudios anteriores han mostrado que wortmannina inhibe
PMN, la adhesion, y la quimiotaxis.

Figura 12. Dibujo donde se representa la estructura de! inhibidor wortmannina

De los inhibidores de PI3-K empleados ( wortmannina y LY294002) comprobamos que
fue inactivada la via con el inhibidor Wortmannina.
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18. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La placa periodontal es un factor etioldgico determinante en la enfermedad periodontal,
ya que se compone de microorganismos que favorecen su desarrolio; por lo tanto es
importante efectuar el contro! de la placa dentobacteriana y de esta forma dar salud a los
tejidos del periodonto.

Durante el proceso de infeccion de los fibroblastos por LPS bacterianos, especificamente
con lipopilisacarido purificado de Actinobacillus actinoniycetemcomitans, hemos
encontrado que se realiza la activacion de un gran nimero de vias y sefiales dentro de
las células; y una de estas es la de AKT,; siendo la activacion de PKB el propoésito de
nuestro estudio. Ya que nos es importante conocer a AKT/PKB por su gran participacion
en torno a la apoptosis y como consecuencia a la alteracion de la homeostasis del
periodonto. Estudiar esta via es de gran importancia por que se encuentra involucrada en
la activacion de procesos como la apoptosis.

19.  JUSTIFICACION.

Debido a que las enfermedades periodontales afectan en gran medida al aparato de
insercion dental, produciéndose la reabsorcion de hueso alveolar, la formacién de bolsas
periodontales y la pérdida del diente y tomando en cuenta que estas enfermedades son
causadas por agentes microbianos como Actinobacillus actinomycetemcomitans, que es
una bacteria muy agresiva involucrada en la periodontitis juvenil y del adulto entre otros,
es importante determinar si es activada la via de la enzima Akt para poder realizar
estudios posteriores como un buen modelo referente a la supervivencia celular, asi como
determinar si existe algn tipo de inhibicion hacia esta misma via.

20. OBJETIVOS.

20.1 OBJETIVO GENERAL

o El propdsito de este trabajo experimental consiste en determinar mediante
lipopolisacaridos  purificados de Actinobacillus actinomycetemcomitans si existe Ila
activacion de una via de transduccion especifica en los fibroblastos gingivales humanos.

20.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el efecto que causan los lipopolisacaridos bacterianos del Actinobacillus
actinomycetemcomitans, sobre la activacion de AKT.
» Caracterizacion de la via de transduccion involucrada en la activacion de AKT.

21. HIPOTES!S.

« VERDADERA

Si los fibroblastos gingivales humanos son expuestos a los efectos téxicos de los
lipopolisacaridos extraidos de Actinobacilus actinomycetemcomitans, entonces se
inducira la sefializacién intracelular con la activacion de AKT/PKB

e FALSA

Si los fibroblastos gingivales humanos son expuestos a los efectos toxicos de los
lipopolisacaridos extraidos de Actinobacilus actinomycetemcomitans, no se realizara la
sefalizacién intracelular como una respuesta en la activacién de AKT/PKB.
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22. MATERIAL

Reactivos Marca

Agcrilamida. Sigma.

Antibidtico — antimicdtico. Life Technologtes.
Anticuerpos fosfo-Akt y Akt. Upstate.
Bis-acrilamida. Sigma.
Bisindolilmaleimida. Sigma.

Dodecil sulfato de sodio. Sigma

ECL-plus. Amersham.
Glicina. Sigma

Medio de Cultivo Dulbecco modificado por Eagle. Life
Technologies.

Metanol BAKER
Nitrocelulosa. Bio-Rad.

Pelicula de alto contraste. Amersham.
Persulfato de amonio Sigma.

Suero bovino fetal. Life Technologies.
TEMED. Sigma.

Trisma base. Sigma.

U-73122, Sigma.
Wortmanina. Sigma.

23. TAMANO DE LA MUESTRA

Los fibroblastos gingivales se crecieron en diferentes cajas de 6 pozos cada una, en un .
medio de cultivo Dulbecco modificado por Eagle adicionando suero bovino fetal al 10% ,

1% de antibistico-antimicotico en una atmosfera humeda y en presencia de 95% de aire y

5% de CO, a 37°C. Respecto al tamaiio de la muestra que se utilizé fue de 1x10°,

MATERIAL BIOLOGICO.
Fibroblastos gingivales humanos.
Lipopolisacarido de Actinobacillus actinomycetemcomitans.

EQUIPO.

EQUIPO MARCA
Agitador orbital. Lab line.
Camara de electroforesis. Hoeffer.
Camara de transferencia. Hoeffer.
Campana de Flujo laminar. Nuaire.
Centrifuga clinica. Cole Palmer
Fuente de Poder. Pharmacia.
incubadora de diéxido de carbono. Nuaire,
Microcentrifuga. Sorvall.
Micro pipetas. Gilson.
Microscopio de objetivos invertidos. Olympus.
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24. METODO
24.1. CULTIVO DE FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS.

Los fibroblastos gingivales humanos se obtendran mediante la técnica de explante a
partir de enclfas sanas de pacientes que acudan a la clinica de exodoncia
(odontopediatria) . Las células se mantienen en medio de cultivo Dulbecco modificado por
Eagle suplementado con 10% de suero bovino fetal y 2mM de glutamina en presencia de
1% antibidtico-antimicético en una atmdsfera de didxido de carbono al 5.0%.

24.2. DETECCION DE AKT POR ENSAYO DE WESTERN BLOT.

Se estudiaron los efectos de los lipopolisacaridos de A.a sobre la activacion de Akt para
lo que se realizaron ensayos dosis respuesta y curso temporal.

Las células se sembraron en cajas de 6 pozos hasta la semiconfluencia se ayunaron
durante 24 hrs. En medio cultive Dulbecco modificado por Eagle adicionado con 1% de
antibiotico—antimicético. Al término de la reaccion se trataron las células a diferentes
tiempos (15 min, 30min, 1h, 2h, 4h) y dosis (0.1pg/ml, 1ug/ml, 10ug/ml, SOug/ml,
100pg/ml) con el lipopolisacérido ( como se sefiala en el pie de figuras 1,2,3 en
resultados) en DMEM al 2% de suero bovino fetal. Al término se resuspendieron las
células en buffer de fosfatos salino pH7.4 ortovanadato de sodio 1Mm (, las células se
centrifugaron 10 min. a 4°C y se resuspendieron en 80 pl de buffer de lisis ( Tris-HCL
20mM, triton x-100 al 1%, NaCl 137mM, EDTA 2mM), posteriormente se cuantificd la
proteina por el método de Lowry, se separd la proteina por electroforesis con gel
desnaturalizante al 10% y se transfirieron a nitrocelulosa, posteriormente las muestras se
revelaron por quimioluminicencia.

25. REGISTRO Y PROCESAMIENTO DE DATOS
Es importante mencionar, que se realizaron los experimentos en 5 ocasiones colocande 1

como representativo del experimento, con sus respectivos resultados y se analizaron
mediante densitometria.
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26, RESULTADOS
EFECTO DE LOS LIPOPOLISACARIDOS SOBRE LA ACTIVACION DE AKT

La serie de experimentos realizados, mediante la incubacion de fibroblastos gingivales
humanos a diferentes dosis y tiempos con el LPS de Actinobacillus
actinomyceterncomitans, muestra la fosforilacién de una proteina de 55 kda. ( Fig.1) Akt
es esta proteina presente en los fibroblastos gingivales humanos, es una serin-treonin
cinasa por que se activa al fosforilarse en el residuo 308 de la treonina y en la serina 473,
En nuestros experimentos encontramos que la fosforilacion es evidente desde 0.1pg/ml de
LPS y es maxima a los 10pg/mi.

PM

LT ) Fe——

_ E E - = <
LPS 29 B & E &
E 2 2 2 2 oOZ
3 = = =B 2
o
B)

£ 120

< 100

35 80

g?.

S8 60

S 40

=

S 20

8

2 0

LPS (ug/ml)

Fig.1. Dosis respuesta de la infeccion con LPS de Actinobacillus
actinomycetemcomitans en cultivos de fibroblastos gingivales humanos.

En cajas de 6 pozos se crecieron células de fibroblastos gingivales humanos hasta la
semiconfluencia, se infectaron con LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans durante
30 min. A) Carril 1) Control; 2) 0.1pg/ml 3) 1ug/ml 4) 10ug/ml 5) 50ug/ml 6) 100ug/ml. Al
término se cuantificod la proteina, se separd en un gel de acrilamida-SDS al 10% y se
transfiri6 en una membrana de nitrocelulosa; posteriormente se revelé dicha membrana por
quimioluminicencia, B) Analisis densitométrico de la fosforilacion de AKT, el resultado
representa la media de 3 experimentos realizados por separado y el error estandar *
mostrd una p menos a 0.05.
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Posteriormente decidimos realizar ensayo Curso Temporal con el propdsito de establecer el
tiempo de fosforilacién, en donde encontramos que la maxima fosforilacién se presenta a los
30 minutos de tratamiento con el LPS (10ug/ml) y disminuye a tiempos mayores,
posiblemente por la activacion de fosfatasas citoplamicas.
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Fig. 2. Curso temporal de la infeccion con LPS de Actinobacillus actinomycetem
comitans en cultivos de fibroblastos gingivales humanos.

Se crecieron en cajas de 6 pozos células de fibroblastos gingivales humanos que
estuvieran hasta la semiconfluencia, se infectaron con LPS de A. Actinomycetecomitans
(10 ug/ml) durante 30 min. A) Carril 1) Control; 2) 15 min. 3) 30 min. 4) 1h. 5) 2h. 6) 4h. Al
término se cuantificd la proteina, se separé en un gel de acrilamida-SDS at 10% y se
transfirid en una membrana de nitrocelulosa; posteriormente se revelé dicha membrana
por quimioluminicencia. B) El analisis densitométrico de la fosorilacién de AKT muestra la
representacion de la media de 3 experimentos realizados por separado.
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En la tincidn con rojo de ponceau no se encontraron diferencias en cuanto al contenido de la
proteina.

Posteriormente y con el propdsito de demostrar que la proteina fosforilada corresponde a
AKT, las células se preincubaron con wortmaninaa las dosis indicadas durante 60 min. Y se

estimularon con LPS (10 pg/m!).
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Fig.3 Dosis respuesta al inhibidor Wortmanina por la infeccion con LPS de
Actinobacillus actinomycetemcomitans en cultivos de fibroblastos gingivales humanos.

Se crecieron en cajas de 6 pozos células de fibroblastos gingivales humanos que estuvieran
hasta la semiconfluencia, se infectaron todos los pozos con LPS (10 pg/ml) de A.
actinomycetemcomitans durante 30 min. Preincubamos con el inhibidor Wortmanina del pozo
3 al 6 durante 60 min. Con la siguientes dosis. A) Carril 1) Control, 2) LPS, 3) wor. 0.1pg/mi,
4) Wor. 1ug/ml , 5) wor.10ug/ml, 6) 100ug/ml. Al término se cuantificé ia proteina, se separd
en un gel de acrilamida-SDS al 10% y se transfirid en una membrana de nitrocelulosa;
posteriormente se reveld la membrana con quimioluminicencia. B) El analisis densitométrico
de la inhibicidn de AKT muestra la representacion de la media de 3 experimentos realizados

por separado
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Fig. 4 Modelo experimental, en donde se muestra que es activada Akt/PKB en
celulas de Fibroblastos gingivales humanos.
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27.

'DISCUSION

Los lipopolisacaridos presentan receptores en la superficie de los fibroblastos gingivales
es una proteina ligante especifica (proteina de fase aguda de sintesis hepatica)
denominada proteina ligante de lipopolisacaridos (LBP). Este complejo LPS-LBP entra en
contacto y se presenta la activacion celular.

Esta interaccidén es mediada por un receptor especifico de membrana (CD14) el cual al ser
activado transmite la sefal intracelular a través de una proteina transmembranal (TLR4
para Gram negativos y TLR2 para Gram positivos) las cuales inducen la activacién de
mediadores intracelulares (proteina cinasas y NFk b) en este caso la proteina cinasa B o
AKT que inician los procesos de transcripcion génica.

En la presente investigacion demostramos, que Akt es un componente importante en la
senalizacién de los lipopolisacaridos. Este estudio fue realizado en células cultivadas de
Fibroblastos gingivales humanos.

PI3-cinasa y su efector PDK-1, son factores importantes con respecto a la activacién y
fosforilacion de PKB/Akt por lo que utilicé previa investigacion (PI3-K, PDK-1) realizada por
mi comparnero Sergio Orozco (integrante del Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Odontologia), como punto de partida, para determinar dicha actividad de la antes
mencionada Akt.

El LPS induce la activacion de PI3-K, y mediante una forma de cascada que realiza la
activacion de PDK-1, induciendo asi a la activacion y fosforilacién de Akt; por otro lado
algunos investigadores consideran que el Factor de crecimiento epidermal ( EGF)
inducen a la produccion de acido gastrico que es un factor importante para la activacién
de Akt gastrico,*® con esto nosotros podemos analizar que PKB/Akt puede activarse no
solo por un tipo de proteina especifica.

La muerte celular programada, es un proceso de autodestruccién celular controlada que
permite al organismo su correcta morfogénesis, asi como su renovacion y la eliminacion
de las células que amenacen su supervivencia; esta muerte es de vital importancia, tanto
durante el desarrollo embrionario como durante la vida adulta.

La muerte celular es un proceso regulado a nivel genético, las células expresan los
componentes moleculares que les van a permitir “suicidarse” dependiendo de un balance
de senales procedentes del medio ambiente celular, La caracterizacidén de este complejo
mecanismo ha cambiado profundamente la comprension de numerosas patologias
humanas. Por ejemplo, el cancer frecuentemente se desarrolla porque disminuye la
capacidad de muerte celular, mientras que un exceso de muerte celular desencadena
patologias degenerativas.

Recientes invesligaciones sefalan que la Via Akt representa un papel primordial con
respecto a las senales de supervivencia celular, quien supone la fosforilacion directa de
Bad que se mantiene unido a la proteina 14-3-3 sin ningun problema, por el contrario,
Bad no fosforilado se une a Bcl-2 impidiendo que ejerza su accién de supervivencia.gs g ar
Es por este motivo que para nosotros es importante investigar mas sobre AKT, ya que a
las enfermedades inflamatorias, degenerativas como es el caso de la periodontitis, y los
episodios de isquemia aguda, se les podia tratar con farmacos que retarden la apoptosis
y por lo tanto induzcan a la supervivencia celular; y/o utilizar un inhibidor epecifico para
controlar la actividad de AKT.

Akt/PKB es una serin-treonin cinasa a la cual le falta mucho por investigar ya que Coffer,
Jin y Woodgett, senalan que también esta implicada como mediadora en Ia regulacién de
glucosa.
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Con respecto a los experimentos realizados mediante la incubacidén de fibroblastos
gingivales humanos a diferentes dosis y tiempos con  Actinobacillus
actinomycetemcomitans se ha demostrado la fosforilacion de una proteina con péso
molecular de 55 k Da. conocida como Akt/PKB; como se observd en los resultados
abtenidos mediante ensayos de Dosis respuesta de la infeccion con LPS de
Actinobacillus actinomycelemcomitans en cultivos de fibroblastos gingivales humanos,
observamos que la infeccion de las células a diferentes dosis del LPS bacteriano no
altera e! patrén de fosforilacion de dicha proteina. Por otro lado, otro resultado importante
fue el ensayo Curso temporal LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans en cultivos
de fibroblastos gingivales humanos en donde se demostrd la presencia de Akt y que se
fosforila desde tiempos cortos de 15 y 30 minutos hasta tiempos largos de 1, 2 horas
declinando en las ultimas 4 horas por la activacion de fosfatasas. El ensayo de Dosis
respuesta al inhibidor Wortmanina por la infeccién con LPS de Actinobacillus
actinomycetemcomitans en cullivos de fibroblastos gingivales humanos también nos
marca que tan importante es este farmaco ya que observamos que conforme se aumenta
la dosis de Wortmanina se va inhibiendo la proteina de AKT/PKB.

28. CONCLUSIONES
Como conclusiones tenemos que:

o La fosforilacién de Akt estd inducida, por la presencia de lipopolisacaridos de
actinobacillus actinomycetemcomitans.

« Al infectar cultivos de Fibroblastos gingivales humanos con LPS de Actinobacilus
actinomycetemcomitans, se observé la presencia de PKB/Akt que se fosforila desde
tiempos cortos de 15 y 30 minutos hasta tiempos largos de 1, 2 horas declinando en
las ultimas 4 horas por la activacion de fosfatasas.

«  En la fosforilacién de la via Akt, observamos que conforme se aumenta la dosis de
Wortmanina se va inhibiendo AKT.
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