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l. RESUMEN. 

La adherencia bacteriana es el primer paso pam Ja colonización y posterior infección de una 
superficie bucal teniendo un papel crucial en In presencia de salud o enfermedad. 4º·42.4>.S7"Entre las 
enfermedades bucales más generalizadas entre Ja población existe la gingivitis y Ja periodontitis 'º: 
la cual tiene una etiología relacionada con el acumulo de microorganismos en un conglomerado 
llamado placa bacteriana que en su conjunto produce la destrucción de los tejidos de soporte del 
diente así como el desarrollo de caries dental 48

· La placa dental esta formada por mas de 300 
especies de bacterias cada especie juega con un papel importante en Ja ecología de Ja boca 50

, entre 
este gran grupo se ha encontrado n Ja especie Acti110111yces 11aeslt111dii que se identifica como una 
bacteria de forma morfología irregular y micelar, gram positiva, anaerobia facultativa, esta bacteria 
tiene car.icterfsticas especiales que Ja involucran especialmente en las primeras fases de Ja 
enfermedad pcriodontal. 

En esta investigación se estudia las alteraciones que existen en el efecto de adhesión de 
Acti11omyces 11aes/1111dii en Jos fibroblastos gingivales humanos por medio de Ja infección de 
Acti110111yces 11aesh111dii. Cuando Ja bacteria se adhiere a Ja célula Jo hace por diferentes medios 
entre estos se encuentra Ja asociación a receptores específicos llamados integrinas las cuales tienen 
conexiones con el citoesqucleto que se encuentra formado por actina y cuya función es proveer 
forma, estructura, función y movimiento a Ja célula. Una forma de observar la estructum de Jos 
filamentos de actina es mediante Ja utilización de faloidina acoplada a fluoresceína. 

En nuestros ensayos de infección con Acti110111yces 11aes/1111dii en Jos fibroblastos gingivales 
humanos se realizaron ensayos de microscopía electrónica de barrido, microscopía electrónica de 
tnmsmisión, y marcaje específico de fluorescencia para actina y Erk. 

Como resultados encontramos que la infección de Acti110111yces 11aes/1111dii en cultivos 
celulares de fibroblastos gingivales humanos conduce a que las bacterias se adhieran, esta 
adherencia se produce por medio de una interacción entre Ja superficie celular y Ja bacteria que 
verificamos por medio de Ja miscroscopía de transmisión, por otra parte Ja adherencia ocasiona que 
las células presenten fibras de stress y abultamientos de actina que se distribuyen a Jo largo de Ja 
célula. Por medio de ensayos de anticuerpo acoplado a fluorescencia se verifico que la célula 
reacciona ante Ja infección activando señales intracelulares por medio de Ja translocación ·al núcleo 
de Erk, esta señal es de suma importancia para Ja célula ya que indica Ja fosforilación de muchas 
proteínas y Ja modificación de Ja forma y función del citoesqucleto. 
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2. INTRODUCCIÓN. 

El estudio de la patogénesis microbiana se ha expandido considerablemente en la última 
década lo que ha permitido comprender las interacciones parásito-huésped y desarrollar 
investigaciones que muestren los mecanismos mediante los cuales se desarrolla la enfermedad. La 
multitud de bacterias que interactúan se pueden dividir en dos grandes grupos gram positivos y gram 
negativos, cada cual tiene su rol muy especifico en el desarrollo de la enfermedad. Las bacterias 
gram positivas se encuentran en condiciones de salud y en las primeras fases de la enfermedad 
periodontal, no así los gram negativos que se relacionan con mayor frecuencia al proceso de la 
enfermedad periodontal. 

Durante toda la vida, todas las superficies del cuerpo están expuestas n la colonización por 
una amplia gama de microorganismos. En general, la nora microbiana establecida vive en armonía 
con el huésped. La renovación constante de las superficies debida a la descamación previene la 
acumulación de grandes masas de microorganismos. La acumulación y el metabolismo de las 
bacterias sobre las superficies bucales están considerados como la causa primaria de caries dental, 
gingivitis, pcriodontitis, infecciones pcriimplantarcs y estomatitis. 48 

La capacidad de adherirse a las superficies es una propiedad general de casi todas las 
bacterias depende de una intricada serie de interacciones, a veces muy exigentes, entre In superficie 
por colonizar, los microorganismos y el medio líquido. 88 

Las primeras bacterias en colonizar las superficies bucales son cocos grampositivos y 
anaerobios facultativos, en la segunda fase se establecen los bacilos grampositivos, y en la ultima 
etapa predominan los filamentos grampositivos, especialmente los Actinomyces47 Sobre la 
superficie de la membrana citoplásmica de las bacterias grampositivas existen receptores que 
permiten la posterior adherencia de bacterias que tienen menor capacidad de adherirse directamente 
como las gramnegativas. 48 

Los Acti11omyces comprenden el grupo más abundante de especies presentes en la biopelícula 
dental y se han identificado tanto en placa supragingival como en la subgingival, pero hasta el 
momento se desconoce su papel en las distintas condiciones clínicas. s Dentro de la clasificación 
Acti11omyces se ha estudiado la importancia de Actinomyces naes/udii por tener la capacidad de 
ocasionar una forma de periodontitis muy destructiva en modelos experimentales en ratas lo que 
~~giere que este microorganismo participa de manera importante en la patogéncsis de la enfermedad. 

Por otra parte A. 11aes/1111dii coloniza preferentemente la lengua y otras superficies mucosas, 
inclusive aún antes de la erupción de los dientes. <20J En animales este microorganismo induce 
lesiones pcriodontales y caries radicular. La adherencia a la superficie de la mucosa la efectúa a 
través de Ju lcctina tipo 2 específica para J3-galactósidos y galnctosumina y está asociada a 
actinomicosis. 58 

Algunos autores han demostrado que A. naes/undii se adhiere a proteínas salivales 
secretadas por las glándulas parótida y submaxilar a través de receptores sensibles a N­
acctilgalactosamina J3 (GalNAclJ) <

39> pero hasta el momento es poco claro el papel de este 
microorganismo en la ecología de la placa dentobacterinu y su papel en la enfermedad. 

La capacidad de las células eucariontas de adoptar una gran variedad de formas y llevar a 
cabo movimientos direccionales y coordinados depende de una red muy compleja de filamentos 
proteicos que se extiende a través del citoplasma. Esta red recibe el nombre de citocsquelcto, 
aunque, a diferencia del esqueleto óseo, es una estructura sumamente dinámica que se reorganiza 
continuamente mientras la célula cumbia de forma se divide y responde a su entorno. 

2 
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De hecho, el citocsquclcto podría llamarse también cito musculatura ya que es responsable 
directo de movimientos tales como el deslizamiento de las células sobre un sustrato, la contracción 
muscular y todos los cambios de forma que ocurren durante el desarrollo embrionario de los 
vertebrados, tmnbién proporciona la maquinaria para los movimientos intracelulares, tales como el 
transporte de los ol'ganclos y la segregación de los cromosomas durante la mitosis. Las bacterias 
carecen, aparentemente de citocsquelcto, por lo que podría haber sido un factor decisivo en la 
evolución de las cucariontas. 

Las diversas actividades del citocsquelcto dependen de tres tipos de filamentos proteicos 
los filamentos de nctina, los microtúbulos y los filamentosos intermedios. Cada tipo filamentos 
esta formado por una subunidad proteica distinta: actina para los filamentos de actina, tubulina 
para los microtúbulos y una familia de proteínas fibrosas relacionadas, tales como vimentina o 
lamininas parn los filamentos intermedios. 

La célula cucariótica dispone de miles de millones de proteínas, las cuales constituyen cerca 
del 60% de su peso en seco En todas las células las proteínas forman complejos funcionales. 48 El 
citoesqueleto es el encargado de crear y mantener un nivel de organización muy elevado convierte 
a la célula en una cosa muy parecida a una ciudad con servicios especializados concentrados en áreas 
distintas pero totalmente interconectadas mediante vías de comunicación, como las vías de MAP­
ERK cinasas. 

Cada uno de los tres tipos principales de filamentos proteicos que forman el citocsqueleto 
es un polímero helicoidal que tiene una disposición diferente en la célula y una función distinta. 
Sin embargo los tres tipos de filamentos, por si mismos, no pueden ser responsables ni de la forma 
ni de la longilud de la célula. Las funciones del citoesquelcto dependen de un gran grupo de 
proteínas accesorias que unen los filamentos a otros filamentos y a otras proteínas y señales 
intracelulares como los son las cinasas. 

En el inlcrior de la célula existen una infinidad de diferentes moléculas que permiten la vida, 
entre ellas existr. una vía de activación llamada cascada de MAP-ERK cinasa, (MAP cinasa 
especifica de proteína/ ERK significa cinasa de scrina trconina), la importancia de la activación de 
esta vía se basa en que juega un rol importante en el control de la proliferación celular que 
responde a señales cxtrncclulares y al stress celular, como lo es la infección bacteriana, y además 
activa GTPases que forman libras de stress en el citocsquclcto.44 
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3. ANTECEDENTES. 

El hombre siempre ha tenido una lucha constante· contra las enfermedades infecciosas, 
grandes investigadores encontraron que los soldados de este ejército invisible eran Jos 
microorganismos, estos diminutos seres se encuentran en todas partes, algunos son benéficos para el 
hombre pero otros son su desgracia y hasta su muerte. La boca es un medio ambiente ideal para las 
bacterias, se han identificado cerca de 300 especies de las cuales 150 se encuentran en Ja ecología 
normal de Ja nora bucal. 48 

Actinomyces 11aeslu11dii se ha identificado como una bacteria de gran importancia ni actuar 
como un eslabón que permite Ja colonización de bacterias gramnegativas, además esta bacteria se ha 
señalado con la capacidad de producir por si misma enfermedad periodontal y caries. 

La causa principal de In pérdida dental es ocasionada por la enfermedad periodontnl cuyo 
origen principal es Ja infección bacteriana. Esta infección tiene varias etapas cada una de estas se 
caracteriza por una composición definida de bacterianas y una relación especifica con el huésped que 
va de Ja salud a Ja enfermedad. 

El primer paso para que una bacteria pueda colonizar una superficie es la adhesión. En Ja 
enfermedad periodontal Ja célula que actúa como superficie de adhesión es el fibroblasto gingival 
humano, el cual en su interior existe el citoesqueleto que se modifica por señales del medio, además 
las alteraciones en la célula llegan a ser a nivel de biología molecular al activar señales intracelulares 
y la fosforilación de proteínas. 

La importancia del estudio de Jos modificaciones que causa Ja adherencia de Actinomyces 
naes/1mdii sobre el fibroblasto es de suma importancia ya que dependiendo del grado de las 
alteraciones en Ja función y estructura de Ja célula se observaran cambios en la encía y ni 
comprender que proteínas actúan en estos cambios se pueden encontrar fármacos paro revertir el 
proceso de enfermedad. 
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3.1. PERIODONTO. 

Se denomina periodonto al conjunto de tejidos que rodean y soportan al diente. La función 
principal del periodonto· es ·unir al diente óseo de los maxilares y conservar la integridad de tu 
superficie de la· mucosa m·asticutoriu de la cavidad bucal, la estructum pcriodontal esta conformada 
por varios tejidos que comprenden: 48 

l. Encía. 
2. Ligamento periodontal 
3. Cemento radicular. 
4. Hueso alveolar. 

'. 
......... 

Fig J. Esquema de las estructuras del parodonto: la encfa(G), ligamento parodo1ita/,(PL), el 
cemento radicular (CR), y el lrueso alveolar propio (ABP) y la apófisis alveolar (AP.) 
Periodomo/ogfa Clfnica e implantologfa Odontológica. Jan Lindlre, Tlrorkild Karring. 

3.2. ENCÍA. 

La encía es esa parte de la mucosa masticatoria que recubre la apófisis alveolar y rodea la 
porción cervical de los dientes. La encía normal se caracteriza clínicamente por su color rosado y 
consistencia finne; el margen gingival tiene un éontomo festoneado. Las papilas dentarias están 
finnes no sangm por un sondeo suave y llenan· el ·espacio por debajo de las áreas de contacto. Las 
encías tienen a menudo un aspecto puntiagudo. y el margen es fino como el borde de un cuchillo 
entre el diente y el tejido blando. so. · 
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Al hablar de la encía no solo se refiere a una porción de !ejido definido, es en realidad un 
"complejo" con muchas regiones y funciones especializadas a coniinuación se explicara brevemenle 
cada una de eslas. 

Fig. 2. lmage11 de la e11cia co11 '"' aspecto sa110. 
Periodo11tología C/f11ica e imp/amo/ogía Odomológica. Jan Li11dhe, Tlwrkild Karri11g. 

Encía n1arginnl: 
Es la parte de lu encía situada alrededor del cuello dentario. Tiene normalmente alrededor de 

!mm y forma la pared externa del surco gingivnl. Está dividida por la cresta del margen gingival en 
dos vertienles: una inlema, que da contra el diente, y otra externa que se encuentra cubierta por un 
cpilelio escamoso estratificado y en In mayoría de los casos alcanza paraqueratinización. 49 

Surco gingival: 
Está siluado enire el diente y la encía marginal. Tiene una profundidad de 1 a 3 mm. El surco 

eslá cubierto por un epitelio no queratinizado, que se extiende desde la cresta del reborde gingival 
hasla la zona más coronaria del epitelio de unión. 49 
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Encía insertada: 
Se extiende entre In encía marginal y la mucosa oral de revestimiento de la que la separa la 

línea mucogingival. Está unida firmemente ni diente y al hueso alveolar subyacente. Esta mucosa se 
caracteriza por su superficie lisa y de color más rojizo y por la falta de queratinización, no suele ser 
tan resistente a In fricción. La encía insertada tiene una superficie punteada de color rosado y un 
ancho variable; es más ancha en el sector incisivo (3.5 a 4.5 mm) y disminuye hacia los sectores 
posteriores. 411 

Papila glngival: 
Es la parte de la encía que se sitúa en el espacio interproximal creado por los dientes 

adyacentes en contacto. Puede ser deprimida en la zona central; debajo del punto de contacto, con 
dos papilas más elevadas en vestibular y lingual I palatino •. La papila gingival esta integrada por 
encía marginal e insertada en cantidades variables, de acuerdo con el tipo de contacto de los dientes 
contiguos. La encía esta constituida por un sector central de tejido conectivo fibroso cubierto por un 
epitelio escamoso estratificado. 49 

Unión dcnlogingival: 
La encía se une al diente por medio de sus dos tejidos: epitelial y conectivo. El epitelio de 

unión se localiza apical al epitelio del surco y mide aproximadamente 1-2 mm de longitud. Este 
epitelio indica el nivel de la inserción de la encía y está formado por In reunión del epitelio bucal con 
el epitelio reducido del esmalte durante la erupción dental. so 

Histológicamente se observa que las células del epitelio escamoso estratificado se unen entre 
sí por medio de estructuras microscópicas llamadas desmosomas, que proveen una unión firme, al 
tiempo que permite a las células un movimiento independiente para desplazarse a la superficie. 47 

Las células epiteliales básales se unen al tejido conectivo subyacente por medio de 
hemidesmosomas y una lámina basal. La adherencia del epitelio al esmalte o al cemento se hace por 
un medio similar que permite el desplazamiento de las células del epitelio de unión, que sufren un 
continuo recambio, hacia su descamación en el surco gingival, y el pasaje del fluido gingival. 49 

Fluido gingival: 
El surco gingival y la unión epitelio-diente son bañados por un fluido gingival o crevicular, 

proveniente del tejido conectivo y que tiene una doble función: a) el arrastre mecánico de partículas 
tisulares o externas introducidas y b) la defensa inmunitaria, por la presencia de anticuerpos. Por otra 
parte, contiene también proteínas plasmáticas que aumentan la adherencia del epitelio al diente. 4

• 

Te!ido conectivo glngival: El tejido conectivo está constituido por: 

Fibras de coláge110. 
Que soportan el reborde gingival y lo mantienen unido al diente y al hueso 

alveolar subyacente. Las fibras de colágeno forman fuertes cordeles que unen y 
sostienen los tejidos, dando origen a unidades funcionales. Su estructura consta de 
tres cadenas poli peptídicas enrolladas entre sí, formando la molécula básica de 
colágeno. Las moléculas se agregan por los Indos, dando lugar n filamentos de 
colágeno que se acumula, n su vez, para formar In fibrilla de colágeno. Las fibras de 
colágeno de la encía están compuestas por numerosas fibrillas, unidas entre sí por los 
protcoglucunos. 48 
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Sustancia ftt t1damet1tal it1tercelu/ar. 
Esta entidad esta formada principalmente por · mucopolisacáridos y 

glucop.roteínas;: Estas sustancias contribuyen a la regulación de la distribución del 
agua, electrolitos y metabolitos en los tejidos. 48 

Células; 
·· Las células plasmáticas, los fibroblastos, las células cebadas y los linfocitos 

son las células más importantes del tejido conectivo gingival. so 

Fig. 3. Elfibroblastos se et1cue11tra embebido e11 1111a matriz extracelular (M) rica en fibras 
de coláge110.(CF.) 

Periodolllologfa Clf11ica e implamo/ogfa Odontológica. Ja11 Li11dhe, Thorkild Karring. 

Vasos sanguf11eos. 
La vascularización del tejido periodontal proviene de las ramas de las arterias 

alveolares superior e inferior. so 

Nervios. 
· La ine..Vai:ióri de In encía procede de las ramas maxilar y mandibular del 

nervio trigémino. 48 
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3.3. CEMENTO RADICULAR. 

Es el tejido mesenquimático calcificado bastante similar al hueso en sus características 
fisicoquímicas y estructurales. cubre la raíz anatómica del diente y permite que las fibras del 
ligamento pcriodontal se inserte a éste. Huy dos tipos de cementos: el cemento acclular o primario y 
el cemento celular o secundario. El cemento acclular cubre los dos tercios coronarios de la raíz y no 
contiene células, mientras que el cemento secundario, es más irregular y contiene células llamadas 
cemcntocitos. Ambos tipos de cemento están constituidos por una matriz interfibrilar calcificada y 
fibrillas colágenas. La inserción de las fibras principales del ligamento periodontal en el cemento, se 
hace por medio de la incorporación en el cemento de los extremos de fibras principales a esta 
porción de la fibra se llama fibra de Slzarpey. 47 

3.4. LIGAMENTO PERIODONTAL. 

Es el tejido fibroso que une al diente y hueso. Sus funciones más importantes son: a) 
mecánica, dan soporte al diente, permiten movimientos de éste dentro de los alvéolos y amortiguan 
la presión ejercida al hueso durante la masticación, b) genética, formadora de hueso y cemento y e) 
nutritiva y sensorial, al proveer nutrición e inervación al cemento y hueso. 48 

Este tejido está formado en su mayor parte por fibras colágenas llamadas fibras 
periodontales, que se disponen en los siguientes grupos: 

-Fihrns cre.•todentales: 
Se extienden desde la cresta ósea, en dirección oblicua hacia la corona. Su función 

principal es impedir la extrusión del diente. 48 

-Fihrns oblicuas: ·• ,_ -.~/- .-- :_ .• , : _ 
Ocupan la mayor parte del ligamento periodontal y siguen ima·'direcéión -óblicua hacia 

apical de hueso a cemento. Sirven para detener la intrusió_n del diente.~.~··::<: ••:i:.1: 

-Fihrns npicales: 
Ocu:ran las zonas apicales en forma radial. No existen· en 'rafees· i~completamente 

fomrndas. 4 

-Fibras de transición: 
Son pequeños grupos horizontales entre los haces anteriores. 48 

La célula más común en el ligamento periodontal es el fibroblasto, encargado de sintetizar 
colágeno. Además, contiene células encargadas de formar y reabsorber cemento (cementoblastos y 
cementoclastos respectivamente) y de formar y destruir hueso (osteoblastos y osteoclastos, 
respcctivamcnte.)48

•
49.so El espesor del ligamento periodontal varía con la función del diente. 

Tiene valores mínimos en el diente fuera de oclusión, llega a duplicarse en el diente en función 
intensa ya que las fuerzas que se ejercen sobre la corona del diente son transmitidas por el ligamento 
pcriodontal al hueso en forma de tensiones. Bajo la presión de las fuerzas oclusales el espacio 
pcriodontal es comprimido, lo que provoca el desplazamiento del fluido tisular existente en el 
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ligamento periodontnl, a través de las Jamininas de la cortical alveolar, hacia Jos espacios medulares 
vecinos. 48 

· 

Fig.4. Fibras de colágeno y del /iga111e1110 periodo111a/. Fibras de1110 gi11giva/es ( DGF). fibras 
tra11sep1ales (TF) ,fibras circulares (CF) 

Periodo1110/ogfa Clf11ica e imp/a/l/o/ogfa Odo1110/6gica. Ja11 Li11dlre, Tlrorkild Karring. 

3.5. HUESO ALVEOLAR 

Es Ja parte de los huesos maxilares sug:rior e inferior que forma los alvéolos dentarios y que 
se continúa con el resto de la estructura ósea. 8 

El hueso alveolar está constituido por una matriz colágena calcificada, con osteocitos 
encerrados en espacios denominados lagunas. Los osteocitos tienen prolongaciones que se 
anastomosan, y traen oxígeno y sustancias nutritivas a las células. Las dos terceras partes de la 
estructura ósea están formadas por minendes (calcio, fosfato, carbonatos, entre otros) en forma de 
cristales ultramicroscópicos de hidroxiapatita. 48 

La matriz ósea, llamada osteoide, es depositada por osteoblastos, que gradualmente quedan 
encerrados en la matriz que se va calcificando y pasan a ser osteocitos. La reabsorción del hueso está 
a cargo de las células llamadas osteoclastos las cuales son ~randes, multinucleadas y aparecen en 
erosiones de Ja superficie ósea llamadas lagunas de Howsllip. 8

•
49 

El hueso en general es un tejido en permanente remodelación, siempre con áreas de 
formación y de destrucción. El equilibrio entre formación y reabsorción mantiene la forma y 
estructura del tejido óseo. 

La forma del tabique óseo interdental depende de Ja distancia entre los dos dientes 
adyacentes, de la convexidad de sus caras proximales y de Ja altura relativa de sus límites 
amelocementarios 
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3.6. PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL. 

Las reacciones inflamatorias e inmunitaria frente a la placa microbiana son características de 
la gingivitis y la pcriodontitis. Los procesos inflamatorios e inmunes actúan contra el atnque 
microbiano y evitan que los microorganismos se extiendan o invadan. Pero a veces esta reacción 
puede ser perjudicial, cuando las reacciones inflamatorias e inmunitarias que se extienden más allá 
del fondo de la bolsa pueden afectar al hueso alveolar al destruirlo. 48 

La interacción huésped-microorganismo puede producir gingivitis y pcriodontitis, en la 
gingivitis se produce una respuesta inflamatoria ante In acumulación de placa, estas lesiones van 
acompañadas por una pérdida de colágeno, esta inflamación puede persistir por años sin perdida 
apreciable de inserción periodontal. 

Dentro de los 10-20 días de acumulación de placa se establecen signos de gingivitis en la 
mayoría de las personas, que se presenta con un enrojecimiento de las encías, tumefacción y 
tendencia incrementada del tejido blando a sangrar ante un ligero sondeo, en esta etapa los signos 
clínicos son reversibles después de la eliminación de la placa. 

Las alteraciones clínicas pueden parecer sutiles en las primeras etapas de la gingivitis, pero 
existen grandes alteraciones a nivel histológico, se producen cambios en la red vascular, los lechos 
capilares son invadidos por líquido exudado y proteínas y se produce una penetración de células 
inflamatorius. Al aumentar la infiltración celular, se modifica la composición estructural y celular de 
los tejidos. 

l...e."ión gingival inicial. 
Se produce rápidamente inflamación en cuanto se deposita placa en el diente. En 24 horas 

son evidentes los cambios acentuados en el plexo microvascular por debajo del epitelio de unión en 
cuanto llega más sangre al área. Histopatológicamente, es evidente la dilatación de las arteriolas, 
capilares y vénulas. La presión hidrostática dentro de la micro circulación crece y se forman brechas 
intercelulares entre células endotcliales capilares adyacentes. El resultado es un incremento de la 
permeabilidad del lecho microvasculur, de modo que se exudan líquidos y proteínas hacia los 
tejidos. 11

•
4

• 

Lesión gingival ten1prnnn. 
La lesión gingivnl temprana, o precoz, se produce aproximadamente siete días después de 

acumulación de placa, los linfocitos y neutrófilos constituyen la infiltración leucocitaria 
predominante en esta etapa y se observan muy pocos plusmocitos. Dentro de la lesión los 
libroblastos degeneran; probablemente se produce esto por apoptosis y sirve para eliminar a los 
fibroblastos del área lo cual permite una mayor infiltración lcucocitaria.48

•
49 

Lesión gingival establecida. 
Hay un incremento del exudado líquido y migración de leucocitos hacia los tejidos y la 

hendidura gingival. Clínicamente se presenta una tumefacción edematosa mayor que la gingivitis 
temprana. Durante este periodo, el epitelio dentogingival continúa proliferando y el retículo epitelial 
se extiende más profundamente en el tejido conectivo en un intento por mantener la integridad 
epitelial y una barrera a la penetrnción microbiana. La pérdida de colágeno continúa en ambas 
direcciones. lateral y apical, al expandirse el infiltrado celular inflamatorio. El epitelio de la bolsa no 
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está adherido n In superficie dentaria y tiene una fuerte infiltración leucocitaria, con predominio de 
neutrófilos que eventualmente migran a través del epitelio hacia la hendidura gingival o bolsa. <48

• 
49

·1 

Si In gingivitis rebasa estos limites se produce la periodontitis que se caracteriza por la 
presencia de una bolsa periodontal y la consecuente !JCrdida de la unión que provoca movilidad de 
los dientes y como consecuencia la pérdida dental. 48

• 
4 

Al persistir la irritación bacteriana de la gingivitis, el proceso innamatorio se va propagando 
y afecta las estructuras más profundas. Entonces se observa la desintegración de las fibrns 
transeptales, y In inserción epitelial prolifera en sentido apical, se desprende ni mismo tiempo del 
diente a su nivel coronal y así se forma la bolsa periodontal. El desarrollo de la bolsa es un signo 
patognomónico de la periodontitis. En esta etapa el infiltrado innamatorio se halla concentrndo en el 
tejido conectivo perivascular que envuelve a los vasos y tabiques interdentarios. La evolución 
progresiva de la periodontitis acaba en la resorción genernlizada del hueso alveolar de soporte y 
destrucción progresiva de la conexión o inserción del ligamento periodontnl. 11 

El mecanismo exacto de la formación de la bolsa no se conoce por completo, pero Page y 
Schroeder han clasificado las distintas fases patogénicns de In siguiente manera. 

Lesión periodontal inicial. 
Las características de la lesión inicial son la vasculitis de los vasos sanguíneos situados en la 

profundidad del epitelio de unión, el aumento del flujo de líquido gingival, el movimiento de 
leucocitos hacia el epitelio de unión y el surco gingival, las proteínas séricas extracelulares, las 
alteraciones de la cara coronaria del epitelio de unión y la pérdida de fibras colágeno alrededor del 
vaso sanguíneo gingival. 48

•
49

· 

Lesión pcriodontal precoz. 
La lesión precoz se carncteriza por una exageración de las carncterísticas de la lesión inicial, 

la presencia de células linfáticas por debajo del epitelio de unión, a cuyo nivel se concentra la 
inflamación aguda, las alteraciones fibroblásticas, una mayor destrucción de las fibras de colágeno 
gingival y la proliferación precoz de las células basales del epitelio de unión. 48

•
49 

Lesión periodontal establecida. 
En este tipo de lesión las manifestaciones innamatorias agudas persisten, con un predominio 

de las células plasmáticas; las inmunoglobulinas se acumulan en el espacio extravascular; se observa 
una destrucción de las fibras de colágeno, una proliferación con migrnción apical y extensión laternl 
del epitelio de unión, así como una formación precoz de bolsas periodontales; sin embargo, no se 
observa una pérdida apreciable de hueso. 48

• 
49 

Fig. 5. Durante la /esi611 establecida a1Í11 no se observa perdida 6sea. 
/11temet: www.l111p:llodpo11to.buca.pato.s11.com 
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l..e.<ión periodontnl uvunzadu. 
La lesión avanzada es típica de la periodontitis y se caracteriza por la progresión de la lesión 

establecida, su extensión al hueso alveolar y al ligamento periodontal, con In consiguiente 
destrucción ósea, pérdida de las fibras de colágeno adyacentes al epitelio de la bolsa, fibrosis de las 
áreas más periféricas, presencia de células plasmáticas alteradas, formación de bolsas pcriodontales 
y signos generalizados de respuesta inflamatoria e inmunopatológico. Desde el punto de vista clínico 
se considera que la pcriodontitis avanzada es unu profundización de la bolsa pcriodontnl asociada 
con presencia de exudado y aumento paulatino de In movilidad de los dientes. 48

•
49 

Fig. 6. E11 la lesión avam·.ada pttede existir diferell/es niveles de tles1mcci611 ósea. 
/111eme1: www.lwp://odpo11to.buca.pato.s11.co111 

3.7. PLACA DENTAL. 

La superficie dental esta cubierta por capas de material orgánico, la primer capa es la película 
adherida la siguiente es la placa dental la cual es más densa, In capa más externa es la materia alba 11 

Inmediatamente después de la inmersión de un sustrato sólido en el medio líquido de la 
cavidad bucal o después de la limpieza de una superficie sólida en la boca, macromoléculas 
hidrofobicas comienzan a adsorberse a la superficie para formar una película adecuada, denominada 
película adquirida (fase/.) Esta película está compuesta de una variedad de glucoproteínas (mucinas) 
salivales y anticuerpos. La película altera la carga y la energía libre de la superficie, que a su vez 
aumenta la eficacia de la adhesión bacteriana. Las bacterias se adhieren de manera variable a estas 
superficies recubiertas. Algunas poseen estructuras para la adhesión especificas, tales como 
sustancias poliméricas extracclulares y fimbrias, que les permiten adherirse rápidamente al contacto 
(fase 2.) En este momento se inicia la multiplicación de las bacterias (fase 3.)La masa bacteriana se 
incrementa debido al desarrollo continuo de los microorganismos adheridos, a la adhesión de 
nuevas bacterias (fase 4) y a la síntesis de polímeros extracelulares. Con el espesor incrementado, la 
difusión hacia adentro y hacia fuera de la biopelíeula se hace cada vez más difícil. Se genera un 
gradiente de oxígeno como resultado de la rápida utilización por las capas de bacterias superficiales 
y a la escasa difusión del oxígeno a través de la matriz de la biopelícula. El oxígeno es un factor 
ecológico determinante importante, pues las bacterias varían su capacidad de crecimiento y 
multiplicación con los diferentes niveles de oxígeno. 
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Composición química de la placa. 
En un análisis químico de la plnen demuestra que el 20% es material sólido y el resto es 

agua. El material sólido esta compuesto por proteínas, carbohidratos y lípidos. Las proteínas son el 
mayor componente sólido de la placa dentnl estos provienen de las bacterias, proteínas salivales, 
amilasa, lisozima, lactoferrina, peroxidasn, inmunoglobulinas salivales y vnrins enzimas bacterianas 
como In hialuranidasa, colágeno y glucosiltransfernsa pueden ser pnrte de la placa. l l.2S.S

4 

Los carbohidratos en forma de polisacáridos son constituyentes de la placa. Estos 
polisacáridos son heteropolisacáridos y horno polisacáridos. La mayoría de los heteropolisacáridos 
se encuentran en la placa y son componentes de la pared celular. Ciertas especies como Acti11omyces 
y Lactobacil/11s sintetizan capsular y extracapsularmente polímeros que contienen hexomidasas y 
hexosas. Los fructanos y glucanos son sintetizados por la placa bacteriana ~rimeramente como 
polímeros extracelulares y marca una larga porción de la matriz de la placa. 11

•
5

• 
0 

3.8. PAPEL DE LAS BACTERIAS EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL 

Investigaciones tanto clínicas como experimentales sobre la enfermedad periodontal 
inflamatoria en el hombre sugiere que las bacterias son el factor etiológico principal. aunque la 
reacción del huésped a otros factores como hormonas y fármacos son de relevancia en algunos 
casos. 11.18.20 

La información más útil proviene de los estudios epidemiológicos que señalan una relación 
lineal entre la ausencia de higiene bucal adecuada y la ocurrencia de gingivitis o periodontitis. 52.s8 

Numerosas investigaciones han documentado el hecho de que la placa bacteriana es el agente 
etiológico en la mayoría de las formas de enfermedad periodontal. Sin embargo, la naturaleza exacta 
de la microbiota asociada con la salud y c;nfermedad periodontal no ha sido todavía determinada. 

Las clásicas teorías que trataban del papel de la placa dental sugerían que la placa consistía 
en una masa bacteriana compleja y homogénea, que conduciría a In enfermedad al permitirse su 
crecimiento. Posteriormente se descubrió que la composición bacteriana de la placa asociada con 
lugares sanos es diferente de la placa asociada con lugares enfermos. Más importante fue el hecho de 
que podía asociarse una flora microbiana característica con enfermedades periodontales clínicamente 
diferentes. Las respuestas clínicas frente a las bacterias de la placa son variadas, con diferencias en el 
grado y naturaleza de la inflamación, la forma de la lesión, su localización en la cavidad oral y la 
formación de pus, cálculo etc. Se están realizando intentos para relacionar la sintomatología clínica 
con el tipo de microorganismos presentes, aunque los progresos realizados son todavía limitados. El 
concepto de especificidad bacteriana, formalmente descrito por Loesche en 1976, sugiere que formas 
específicas de la enfermedad periodontal tienen etiologías bacterianas específicas· 47

' 
48

•
50 

Se cree que el desarrollo inicial de la gingivitis es consecuencia de las bacterias relacionadas 
con incremento en la formación de la placa supragingival. Estudios de gingivitis experimental 
demostraron que la acumulación de placa en el mur~en gingival producía siempre inflamación 
gingival y al eliminarla se resolvía esa inflamación.47

• 
8

• so 

Estudios microscópicos mostraron que el desarrollo de gingivitis experimental se vinculaba 
con cambios en In flora de cocos grnm-positivos a unn flora más compleja de bacilos grnmpositivos 
que incluía especies gramnegativos y formas espirales. Estudios de cultivos subsecuentes mostraron 
que durante tres semanas de acumulación de placa en el modelo de gingivitis experimental, los 
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bacilos grampositivos, en especial los Acti110111yces aumentaban de manera proporcional a expensas 
de los cocos gram-positivos estudios indican que Ja gingivitis no es únicamente una consecuencia de 
la acumulación de placa por sí sola, pues requiere una secuencia de procesos de colonización de 
especies adicionales; por lo tanto se necesita la sucesión bacteriana para producir enfermedad. 11

• 
25,~S 

La lesión inicial a los tejidos gingivales en la gingivitis es posible vincularla con los 
elementos nocivos de un aumento en la masa de las bacterias grampositivas de la placa 
supragingival. En estas primeras etapas de la gingivitis suceden cambios edematosos en la encía 
marginal que contribuye a Ja adquisición sucesiva de especies subgingivales patógenas con la 
continua tendencia hacia microflora gram-negativa. 

Muchos investigadores sugieren que episodios repetidos de gingivitis conducen a pérdida 
de la adherencia periodontal a la cual se llama periodontitis. 47

•
43.so 

La relación de la placa supragingival con Ja etiología de In enfermedad periodontal, todavía 
esta lejos de ser comprendida, pero está bastante claro que la placa supragingival y la subgingival 
son directamente responsables de la iniciación y progresión de Ja enfermedad periodontal. La 
construcción de la placa puede ocurrir como resultado de la agregación de bacterias, o de una unión 
intcrbactcrial con un aparcamiento especifico de diferentes especies bacterianas que así forman una 
interacción ecológica. 

La ecología subgingival es diferente en la superficie dental, en donde predominan bacilos y 
cocos gram positivos; en el exudado de la bolsa; y en el epitelio interno de la bolsa en donde 
predominan espiroquetas, bacilos y filamentosos gram-variables. La interacción célula-célula en la 
coagregación bacteriana de Acti110111ycetes y organismos gram-negativos así como bacteroides han 
sugerido a varios investigadores la posibilidad que Acti110111ycetes puede ser un marcador para la 
transición de la microflora marcadamente gram-positivo de la placa, a una microflora gram-negativo. 
Las proporciones relativas de las zonas de la placa subgingival parecen estar relacionadas con la 
naturaleza y actividad de Ja enfermedad, presentes en una bolsa en particular. 

Es determinante la unión de la bacteria a los tejidos del huésped que representa el primer 
paso de colonización. Aunque poco se sabe sobre el mecanismo de unión se presume que ésta se 
caracteriza por un marcado grado de especificidad a través de un sistema complejo de 
reconocimiento, quizás análogo a los mecanismos de reconocimiento antígeno-anticuerpo. La 
adherencia de la bacteria tiene una interacción específica en el cual las macromoléculas (adhcsinas) 
en la superficie de la bacteria se une a estructuras complementarias (ligandos) 15

•
2

'.3
9 en la superficie 

de los tejidos del huésped. Los mecanismos de adhesión que frecuentemente están presentes en los 
filamentos de la superficie bacteriana tal como pili, fimbria, lectinas y/o Iigandos hidrofóbicos. La 
bacteria en su superficie provee un enlace carbohidrato-proteína que sirve de unión a las proteínas 
correspondientes de glucógenos conjugados en la superficie de los tejidos del huésped. 44

.4
5 

Entre los productos de las bacterias existen las enzimas líticas que son capaces de producir la 
degradación del colágeno que es componente del huésped y por lo tanto las bacterias alteran y 
destruyen los componentes tisulares. 

Además de las enzimas lífü:as, existe una amplia variedad de otros productos tóxicos, 
elaborados por las bacterias gingivales. Estos factores pueden dividirse en tres clases fundamentales: 
1) factores que afectan la matriz intercelular, 2) factores de toxicidad celular directa y 3) 
estimulantes inflamatorios. 47

• 
48 

Un ejemplo de estimulantes inflamatorios son las endotoxinns que se encuentra 
habitualmente en bacterias gram-negativas. Son sustancias complejas formadas por lípidos, 
polisacáridos y una sustancia proteiniforme. Estudios han demostrado que la porción lipídica 
provoca la resorción ósea. El aumento en la cantidad de endotoxinas en el exudado subgingival ha 
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sido relacionado con el aumento en In intensidad de la inflamación tanto clínica como 
histológicamente. Un hecho también significativo es que el cemento de dientes humanos con 
periodontitis contiene cienn cantidad de endotoxinas con actividad biológica. 

Existen productos tóxicos bacterianos que producen la despolimeriznción del :ícido 
hialurónico de In sustancia intercelular de cemento, como son las hialuronidasas, que podrían 
favorecer a la separación de las células epiteliales y esto ayudar n la penetración de las bacterias o 
de sus productos en los tejidos causando alteraciones en el equilibrio líquido del tejido conectivo. 

En cuanto a las proteasas, el efecto de la colagenasa bacteriana puede ser muy importante, 
puesto que la proteína fibrosa principal del sistema fibroso periodontal, del hueso y de los tejidos 
conectivos es la colágena. La colagenasa del huésped, liberada de los granulocitos y de las las 
células mononucleares como resultado de unn respuesta inflamatoria que se piensa es liberada por 
irritantes bacterianos, es una fuente principal de actividad colngenolítica en el tejido periodontnl de 
los seres humanos. 45

•
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Como respuesta del huésped al ataque bacteriano ocurre una migración de leucocitos a la 
bolsa periodontal, los leucocitos polimoñonucleares son los que predominan en el exudado celular. 
Los leucocitos se encargan de formar una barrera entre los tejidos gingivales y la superficie del 
diente que esta en relación con la placa dental, protegiendo así al huésped de una mayor invasión' 
bacteriana. Esto ocurre en la porción apical del epitelio del surco. El resto del epitelio asociado al 
diente puede ser transformado como epitelio del surco que se caracteriza por la proliferación de la 
formación de prostaglandinas y por un incremento en la permeabilidad para células y fluido. En 
algunas áreas el tejido conectivo es desprovisto de epitelio y puede existir un contacto directo entre 
la bolsa periodontal en crecimiento y el tejido conectivo. Lateralmente al epitelio del surco, en el 
tejido conectivo existe una densa acumulación de células inmunes de varios tipos. En el plasma 
celular predomina los infiltrados inmunes. La colágena en el tejido conectivo unido al epitelio del 
surco se disuelve y existe menor cantidad de fibroblastos comparados con un periodonto sano. Los 
mecanismos detrás del daño tisular aparecen asociados con el incremento de metaloproteinas de la 
acumulación de leucocitos y sustancias del proceso inmune local de la encía. 45
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Fig. 7. D11ra11te el establecimiellto de la placa de11tal los macr6fagos y leucocitos e11tran en acci611 
para proteger al organismo. 

Periodo11tologfa Clfnica e implallfologfa Odo11to/6gica. Ja11 Lindlre, Tlrorkild Karring. 

Debido a que las bacterias bucales son capaces de actuar como antígenos poderosos, se puede 
suponer que una interacción antígeno-anticuerpo contribuye a la etiología de In enfermedad 
pcriodontal. Se han encontrado niveles bajos de anticuerpos séricos circulantes contra In mayor parte 
de los microorganismos bucales. También se ha observado actividad bactericida en el suero humano 
contra microorganismos bucales humanos gram-negativos. 

Se sabe que la respuesta anticuerpo a las endotoxinas de estos microorganismos son las 
inmunoglohulinas lgM. El mecanismo de la acción bacteriana podría iniciar la reacción inílnmntorin 
por medio de las reacciones antígeno-anticuerpo. 11 

Lus bacterias que Se identifican en Ja ílora nonnnJ de la boca son; IS, 25•56 

Bacterias grum-positivas. 
Actinoniyc:es 
Arachnia 
Bacterio11ema 
Bifidobacteri11111 
Eubacterium 
ú1cto/Jacil/11s 
Micrococcus 
Neisseria 
Propio11ibac1eri111n 
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Rotllia 
Streptococcus 

Gram bacterias gram-negativas. 
Acti11obaci/111s 
Bacteroides 
Branhamella 
Cap11ocytoplwga 
Eike11ella 
Fusubacteri11111 
Peptoxstreptococcus 
Hae111oplli/11s 
Leptotricllia 
Sele110111011as 
Simonsiella 
Treponema 
Veil/011ela 
Wolinella. 

3.9. MECANISMOS DE MICROBIOLOGÍA ORAL ADHERENCIA, 
COLONIZACIÓN Y AGREGACIÓN. 

La adhesión bacteriana al epitelio es un factor importante. Las interacciones específicas 
entre las adhesiones de la bacteria y los receptores celulares determinan la localización específica de 
cada patógeno para poder iniciar la enfermedad. 

Siempre la adhesión es el primer paso para la interacción con el huésped. los patógenos están 
involucrados con una gran variedad de estrategias según las necesidades de la adherencia inicial. 
1.23,32 
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Fig. 8. Esquema que muestra /afon11ació11 de /aplaca bacteri11ae11 sus diferelllesfases. 
Periodontologfa Clfnica e impla1110/ogfa .odolllológica. Jan Lindhe. Thorkild Karring. 
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Para que una bacteria se pueda adherir al tejido oral primero debe adherirse ni tejido con 
ciena frecuencia, experimentalmente se ha demostrado que se necesitan 104 células por mililitro 
de saliva para que una sola célula de S. sanguis se adhiera a la superficie dental. Para S. muta11s la 
concentración es cerca de 100 veces mas, las razones de la cantidad específica de bacterias no se 
conoce. 63,67,71 

Las propiedades de adhesión se asocian a glucotransfernsas y glucanos como S.muta11s, esto 
debido a que las enzimas se unen a las fimbrias en el exterior de In célula. 

Se ha relacionado otros compuestos en In adherencia como los ácidos lipoteicoicos de 
superficie y fimbrias que se unen a todas las células eucarióticas y una glucoproteína llamada 
fibroneetina, estos compuestos son localizados en películas y en aglutinaciones bacterianas. Existen 
proteínas llamadas ndhesinas que se han encontrado en porciones fibrilares de microorganismos, la 
presencia o ausencia de estas porciones pueden ser factores en la adherencia y en la subsecuente 
enfermedad. Las interacciones electrostáticas pueden estar involucradas en las primeras 
interacciones entre células y bacterias, esta interacción causa el acercamiento inicial sobre los 
iones de Ca produciendo puentes de hidrógeno o uniones hidrofobicas las cuales sirven como puente 
entre las cargas negativas y ácido lipotcicoico en la superficie de la bacteria. 18

•
24

•
44 

Cuadro!. Moléculas de adhesión de las células. 

FAMILIA. RECONOCIMIENTO DE UNIONES ENTRE 
LIGAN DOS. CÉLULAS. 

1 Selectlnas. 1 Carbohldratos. 1 No. 

lntegrlnas. Matriz extracelular. Adhesiones focales y 
hemldesmosomas. 

Miembros de la familia 1 No. 

Famlllalg. lntegrlnas. No. 
Interacciones homofilicas. No. 

1 Cadherlnas. I Interacciones homollllcas. Desmosomas. 

8. W. /Jawki11s /111eractio11 of Acti11omyces 11aeslw1dii strai11s Tl4V a11d 1204 with saliva collage11 
a11dftbri11oge11. Are/is. Oral Biol; 1993, Vol. 38, No. 6, p.p. 533-535. 

Proteínas específicas de la saliva han sido reportadas como contribuyentes en la adhesión de 
cicnas líneas de Streptococos m11ta11s a la hidroxiapatita. Una sustancia secretada por In glándula 
salival submandibulnr y sublingual conocida como proteína rica en prolina (PRP) la cual se relaciona 
con las acciones de adhesión bacteriana. 18

•
15"º 

La película se forma después de 2 horas de haber limpiado la superficie dental teniendo cerca 
de 10 micras de grosor, la primer bacteria que va a adherirse es un coco como Neissesia y 
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Estreptococos, predominantemente S. sanguis. El crecimiento individual de las colonias 
eventualmente resulta en In conílucncia de una película de organismos. Pocas bacterias gram 
positivas en barra se encuentran en este estado. 11 

Por cada miligramo de placa hay cerca de 1 x 108 bacterias. Teniendo en cuenta que en Ja 
boca normal contiene aproximadamente 100 mg de placa hay cerca de 1 x 1010 bacterias o JO 
billones en un individuo normal. La distribución de Jos organismos en Ja boca tiene una 
característica especial Ja cual se observa como una gran dificultad para identificar y aislar las 
bacterias y más aun entender las relaciones existentes entre estas. 11

•
2s. 

c.6.v!) 
B•OPclicula 2 
peUcula --

Fig.9. Esquema que muestra el orden de adhesión de las bacterias la cual es la base para la 
fon11ació11 de la placa bacteria11a. 

Periodolllologfa CUnica e implantologfa Odolllológica. Jan Lindlre, Thorkild Karring. 
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3.10. MECANISMOS DE DEFENSA INICIAL. 

Los mecanismos de defensa del organismo en contra de las infecciones son diversas, depende 
en gran medida de las características del factor agresor, pero a grandes rasgos el patógeno debe ser 
capaz de evadir el sistema inmune del cuerpo constituido por los anticuerpos y macrófngos. Los 
problemas que puede encontrar la bacteria también se localizan localmente como la acción de los 
fluidos bucales y el movimiento de los tejidos. 2•.

47.s7
. 

Además toda bacteria recién llegada compite con la presencia de otras por los nutrientes y 
sitios de adhesión. 

El pH. y In fuerza iónica del medio donde se encuentran las células tienen dramáticos 
cambios en las capacidades de adhesión. La adhesión no se altera en rungos de pH. de 5 a 9 pero 
baja dramáticamente en un 40% cuando el pH. es menor a 4 y mayor a JO. La osmolaridad afecta la 
adhesión se ha observado que las concentraciones de cloruro sodio (NaCI) reducen la adhesión en 
40% con 200 mM de NnCI. 18

•
28

•
47

"
7

· 

La presencia de fluidos bucales que modifican los niveles de pH. y la fuerza ióniea en la 
cavidad oral sugiere que pueden modular el proceso de adhesión. 

Las bacterias necesitan requerimientos especiales como la síntesis de proteínas, energía 
metabólica, mecanismos de endocitosis, acidificación endosomal, formación de microtubulos para 
ser capaces de realizar la adhesión. 44

•
46

"
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3.11. SISTEMA TIPO 111 DE SECRECIÓN EN LA PATOGENICIDAD BACTERIANA. 

La bacteria EPEC (Ecobacrer Coli Hb!OI.) es la bacteria mejor estudiada por sus 
características especiales para ser manejada en el laboratorio, los estudios de infección que se han 
hecho se ha encontrado que las adhesiones sobre su sustrato natural (superficie intestinal) causa una 
lesion llamada "lesion a consecuencia de la adhesión" (NE) que se observan como la perdida de 
micro vellosidades y formación de lu~ares ricos en actina, estas lesiones están relacionadas con la 
diarrea típica de la infección de EPEC. 6 

Una importante característica de muchas bacterias gram negativas que define el grado de 
patogenocidad es su habilidad directa para manipular señales intracelulares de las células 
hospederos. Un mecanismo común para manipular las señales intracelulares es a través de la acción 
del sistema de secreción 111, este sistema es una estructura que permite a la membrana de la bacteria 
entrar directamente dentro de en la célula hospedera, las proteínas de la bacteria se presentan como 
efectores que interactúan con las señales intracelulares en diferentes formas (como en la 
translocación.) Se ha estudiado otro tipo de secreción, el tipo ll, este se activa por medio de 
proteínas presentadas en el exterior de la célula hospedera. 56 

Muchas funciones han sido atribuidas a las acciones del tipo III de secreción como es el 
grado de patogenocidad y virulencia. En el caso de EPEC la intima adherencia con la superficie 
epitelial esta acompañada por la presencia de un grupo de adhesinas que se encuentran en la 
membrana de la célula, otro ejemplo de la importancia del sistema tipo III de secreción son los 
efectos de la infección de S. jlexeri y Salmo11ella sobre las celulas cpiteriales al manipular el 
ciloesqueleto y causar alteraciones en la superficie celular y la formación de vacuolas. 

Cada bacteria provoca diferentes señales dentro de la célula por ejemplo la invasión de Y. 
Emerocolfrica bloquea la acción de las tirosin kinasas la cual indica al macrófngo la fagocitosis del 

21 



invasor. Algunas bacterias inducen la mucne celular programada de los macrófagos por medio de 
una forma dependiente del sistema de secreción tipo lll. 18 

. 

El sistema tipo IIl de secreción es de gran i mponancia para los efectos que causa una 
infección bacteriana sobre las cclulas, como lo es la activación de señales intracelulares, la 
modificación del citocsquclcto, muenc celular y apoptosis. 

3.12. FORMACIÓN DE LAS LESIONES A/E. 

En el estudio de la formación de la "lesión de la adhesión" NE por EPEC se ha identificado 
como primer paso la unión inicial del patógeno en la superficie del epitelio por medio de la 
formación de abultamientos (BFP)56

· La unión inicial que usa EPEC es por medio del tipo m de 
secreción que promueve dentro In célula hospedera una familia de proteínas llamadas Esp. El 
proceso de formación de las lesiones NE es poco entendido pero la evidencia sugiere que una 
proteína Esp ayuda a la formación de la estructura de los filamentos de actina. La proteína mas 
relacionada con este hecho Esp. A que provoca la trasnlocación de otro Esp. y posiblemente actúa 
como una adhcsina. Otro miembro de esta familia, la proteína Esp. B puede intervenir en la 
translocación de señales intracelulares. La formación de lugares ricos en actina produce la 
trasnlocación de las proteínas Esp. La activación de señales involucradas por EPEC es muy grande, 
esto incluye la activación de fosfolipasa C. Se ha demostrado que EPEC también activa las 
proteínas kinasas como la proteína kinasa e, la cadena ligera de miosina kinasa y otras kinasas 
desconocidas. La relación exacta entre la activación de señales y la formación de lesiones A/E aun 
no se conoce. 56

•
30 

Sorpresivamente el sistema de secreción tipo III activada por EPEC también media el 
aumento de proteínas dentro de la bicapa de las células hospedera, esta proteína sé transloca en un 
receptor llamado Tir. el cual sirve como receptor de membrana en la membrana externa. 30 

Muchas regulaciones de actina se involucran con la formación de lesiones NE por EPEC, 
como la producción de nuevos componentes de actina (alfa actina, serina, talina, villina y la cadena 
ligera de miosina). Es interesante que el Tir. de EPEC requiere la fosforilación de una kinasa de 
tirosina desconocida para causar la formación de lugares ricos de actina esto sugiere que cada 
patógeno produce lesiones NE y utiliza su propia molécula Tir. Se ha encontrado que algunos tipos 
de EPEC. inhiben la fagocitosis por medio de la defosforilación de las proteínas de residuos de 
Tirosina. 12

•
56

•
30

· 

La regulación del citocsquelcto es un proceso muy complicudo donde intervienen gran 
numero de factores que actúan a diferentes niveles del metubolismo celular entre estas moléculas se 
encuentra Cdc 42, rae, Rho, GTPasas, ATP, kinasas, ATP entre muchas otras. 56

•
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•
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3.13. INTEGRINAS. 

Se describen como una variedad de moléculas localizadas sobre Ja superficie celular que se 
creía que eran una conexión de Ja matriz extracelular con el citoesqueleto, hoy se reconocen como 
un grupo de glucoproteinas heterodimerieas relacionadas compuestas por subunidades no unidas 
(llamadas alfa y beta) en las membranas de células mamíferas. A la fecha se han identificado ocho 
cadenas beta y 16 alfa, las cadenas beta 1 están involucradas con proteínas de superficie celular 
como la colágena, laminina y fibronectina. Las integrinas que contienen cadenas beta 2 están 
involucradas en las interacciones inflamatorias con Ja matriz de otras células como las integrinas 
de leucocitos. Las integrinas que contienen cadena beta 3 están involucradas en interacciones del 
sistema vascular como Ja trombosis. 7

•
12

•
18 

Fig. JO. Estruclllra de las illlegri11as y s11 relació11 co11 la membra11a y las protefllas ICAM. 
Geoffrey M. Cooper. The cella molec11lar approach. Mosby. Seco11d edi1io11. 2000.p.p. 

Las subunidades de las integrinas están compuestas por 3 dominios, cada cual incluye un 
~1ominio extracelular largo, un dominio que atraviesa Ja membrana y un dominio citoplásmico corto. 

Las subunidades varían en tamaño de 1200 a 1800 aminoácidos. Las tenninaciones N de las 
subunidades alfa contienen siete dominios repetidos que tienen homología con la unión catiónica 
EF- hand. En orden de eficacia la unión al ligando es mayor si ocurre en las cadenas alfa y beta 
cuando están asociadas con interacciones no y solo esta mediada por cationes divalentes y dominios 
cxtracclularcs. 11 ..s6 
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3.14. UNIONES INTEGRINAS-LIGANDOS. 

La unión integrina-ligando parece ser dependiente de la presencia de uniones cationicas 
como calcio o magnesio. La relación entre el lifíando y la integrina es no especifico debido a que una 
integrina puede unirse a diferentes moléculas. 1 

La adhesión mediada por integrinas puede ocurrir por medio de tres medios de interacciones, 
directas con componentes de la matriz extracelular mediada por interacciones de la matriz celular de 
otra bacteria, la segunda, uniones a componentes de las proteínas de la membrana para un efecto 
célula-célula y proteínas de adhesión solubles como las requeridas para la agregación plaquetarin. El 
uso de estos mecanismos por parte de In célula reíleja las necesidades y funciones de 
especiliazación, por ejemplo los fibroblastos al ser células adherentes expresan gran cantidad de 
intcgrinas activadas en la superficie que permiten sus funciones. 

3.15. FUNCIONES DE LAS INTEGRINAS. 

Estún involucradas en la diapédesis de células blancas y migración de leucocitos, 
interacciones de células T-macrófagos, formación de coágulos, migración epitelial, migración de 
fibroblastos y adhesión de fibroblastos. Muchos de estas integrinas son expresadas en altas 
proporciones durante la sanación de heridas y la tumorogenerosis, el rol de las integrinas en la 
maduración es crucial en la reparación de la matriz. El paso inicial en la reparación de la matriz es 
la unión de los fibroblastos por fibronectina a través de la integrina. Las integrinas proveen una 
unión entre la matriz extracclular y el citocsqueleto, este es un mecanismo de mensaje complejo 
entre el interior de la célula y el medio externo, así las intcgrinas están involucradas en la señal de 
transducción como lo es la fosforilación de proteínas intracelulares, otros mecanismos de 
transducción de señales a través de integrinas son los ligeros cambios de pH. intracelular. Lns 
integrinas provén un imponante eslabón entre la matriz y el citocsqueleto y los sistemas de 
mensajero intracelular, la expresión de genes y las intricadas reacciones de la matriz. 11

'
15

•
28 

Las principales proteínas de unión transmembrana de los contactos focales pencneccn a la 
familia de las integrinas cuyo dominio externo se une a un componente de la matriz extracelular 
mientras que el dominio citoplásmico se une a los filamentos de actina de las fibras de stress. Ln 
unión es indirecta y esta mediada por múltiples proteínas de anclaje. El dominio citoplásmico de la 
integrina se une a una proteína llamada talina, que a su vez se une a la vinculina, proteína que se 
encuentra también en otras uniones que contienen filamentos de actina. 32•

36
•
42 

Además de su papel como anclas para la célula, los componentes focales pueden también 
transmitir señales desde la matriz hasta el citoesqueleto. Algunas proteínas quinasas, incluyendo 
la Tirosina quinasa codificada por el gen sre, se localizan en los contactos focales, y existen 
indicios de que su actividad cambia con el tipo de substrato sobre el cual la célula descansa. Estas 
quinasas pueden fosforilar diversas proteínas diana, incluyendo algunos componentes del 
citocsqueleto y así regulan la supervivencia, el crecimiento, la moñología, el movimiento, y la 
diferenciación de las células como respuestas a la matriz cxtracelular de su entorno. 44

•
47
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3.16. RECEPTORES PRP. 

Es una proteína transmembranal de mas o menos 55 kd que contienen cinco dominios 
transmembranales parecidos a las inmunoglobulinas, fue descrita como marcador de activación 
linfocítica que se une a un leucocito por medio de integrinas. 11

·23. 

En estudios recientes se ha demostrado que las bacterias indígenas se pegan a las superficies 
de la boca en una forma altamente selectiva, la unión frecuentemente se ha observado 
correlacionada con la colonización estos estudios demuestran que el reconocimiento de la unión de 
la bacteria es esencial. En la superficie de membrana se encuentran expuestas al fluido bucal 
proteínas llamadas adhesinas las cuales se unen estereo-métricamente. Las adhesinas son 
frecuentemente lcctinas que se unen al receptor del sacárido, pero algunas adhesinas son capaces de 
unirse a los receptores proteínaceos. 

En los estudios adhesión bucal se ha estudiado la interacción entre la hidroxiapatita y 
diferentes componentes de la saliva humana encontrándose que las proteínas ricas en prolina (PRP) 
promueven la unión de muchas bacterias importantes, estas incluyen líneas como Acti110111yces 
vicosus, Bacteroides gi11giva/is, algunas líneas de Streptococcus muta11s y otras. Algunos segmentos 
de la PRP están estructuralmente relacionadas con el colágeno lo que permite la unión entre estas 
dos proteínas. Acti11omyces viscosus y otras bacterias se unen rápidamente al PRP. absorbidas en la 
superficie de apatita, una situación de relevancia es el hecho que las bacterias no interactúan con 
PRP en solución. 12

•
15

•
18 

En el fibroblasto existen receptores para las adhesiones bacterianas a las que se han llamado 
receptores escondidos mejor conocidos como criptitopes (del latín cryptic que significa escondido y 
ropo lugar) a generación de crititopes provoca cambios conformacionales que están involucradas en 
la colonización de muchas bacterias sobre la superficie de la mucosa. 12

•
18

•
21

•
68 

Hay evidencia la cual sugiere que elevados niveles de neuraminidasa y proteasas (asociadas 
con pobre higiene oral y gingivitis) generan criptitopes la cual promueve la colonización de ciertas 
bacterias gram negativas asociadas con la destrucción de la enfermedad periodontal. 7 

La adhesión selectiva a las superficies de la boca es muy importante en el rol de la 
colonización. Los estudios indican que las bacterias poseen una alta especialización en el sistema de 
identificación, el cual es capaz de reconocer y interactuar con macromoléculas especificas sobre las 
superficies de los tejidos. 

3.17. EL CITOESQUELETO. 

A un nivel con mayor grado evolutivo existe una función mas especializada y por ende una 
estructura más compleja, entre células la presencia del citocsquelcto señala un cambio evolutivo que 
al ser un órgano en constante cambio provee, movimiento, forma y función celular, transporte 
internos de los órganos y cromosomas. 

El citocsqueleto es conformado por tres principales tipos de proteínas filamentosas: 
filamentos de actina, ftlamentos intermedios, y microtúbulos los cuales en conjunto se vinculan con 
organelos subcelulares y con la membrana por medio de una variedad de proteínas accesorias.44

•
4
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3.18. ESTRUCTURA Y ORGANIZACIÓN DE LOS FILAMENTOS DE 
ACTINA. 

La actina es una proteína del citocsqueleto altamente conservada que se encuentra a 
concentrncioncs elevadas en casi todas las células eucariotas. La actina purificada se encuentra en 
forma de monómero en solución de baja fuerza iónica y al añadir ATP se ensambla espontáneamente 
formando filamentos de actina. La polimerización de la actina es un proceso dinámico que se 
encuentra regulado por la hidrólisis de un nucleótido al que cada molécula esta estrechamente unida 
al ATP. En las células aproximadamente la mitad de la actina se encuentra en forma monomerica, 
las moléculas de actina se polimerizan y despolimerizan continuamente generando protrusiones en 
la superficie celular. La polimerización puede ser regulada por señales extracelulares que se unen a 
receptores de la superficie celular y que actúan a través de proteínas G hetodimericas y de pequeñas 
GTPasa como Rae y Rho. 32•3s.37 

La proteína más usual en el citocsqueleto de la mayoría de las células es la actina, la cual se 
polimeriza hacia formas de filamentos para formar fibras flexibles de aproximadamente 7nm de 
diámetro y de varios micrómetros de largo. Dentro de la célula, los filamentos de actina (también 
llamados microfilamentos) son organizados en grandes estructuras, formando de redes 
tridimensionales de actina llamados "bleds" (que presentan propiedades de geles semisólidos.) El 
ensamble y desensamble de los filamentos de actina en abultamientos y redes, y su asociación con 
otras estructuras celulares (como la membrana plasmática) son regulados por una variedad de 
proteínas de unión a la actina. Los filamentos de actina son particularmente abundantes debajo de la 
membrana, donde se forma una red que provee soporte mecánico, determina la forma celular, y 
permite el movimiento de la superficie de la célula para poder migrar, ingerir partículas y dividirse. 
)9,42.44,45. 

Fig. J J Fomiación de ft/a111e111os de actina, obsérvese el entrelazado de los ftlame11tos. 
Geojfrey M. Cooper. Tlle ce// a 1110/ec11/ar approac/1. Mosby. Second edition. 2000.p.p. 
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3.19. ENSAMBLADO Y DESENSAMBLE DE LOS FILAMENTOS DE 
ACTINA. 

La actina fue por primera vez aislada de las células musculares en 1942, en las cuales 
constituye aproximadamente el 20% de la proteína celular, sin embargo la actina solo se relacionaba 
con Ja función de contracción, actualmente se sabe que es muy abundante en todas las células 
eucariotas (5 al 10%.) Las células eucarióticas contienen normalmente varios tipos de nctina, por 
ejemplo en Jos mamíferos existe por lo menos seis genes responsables de Ja expresión de actina, 
cuatro son expresados en diferentes tipos de músculo y dos son expresados en células no musculares. 
Todas estas actinas, son muy similares en la secuencia amina y tienen regiones muy conservadas a 
través de Ja evolución de Jos cucariontcs, por ejemplo Ja actina de la levadura es 90% idéntico en su 
secuencia amina al de los mamíferos. •z.3 

•
39 

La estructura tridimensional de Ja actina fue determinada en 1990 por Kcnneth Holmes y sus 
colegas Jos cuales determinaron que las moléculas individuales de nctina son proteínas globulares de 
375 amino ácidos. Cada monómero de actina (actina globular G) se une fuertemente a los sitios de 
unión por medio interacciones cabeza-cola con otros dos monómeros de actina, así la 
polimerización de monómeros de actina forma filamentos (filamentos de actina F) cada monómero 
es rotado 166 grados en los filamentos, la cual posteriormente tiene una apariencia de una doble 
hélice. A causa de que todas Jos monómeros de actina son orientados en Ja misma dirección, los 
filamentos de actina tienen diferente polaridad en sus extremos finales uno de ellos se llama 
"extremo positivo" (plus end) y el otro "extremo negativo" (menor end) estos son distintos de uno 
del otro. Esta polaridad de Jos filamentos de actina es importante para el ensamble y funciones de 
contracción. El ensamble de Jos filamentos de actina pueden ser estudiados en Vitro por medio de 
Ja regulación de Ja fuerza iónica, en soluciones de baja fuerza iónica los filamentos de actina se 
despolimerizan para formar monómeros. La actina se polimeriza espontáneamente si se aumenta la 
fuerza iónica. El primer paso en la polimerización se llama nucleación que es la formación de 
pequeños agregados consistentes en tres pequeños monómeros de actina. Los filamentos de actina 
son capaces de crecer por medio de adición reversible de los dos extremos de los monómeros, pero 
un extremo (positivo) se elonga cinco a diez veces mas r.ípido que el negativo. El monómero de 
actina 1:1mhién se une al ATP, el cual se hidroliza a ADP seguido del ensamble de los monómeros 
de actina. Sin embargo el A TP no es requerido para la polimerización, monómeros de actina se unen 
más fácilmente al ATP que en la unión de ADP. La unión de ATP y su hidrólisis juega un papel 
importante en la regulación del ensamblado y en el comportamiento dinámico de Jos filamentos de 
nctina. 42,32.3'> 
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--Fig. 12. En ensamble y desemsable de los jilamemos de actina necesita ATP, obse"'e Ja 
relación de ATP en la porción del extremo positivo y la presencia de ADP en el extremo negativo. 

Geoffrey M. Cooper. Tlze cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p. 

Debido n que In polimerización es reversible, los filamentos pueden dcspolimeriznrse por la 
disociación de las subunidades de actina, seguido por la ruptura de los filamentos de nctina cuando 
esto es necesario. Así un uparentc equilibrio existe entre los monómeros de actina y los filamentos, 
la cual es dependiente en las concentraciones de monómeros libres. La tasa a la que los monómeros 
de actina se incorporan en los filamentos es proporcional a su concentración, así hay una 
concentración critica de mnnómeros de actina a la tasa de la polimerización dentro de los filamentos 
a igual grado de disociación. En esta concentración critica, los monómeros y filamentos están en 
aparente equilibrio. 4 2.32

•
39 

Se ha notado que tempranamente los dos extremos de un filamento de actina crece a 
diferentes grados con monómeros que son agregados tan rápido como el crecimiento lo indica 
(extremo positivo) cinco a diez veces mas rápido que el crecimiento lento (extremo negativo.) 
Debido a que el ATP-actina se disocia con mas dificultad que ADP-actin, esto resulta en la 
diferenciación de la concentración de los monómeros que necesitan parn la polimerización en los 
dos extremos. Esta diferencia puede resultar en el fenómeno conocido como paso de molino 
(trcadmilling) la cual ilustra el dinámico componamicnto de los filamentos de actina. 42

•
32

•
43

•
63 

Para mantener un estado regular de la formación de actina la concentración de los 
monómeros libres de actina deben ser intermedios entre las concentraciones criticas requeridas para 
la polimerización en extremo positivo y negativo de los filamentos de actina. El paso de molino 
requiere ATP, con ATP-actina polimerizada en extremo positivo y en los filamentos donde ADP­
actina disocia desde minus end. Sin embargo el rol del paso del molino en la célula esta incieno, 
reíleja el ensamble dinámico ~ desensamble de los filamentos de actina que requiere la célula parn 
moverse y cambiar de forma. 4 

•
63 

Es de hacer notar que muchas drogas usadas en biología celular actúan uniéndose hacia la 
actinn y afectando su polimerización. Por ejemplo, la citocalesina se une al plus ends de los 
filamentos de actina e impide la elongación. Esto resulta en cambios de la forma celular así como en 
la inhibición de algunos tipos de movimientos (división celular) indicando que la polimerización de 
actina es requerida para este proceso. Otra droga, phnlloidinn, se une fuenementc a los filamentos de 
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actina e impide su disociación en moléculas individuales. Phalloidina señala como un tinte 
íluorescenlc a la actina, su uso es muy frecucn1c para visualizar los filamentos por medio de 
microscopia íluorescentc. 

El ensamble y desensamble de los filamentos de actina cslán regulados por proleínas de 
unión. El movimicnlo de Jos filamenlos de aclina es cerca de cien veces más rápido deniro de ta 
célula que en Vilro eslo es de gran importancia en los movimienlos que cxislcn en la célula. La 
proteína responsable del desensamble de los filamentos de actina es cofilina el cual une los 
filamcnlos de aclina y aumenta la lasa de disociación de los monómcros de los filamentos de actina. 
Además, cofilin puede servir a los filamenlos de aclina generando mas extremos y posleriormente 
aumentar el desensamble de los filamenlos. 

Cofilina se une prefcrcnlcmenle a uniones de Adp-aclin esta unión impide que los 
monómeros de aclina se reincorporen a la cstruclura de los filamentos. 42

•
32

•
39 

Sin embargo 01ra proleína de unión llamada profilina puede revertir la acción de cofilina y 
estimular Ja incorporación de los monómeros de actina en los filamentos. Profilina actúa 
estimulando el cambio de unión entre ADP a ATP resullando en la formación de monómeros de 
ATP-aclina el cual se disocia de cofilina y son capaces de ensamblar en filamcnlos. Otras proleínas 
(Arp2/3) pueden servir como silios de nuclcación pura iniciar el ensamble de nuevos filamentos, 
así cofilina, profilina y las proteínas Arp/3 y otras proteínas de unión pueden actuar para promover 
el rápido aumcnlo de los filamenlos de aclina y rcmodelar el citocsquclelo de aclina el cual requiere 
una variedad de movimienlos y cambios en In forma celular. Como es de esperarse las ac1ividadcs 
de cofilin, profilin, y de las prolcínas Arp2/3 son controladas por una variedad de señales 
intracelulares para permilir Ja polimerización de aclina para que sea regulado apropiadamente en 
respucsm del cslimulo del medio. 38

•
42

•
32

•
39

· 

3.20. ORGANIZACIÓN DE FILAMENTOS DE ACTINA-

Los filamenlos de aclina son ensamblados en dos formas estructurales: abullamienlos (blcds) 
y redes de actina (actin networks), el cual licnc difcrcnlcs roles en la célula. En los abullamientos, 
los filamcn1os de aclina se cruzan en un pequeño conjunlo paralelo. En las redes los filamentos de 
nclina cslán libremenlc enlrecruzados en arreglos ortogonales que forman mallas tridimensionales 
con propiedades de geles semisólidos. La formación de cslas cslruciuras es gobernada por una 
variedad de rroleínas unidas a Ja aclina que cn1recruzan los filamentos de actina en diferentes 
patrones . .a2,J2.J9 

La naluralcza de Ja asociación entre los filamenlos de nctina es determinada por el !amaño y 
forma de las proteínas de cruce. Las proteínas que cruzan Jos filamentos de actina dentro 
abul1amien1os se llaman proleínas de enrizado de actina (actin-bundling) usualmente son proteínas 
pequcñns y rígidas que forjan una alineación cerrada entre los filamentos. En contrasle, las proteínas 
que organizan los filamenios de aclina dentro de las redes tienden a ser largas y ílexibles con lo cual 
pueden Jrncer cruces perpendiculares de los filamenlos. Los puntos de cruce se encuentran separados 
por secuencias espaciadas que varían en longitud y ílexibilidad, eslas diferencias en las dislancias de 
cruce son responsables de las diferentes propiedades de las estructuras de actina. 42

•
32

•
39 

Los filamentos de aclina en las redes permanecen en esta posición gracias a largas proleínas 
como la lilamina (lambién llamada proleína de unión a actina ó ABP 280.) Los dominios de unión 
de Ja filnmina a son dominios dimerizables que son opuestos a Jos extremos de cada subunidad, así 
cada dímero de filamina es llexible, en forma de V con dominios de actina al final de cada bmzo. 
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Como resultado In forma de In filamina hace cruces que originan fonnas ortogonales de actina, 
creando una malla tridimensional Ju cual soporta Ja superficie de Ja célula. 42

•
32

•
39 

3.21. ASOCIACIÓN DE LOS FILAMENTOS DE ACTINA CON LA 
MEMBRANA. 

Los filamentos de actina están altamente concentrados en Ja periferia de Ja célula donde 
fonnan una red tridimensional por debajo de la membrana. Esta red de filamentos de actina están 
asociados a Ja membrana por medio de proteínas de unión a aclina que determina Ja forma celular y 
involucra una variedad de actividades en Ja superficie de la célula, incluyendo el movimiento. La 
asociación del citocsqueleto de actina con la membrana es central en Ja estructura y función de la 
célula. 2•

12
•
39

• 

Todas las células tienen proteínas específicas en la superficie interna de Ja membrana que 
w.¡nniten Ja unión del citocsqueleto a Ja membrana como Ja ankirina, espectrina y la filamina. 
16

•
18

•
20·>La mayoría de las células tienen regiones especializadas de Ja membrana que forman 

contactos con otras células adyacentes, componentes de tejidos ó otros substratos (como la superficie 
de Ja caja petri.) Estos sitios también sirven como lugares de unión para Jos abultamientos de actina 
y permiten anclar el citoesqueleto a áreas de contacto celular. Estas uniones de los filamentos de 
actina son particularmente evidentes en fibroblastos. Los fibroblastos se unen al recipiente de cultivo 
por medio de uniones de proteínas trasnmembranales (llamadas integrinas) hacia Ja matriz 
extracelular. Estos sitios de unión son discretas regiones (llamadas adhesiones focales) que 
también sirven como sitios de unión para largos abultamientos de los filamentos de actina llamados 
fibras de stress. 42

•
32

•
39 
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Fig. 13. Lafonnación de adlresionesfocales tiene relación con las integrinas y éstas con el 
citoesquelero. 

Geoflrey M. Cooper. Tire ce// a molecular approac/1. Mosby. Second edition. 2000.p.p. 
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Las libms de stress son abultamientos contráctiles de filamentos de actina debido al cruce de 
alfa uctinu que ancla a Ja célula ejerciendo tensión contm el substrato. Estas asociaciones son 
complejas y no muy bien entendidas se pueden dar por medio de varias proteínas, incluyendo Ja talin 
y vinculin. Otras proteínas se encuentran adhesiones focales que pueden participar en Ja unión de 
los lilumentos de nctina y pueden ser responsables Ja unión de Jos lilamentos de actina hacia Ja 
membr:ma. (37.

68
•
70> Otro tipo de proteínas de unión trunsmembranales entre células son las 

cadh~rinus que se mue~tran como un compl~jo ~ue8 se une a una proteína del citoplasma llamada 
cntenma In cual se asocia a lilamcntos de actma. 1

•
6 

· 

3.22. PROTRUSIONES DE LA SUPERFICIE CELULAR. 

La superficie de Ja mayoría de las células tienen una variedad de protrusiones o extensiones 
que involucran el movimiento celular, fagocitosis ó funciones especializadas como Ju absorción de 
nutrientes. La mayoría de estas extensiones de Ja superficie celular están basadas en lilamentos de 
actina Ju cual están organizadas dentro de arreglos de abultamientos ó redes relativamente 
permanentes ó de rápida modificación. 39

•
42

•
44 

La mayoría de las características de este tipo de protrusiones celulares basadas en actinu 
son microvcllosidudcs, parecidas a extensiones de dedo de Ja mcmbmna que son particularmente 
abundantes sobre Ja superficie de las células involucradas en Ja absorción como las células 
epiteliales del intestino. 14

'
42

•
32 

Una de las mas importantes funciones del citocsquclcto es Ja contracción de actina-miosina 
durante Ju división celular, hacia el linal de Ja mitosis Ja célula animal presenta un anillo contráctil 
conformado por lilumcntos de actinu y miosina U que se ensambla por debajo de la membrana. Esta 
contracción tira de Ja membrana progresivamente construyendo el centro de Ja célula y provocando 
dos células. El :millo entonces desaparece completamente después de Ja división celular. 42

•
32

•
39 

3.23. GATEO CELULAR. 

El gateo celular son movimientos celulares a través de Ja superficie representa que 
rcprcscmtam una forma básica de locomoción celular, empicada por una gran variedad de diferentes 
clases de células. Ejemplo de ello incluye u Jos movimientos de las amebas Ja migración de células 
embriológicas durunte el desarrollo, Ja invasión de las células blancas ante una infección, el 
movimiento adecuado demuestra salud en las células. Todos estos movimientos están basados en 
las propiedades dinámicas del citocsquclcto de nctina, aunque todos estos procesos aun no están 
bien comprendidos. 42•32•3s.39 

El gateo celular involucra un ciclo coordinado de movimientos Jos cuales pueden ser 
visualiz11dos en tres pasos. Primero protrusión de la célula, debe extender una parte de la 
estructura, segundo estas extensiones se unen hacia el substrato mientras In célula migra, finalmente 
la parte trasera de Ja célula se disocia de Ju unión y se contrae hacia Ja dirección del movimiento de 
Ja célul11. 42

•
32

•
39 Una variedad de experimentos indican que Ju extensión de Ja cabeza de Ja célula 

involucra Ju polimerización y cruce de Jos lilamentos de actina. 42
•
3s 
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3.24. EL CORTEX DE ACTINA GENERA LA POLARIDAD CELULAR. 

En general, los microtúbulos funcionan como entidades individuales, mientras que los 
filamentos de actina, actúan formando redes o haces. Existen filamentos de actina de bajo de la 
membrana los cuales forman una red de proteínas de actina llamados cortex celular. Esta red es 
altamente dinámica y funciona como las miosinas controlando los movimientos de la superficie 
celular. La localización y orientación de los filamentos de actina están controlados por lugares de 
enucleación de la membrana plasmática. 42

.32
•
39 

Determinadas señales extracclularcs afectan una parte de la superficie celular provocando 
reestructuraciones locales del cortex de actina. De manera inversa la organización del cortcx tiene 
inílucncia sobre el comportamiento de la membrana plasmática. Los movimientos de actina 
provocan la moñología y la polaridad de la célula, estos mecanismos aún no están totalmente 
esclarecidos. 4"

32
'
39 

El estudio del citoesqueleto es muy difícil debido a que el ensamble depende de un complejo 
conjunto de proteínas que se unen en grupos cooperativos a los filamentos del citoesqueleto. Es muy 
difícil estudiar el efecto simultáneo de este conjunto de proteínas. En segundo lugar, los cambios que 
provén el citcsqueleto en la célula son muy difíciles de medir debido a que son mínimos. 42

•
32

• 

3.25. FILAMENTOS INTERMEDIOS. 

Los filamentos intermedios son fuertes polipéptidos fibrosos a modo de cuerda, que resisten 
tensiones, su función es estructural y mecánico para la función de la célula. Se conocen distintas 
formas especificas de filamentos intermedios que difieren en el tipo de polipéptido que los forma: 
entre las que se encuentran Jos filamentos de queratina de las células epiteliales, los ncuroifilamentos 
de las células nerviosos de los filamentos gliales de los astrocitos y las células de Shwann, Jos 
filamentos de vimcntina de los fibroblastos y otros muchos tipos celulares. 35 

Cada filamento de actina esta compuesto por monómcros compuestos por secuencias 
distintus de aminoácidos, cada una de estas unidades presenta un dominio central homologo que 
cuando se dimeriza forma una estructura de enrollado rígido. Los dominios son el eje estructural de 
los filamentos intermedios, existen cierta cantidad de dominós variables que tienen la capacidad de 
unirse con otros componentes específicos de la célula. 35 

3.26. PROTEÍNAS FILAMENTOSAS INTERMEDIAS. 

Mientras Jos filamentos de actina y microtúbulos son polimcrizados por simples tipos de 
proteínas (actina, tubulina) los filamentos intermedios son compuestos por una variedad de 
proteínas que se expresan en diferentes tipos de células, mas de 50 diferentes proteínas de filamentos 
intermedios han sido identificadas siendo clasificadas en seis grupos. Los tipos 1 y 11 consisten en 
dos grupos de keratinas cada cual consiste en cerca de 15 diferentes proteínas las cuales se 
expresan en células epiteliales. Cada tipo de célula epitelial sintetiza por lo menos un tipo 1 (ácido) 
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y un tipo Il (neutral o básico) keratina la cual se polimeriza para formar filamentos· 111
•
421 El tipo 

III de proteínas intermedias filamentosas incluye a la vimenlina la cual se encuentra en una variedad 
de diferentes clases de células como los fibroblastos, células musculares lisas y células rojas, el tipo 
VI se expresa en neuronas, el tipo V en proteínas filamentosa intermedias como laminas nucleares. 
Difieren de otras proteínas filamentosas intermedias en la que se ensambla en forma de mallas 
ortogonales debajo de la membrana nuclear. 111 

.. 
21 a pesar de una considerable diversidad en tamaño 

y de secuencia amina la variedad de las proteínas filamentosas intermedias muestran una estructura 
organizucional común. 

Los filamentos intermedios son generalmente más estables que los filamentos de actina o los 
microtúbulos y no demuestran el dinamismo dentro del cilocsqueleto. Sin embargo las proteínas 
filamentosas intermedias son frecuentemente modificadas por la fosforilación la cual regula su 
ensamble y desensamble dentro de la célula. Plectina por ejemplo se une a los filamentos de actina 
y los microtúbulos uniendo filamentos intermedios lo cual provee puentes entre los componentes del 
citocsqueleto. Estos puentes estabilizan los filamentos de actina y mierotúbulos lo que inerementa la 
estabilidad de la célula. 11 .42 

3.27. MICROTÚBULOS. 

Microtúbulos: Es el tercer principal componente del citocsqueleto. Es ligido con· forma de 
ruedas con hoyos, son estructuras dinámicas que sufren continuo ensamble y desensamble, funciona 
estrechamente con las estructuras de actina para determinar la forma celular y una variedad de 
movimientos celulares, algunas formas de locomoción, el transporte intracelular de organelos y la 
separación de cromosomas durante la mitosis. 11

•
42 

/i·tubul111 U·lt1hui111 

Fig 14. Estruc/llra de los micro11íb11/os. 
Geoffrcy M. Cooper. Tite ce// a molec11/ar approaclt. Mosby. Seco11d editio11. 2000.p.p. 
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3.28. ESTRUCTURA, ENSAMBLE DINÁMICA Y FUNCION DE LOS 
MICROTÚBULOS. 

En contrnstc de los filamentos intermedios los cuales componen una variedad de diferentes 
proteínas fibrosas los microtúbulos están hechos por proteínas globulares simples llamadas tubulina. 
La tubulina es un <limero que consiste de dos polipéptidos muy parecidos de 55kd, alfa tubulina y 
beta tubulina. Además un tercer tipo de tubulina (y'tubulina) es específicamente localizada en el 
centrómero mientras que juega un papel imponante en la iniciación del ensamble de los 
microtúbulos. 32• 

3s. 39 

Los dímeros de tubulina se polimerizan desde los microtúbulos lo cual generalmente consiste 
en trece protofilamentos lineales ensamblados alrededor de un una rueda con un hoyo. Los 
microtúbulos (como los filamentos de actina) son estructuras polares con dos diferentes extremos: 
uno de nípido crecimiento llamado extremo positivo y el otro extremo negativo de lento crecimiento. 
Esta polaridad es imponante para determinar la dirección del movimiento a lo largo del 
microtúbulo, sólo la polaridad de los filamentos de actina define la dirección del movimiento de la 
miosina. 132

•
35

• 
39·> El ensamble de los microtubulos necesita GTP que se conviene a GDP. Si la unión 

GDP-1ubulina se disocia dará como resultado una rápida despolimerización y reducción de los 
microtúbulos. 42

'
44

'
45 

La inestabilidad dinámica resulta en el continuo y rápido movimiento de la mayoría de los 
microtúbulos los cuales tienen una vida media de solo unos minutos dentro de la célula, esto es 
crítico para permitir la mitosis de la célula. Los fármacos que inhiben la polimerización de los 
microtúbulos con la colchichina, colcemida y taxol que son ejemplos de cómo eienas droJias inhiben 
la polimerización de los microtúbulos al unirse a la tubulina lo cual bloquea la mitosis. 4 2. •45 

En las células animales el mayor centro organizado de microtúbulos es el centrómero el 
cual es localizado junto al núcleo cerca de centro de inteñase de la célula. Durante la mitosis 
microtúhulos se extienden por afuera de los centrómeros para formar el huso mitótico el cual es 
responsable de la separación y distribución de los cromosomas hijas. El centrómero juega un papel 
imponan1e en cuanto a determinar la organización intracelular de los microtúbulos aunque muchos 
de los detalles de su función son un misterio. 42

·
44 

Los cen1rómcros sirven como el sitio de iniciación para el ensamble de los microtúbulos los 
cuales crecen por afuera del centrómero hacia periferia de la célula. 42

•
44

•
45 

Durante la mitosis los mierotúbulos se reorganizan completamente lo que demuestra la 
imponancia de la inestabilidad dinámica. El arreglo de los microtúbulos presenta en la inteñase 
celular desensambles y unidades libres de tubulina son ensambladas para formar el uso mitótico el 
cual es responsable de la separación de los cromosomas hijas. Esta estructura del citocsqueleto de 
los microtúbulos es solo para la duplicación del centrómcro para formar dos centros separados de 
organización de microtúbulos opuestos en los polos de uso mitótico. 41

•
42

• 
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Fig. 15. Durante la niitosis la reorga11izació11 ele los 111icrot1íb11/os e11 de smna importa11cia para 
separar las porciones de DNA. 

Geo.ffrey M. Cooper. The ce// a molecular approac/1. Mosby. Seco11d editio11. 2000.p.p. 

El comportamiento dinámico e inestable de Jos microtubulos puede ser modificado por medio 
de interacciones con otras proteínas. Algunas proteínas celulares nctúnn para desensamblar Jos 
microtúbulos, o para aumentar Ja tasa de polimerización de tubulina en Jos extremos de Jos 
microtúbulos. Otras proteínas (llamadas proteínas asociadas de mierotúbulos o MAPS) se unen n Jos 
microtúbulos y aumentan su estabilidad. Estas interacciones son importantes para determinar Ja 
forma y movimiento de Ja célula. 

Los microtúbulos son responsables de una gran variedad de movimientos celulares, 
incluyendo el transporte intracelular y Ja posición de las vesículas de membrana y orgnnelos, la 
separación de Jos cromosomas en la mitosis. Miembros de dos grandes familias de proteínas de 
movimiento - las cinasas y las dineinas - son responsables de Ja capacidad y In variedad de 
movimientos en cada microtúbulo. 11

•
42

· 

Quinesina y dineina, las proteínas prototipo de motor de Jos microtúbulos, se mueven a Jo 
largo de Jos microtúbulos en direcciones opuestas - kinesina desde el extremo positivo y dineinn el 
extremo negativo. «2

> Diferentes miembros de Ja familia kinesina varían en su secuencia amina en el 
extremo carboxilo terminal siendo responsables de diferentes ti!.'fs de movimiento, incluyendo 
movimiento de organelos y cromosomas n Jo largo de microtúbuJos 2 

Ademús de las importantes tareas que supone el transporte y el movimiento Jos microtúbulos 
se asocian con In posición de Jos órgnnelos (como el retículo endoplasmico, aparato de Golgi, 
lisosomas y mitocondrin.) 32

•
42

· 

Si los microtúbulos se desbaratan ya sea por una droga o cuando Ja célula entra en mitosis, el 
aparato de Golgi se rompe en pequeñas vesículas que se dispersan a través del citoplasma. Cuando 
los microtúbulos se rehacen el aparato también se reensambla, de esta forma el movimiento de los 
microtúbulos es responsable de Ja estabilidad de las posiciones y estructura de los organelos respecto 
n In membrana. 32•

42
· 
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3.29. SEÑALES DE TRANSDUCCIÓN Y EL CITOESQUELETO. 

Las funciones de Ja mayoría de las células están directamente afectadas por Ja adhesión y Ja 
organización del citoesqueleto. Los receptores responsables de Ja adhesión celular actúan sobre las 
vías de señales intracelulares las cuales regulan otros aspectos de la vida de Ja célula y afectan Ja 
organización del citoesqueleto. Los factores de crecimiento frecuentemente actúan para inducir las 
alteraciones del citoesqueleto provocando movimientos ó cambios en la forma celular. Los 
componentes del citoesqueleto actúan tanto en los receptores y en las vías de señales intracelulares y 
con este proceso se integra la forma celular, el movimiento y otras respuestas celulares.42

•
3

•
9

•
14 
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Fig. 16. Cumulo""ª se11al del exterior de la célula (e11 este caso el""ª l10m1011a asteroidea) 
co111ac1a la superficie causa 1111a reacción en cadena que observa co1110 la tra11slocació11 al núcleo 
para promover la tra11scripció11 de otras proteínas. Este suceso se observa en la activación de Erk. 

Geoffrey M. Cooper. Tire cella molecular approaclr. Mosby. Seco11d editio11. 2000.p.p. 
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3.30. INTEGRINAS Y SEÑALES DE TRANSDUCCIÓN. 

Las integrinas son Jos receptores con mayor responsabilidad para Ja unión de las células en la 
matriz extracelular. Las integrinas interactúan con componentes del citoesqueleto para proveer 
estabi Ji dad entre Ja matriz extracelular y las células adherentes. Las integrinas sirven como 
receptores que activan señales intracelulares además controlan Ja expresión de genes y otros aspectos 
de la vida celular en respuesta a interacciones de adhesión. 11

•
12

•
2º·28 

Como miembros de una súper familia de receptores, Ja estructura de las integrinas tiene colas 
cortas citoplásmicas que se unen intrínsecamente a Ja actividad enzimática, ejemplo de esto es Ja 
fosforilación de proteínas de tirosina como una respuesta temprana a Ja interacción de integrinas con 
Jos componentes de Ja matriz extracelular, esto hace pensar que las integrinas son parecidas a Jos 
noreceptores de kinasas de Ja proteína tirosina. En particular un noreceptor de proteína kinasa 
llamada Fak (focal adhesion kinase) juega un papel importante en el rol de las señales de integrinas. 
Como su nombre Jo indica Fak es localizada en ndhesinas focales y rápidamente se convierte en 
tirosinn fosforilada seguida de Ja unión a Ja integrina de Jos componentes de Ja matriz extracelular 
como la fibronectina. o!l.33. 

FiK. 17. Las i111egrinas en s11 parte extema se 111ie11 co11 algún efector activa11do ciertas se11ales 
ce/11lares y por el i11terior cel11lar altera11 lafom1ación del citoesqueleto de acti11a. 

Geojfrey M. Cooper. The cell a 111olec11lar approach. Mosby. Second editio11. 2000.p.p. 
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3.31. REGULACIÓN DEL CITOESQUELETO DE ACTINA. 

La respuesta celular a señales extracelulares incluyen factores de crecimiento, 
frecuentemente incluye cambios en el movimiento y fonna celular, por ejemplo, los factores de 
crecimiento inducen altemciones en la movilidad celular (como en la proliferación) juega un papel 
muy imponante en los procesos de salud en los tejidos y dumnte el desarrollo embriológico estos 
aspectos son gobernados especialmente por el citoesqueleto de nctina. En panicular, muchos tipos de 
movimiento celular están basados en un ensamble dinámico y desensamble de los filamentos de 
actina. La remodclación del citocsqueleto de nctina representa un elemento r,rincipal de In respuesta 
de muchas células ante los factores de crecimiento y señales intracelulares. 3 •

36
· 

Entre el enorme grupo de proteínas que intervienen en el ensamble y desensamble del 
citoesqueleto se encuentra la subfamilia de Rho que son pequeñas proteínas de unión a GTP (como 
Rho, Rae y Cdc42) que tienen un papel central en lu regulación y organización de las citocsqueleto 
y en las funciones de movilidad celular, adhesión celular y citoquinesis. El papel los miembros de la 
familia de Rho es regular los diferentes aspectos del remodelado de actina. Fue reconocido por vez 
primera en estudios de fibroblastos expuestos u un factor de crecimiento. Las alteraciones resultantes 
del factor de crecimiento incluye la producción de protrusiones en la superficie celular (filopodia, 
lamellipodia y arrugas de membrana) así como la formación de adhesiones focales y fibras de stress. 
La microinyección a células con mutantes específicos con los diferentes miembros de la familia 
Rho ha demostrado que Cdc42 induce la fonnación de microspikes (micropuntas) o filopodia. Rae 
media la fonnación de Iamellipodia y de membrana y Rho es responsable de la formación de la 
adhesión focal y fibras de stress. Se ha vista que la imponancia de Rho en la modificación del 
citoesqueleto no solo en los fibroblastos, por ejemplo en las células epiteliales la familia Rho regula 
la formación de uniones de adhesión, la cual se involucra en la formación de uniones, las cuales se 
relacionan uniones a cadherina al citocsqueleto de actina. Los miembros de la familia Rho sirven 
como reguladores universales del citocsqueleto de actina al provocar señales extracelulares para 
cambiar la forma y movimiento. Además los miembros de Rho pueden activar las señales de MAP 
cinasas, así estas pequeñas proteínas de unión a GTP funcionan como un regulador dual del 
rcmodclando del citoesqueleto y la expresión de genes. 42

·.,. 

Recientes experimentos han demostrado que algunas vías como la familia de Rho regulan las 
alteraciones del citoesqueleto. Una proteína imponante de la aparición de Rho es la kinasa de 
proteína serimi/treonina llamada Rho kinasa. La activación de la kinasa Rho aumenta la fosforilación 
de cadenas ligeras de miosina. El aumento resultante en la cadena ligera de miosina activa In 
miosina y dirige el ensamble de filamentos de miosina-actina resultando en las alteraciones del 
citoesquelctu como la fonnación de fibras de stress y adhesiones focales. Además el efecto de la 
fosforilación de la cadena ligera de miosina afecta la fosforilación de otras proteínas kinasas (LIM­
kinasa) Ja cual fosforila Ja unión de actina con Ja proteína cofilina. Cofilina es un agente que regula 
el desensamble así como su fosforilación por LIM kinasa directamente se une a Rho para regular 
los dímeros de los filamentos de actina. 32

•
42

· 

Una llave principal de Rae y cdc42 es Ja kinasa de proteína serina threoninu llamada PAK. 
Como una kinasa Rho, Pak también afecta Ja fosforilación de la cadena ligem de miosina, pero en 
dirección opuesta. PAK fosforila y inhibe Ja kinasa ligera de miosina, dirigiendo el decremento en la 
cadena ligera de miosina, esto resulta en la inactivación de miosina II y descenso en la interacción 
de actina miosina, consistente con las habilidades de Rae y Cdc42 para estimular la formación de 
superficies celulares provoca fibras de stress y adhesiones focales. Activación de Rae también libera 
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la estimulación de LIM kinasn y In fosforilación de cofilina, se une Rae para remodelar el 
citoesqueleto de actinn. 22•

42
'
44 

· 

3.32. VfA DE RAS, RAF Y MAP CINASA. 

La vía de MAP einasa se refiere a la cascada de proteínas kinásas que esta altamente 
conservada en la evolución y juega un papel muy importante en la transducción de señales en todas 
las células eucarióticas desde hongos hasta humanos. Los elementos centrales en la vía es a familia 
de proteínas kinasas serinas I threonina llamadas las MAP cinasa (de mitogen-activated protein 
kinases "proteina kinasa de mitogeno activado") que son activadas en respuesta a una variedad de 
factores de crecimiento y otras señales moleculares. 

En los hongos, las vías de MAP cinasa controlan una variedad de respuestas celulares 
incluyendo apareamiento, forma celular y esporulnción. En eucariontes de gran evolución las kinasns 
MAP son reguladores del crecimiento y diferenciación celular. 

La proteína cinasa mas caracterizada en las células mamíferas en la familia de ERK 
(extracelular signal-regulated kinasc, "kinasa extracclular de señal regulada".) La activación de ERK 
juega un papel muy importante en la señal de proliferación celular inducida por factores de 
crecimiento que actúan a través de proteínas de Tirosina / kinasa o proteínas G receptores acopladas. 
Otro tipo de proteínas pueden ser activadas por ERK como proteína kinasa C que parece ser 
responsable de la cstimulnción de la proliferación celular inducida por esteres de forbol que son 
promotores de tumores. Además las vías del calcio y AMPc se cruzan con las señales de ERK ya sea 
estimulm1do o inhibiendo la vía de ERK en diferentes tipos de células42

•
30

•31 

La activación de ERK es mediada por dos proteínas kinasas las cuales están acopladas al 
receptor de crecimiento por las uniones de proteína GTP llamadas Ras. La activación de Ras es a 
través de la activación de Raf una proteína kinasa, In cual fosforiln y activa la proteína kinasa 
llamada MEK (para MAP cinasa/ERK kinasa). MEK es una proteína especifica dual que activa los 
miembros de la familia de ERK por medio de la fosforilación de ambos residuos de threonina y 
tyrosina separados por un aminoácido. Una vez activado la fosforilnción de ERK se activan otros 
señales como ya sea otra proteína kinasa y factores de transcripción. 42

•
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.J• 

39 



Fig. J 8. La activación de Erk co111ie11e 1111a cadena de pasos a seguir desde 1111 receptor de 
111e111bn111a co1110 una i11tegri11a o un/actor de crecitniento el cual activa seiiales co1110 Raf y MEK. 

Geojfrey M. Cooper. The ce// a 111olec11lar approac/1. Mosby. Seco11d editio11. 2000.p.p. 

El rol principal de la vía ERK en las células mamíferas se basa en el estudio de las proteínas 
Ras (rat sarcoma virus) las cuales son las primeras identificadas como promotores oncogénicos de 
tumores con origen viral que causan sarcomas en ratas. El interés en Ras ha aumentado desde el 
estudio del cáncer humano. La importancia de Ras en las señales intracelulares se ha demostrado con 
ensayos donde se inyecta proteína activa de Ras que induce la proliferación de células mamíferas 
nonnalcs. 42

'
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Debido a que Ras no solo es capaz de inducir el crecimiento anormal de las células 
cánccrosas, parece ser también importante para la respuesta normal de las células en la cstimulación 
de factores de crecimiento. 42

•
3º·31 

Es de hacer notar que la activación inicial de Raf inicia la cascada de la proteína kinasa para 
finalizar con la activación de ERK. Entonces ERK activada fosforila una gran variedad de proteínas 
que incluyen otras kinasas. Es de importancia hacer notar que una fracción de ERK activada se 
transloca al núcleo cuando regula los factores de transcripción por medio de la fosforilación. Es 
importante y notable que la primera respuesta de la estimulación de los factores de crecimiento es la 
rápida inducción transcripcional de una familia de aproximadamente 100 genes llamados genes de 
tempranos-inmediatos. La inducción de un numero de genes tempranos es mediada por la secuencia 
de regulación llamada elemento de respuesta al suero SER la cual es reconocida por un complejo 
de factores de trascripción incluyendo respuesta del factor de suero SRF y Elk-1. Erk fosforilada 
activa ELK-1 promoviendo una unión directa entre Ju familia de ERK de las cinusas de MAP y 
induce tempranamente la inducción de genes. Muchos genes de temprana expresión codifican 
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factores de cstimulación de factores de crecimiento con Jo cual se establecen nuevos programas de 
codificación y expresión genética. 42

•
3º·31 

Tanto hongos como células mamíferas tienen múltiples vías de MAP cinusas que controlan 
distintas respuestas celulares. Cada cascada consiste en tres proteínas kinasus: una MAP cinasa 
terminal y dos cinasas reguladas (análogas para Raf y MEK) que regulan su actividad. Además Jos 
miembros de la familia ERK, estos incluyen a JNK y p38 MAP cinnsns, es preferentemente activada 
por Ja respuesta inílnmatoria de las citoquinas y stress celular. Mientras que Ja señal de ERK 
principalmente lleva hacia In proliferación celular, In sobrevivencia y In diferenciación, la vía MAP 
cinnsa se puede translocar ni núcleo y fosforilar factores de transcripción que regulan In expresión 
genética. Múltiples vías de MAP cinasas están presentes en todos los tipos de células eucnrióticas 
para controlar la respuesta de diversos señales del medio. 423031 

3.33. BACTERIAS QUE MODIFICAN EL CITOESQUELETO. 

L'I mayoría de las bacterias causan alteraciones en el citoesqucleto de las células, una de la 
mas estudiadas es Listeria 111011ocytoge11es este microorganismo provoca una forma aguda de 
envenenamiento alimentario, su estudio ha proporcionado datos inesperados acerca del mecanismo 
mediante el cual la célula controla Ja polimerización local de Ja actina. Esta bacteria patógena 
penetra por fagocitosis en la célula, entonces secreta enzimas que rompen Ja membrana del 
fagosoma y se liberan en el citosol de Ja célula huésped. Mediante Ja nuclcación de los filamentos de 
actina una bacteria individual se desplaza por el citosol n una velocidad de IOmicras por minuto 
dejando tras ella una cola de filamentos de actina con esto Ja bacteria altera al citoesquelcto que 
actúa como los sistemas de transducción de señales intracelulares. 66·"°· 70 

3.34. CARACTERÍSTICAS DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS. 

Muchas clases de especies bacterias grum-positivas habitan la cavidad oral específicamente 
en Ja placa dental que se encuentra alrededor del diente y sobre las mucosas. Las especies gram­
positivas tienen gran variedad en Ju morfología desde coco hasta bacilos irregulares. Las bacterias 
normalmente son curvadas o torcidas y muchas especies forman filamentos en ramas. El mayor 
genero de este ,§ru~o celular es la familia de los Actillomyces que en la boca se encuentra en grandes 
proporciones. ·63

• 
5 

La ucro-tolcrnncia (la sensibilidad) de bacterias gram positivas se encuentra en rungos desde 
aerobios como el Micrococc11s y los facultativos como Acti110111yces y anaerobios nerotolerantes 
como Lllctobacil/11s. Metabolicamente Ja mayoría de estas especies son fermentativas ~ue producen 
un rango de :ícidos y productos a partir de los carbohidratos (azúcares) y aminoácidos. 4 

·"" 

La característica principal de las bacterias gram positivas es Ja estructura de In membrana 
citoplasmática en la cual se encuentra un polímero llamado peptidoglucano que rodea Ja membrana 
citoplasm:ítica previendo rigidez, forma y estructura además el peptidoglucnno al unirse firmemente 
al cristal violeta es el responsable del color característico de las bacterias gram positivas unte tinción 
de grmn. 

41 TESIS COW 
._FAL1A_.DE ORIGEN 



,., 
Fig. 19. La cstruc/ltra la membrana cel11lar de las bacterias gram positivos cotlliene petidogl11ca110, 

co111po11ente que lo hace reaccionar al cristal violeta en la ti11ció11 de gra111. 
Gcoffrcy M. Coopcr. Tlic cella 111olec11lar approac/1. Mosby. Sccond edilion. 2000.p.p. 

3.35. GÉNERO Acti11omyces. 

1-~s células de Actinomyces son especies irregulares de bacilos muy variables en diámetro, de 
0.5 a 1 micra. Suelen ser muy cortos (1.5 a 5 micras) de largo incluye filamentos de 5 a 50 micras 
frecuenlemcnte muestran ramas arborescentes. Las células se arreglan en simples o en pares en 
cadenas cortas o en grupos. En la tinción de gram las bacterias comúnmente se muestran con 
apariencia granular. Algunas especies poseen fimbrias las cuales juegan un papel importante en la 
adhcrcnciu. 47 .S 7 .ss 

Las especies de Acti110111yces son generalmente anaerobios facultativos y requieren dióxido 
de carbono para crecer, algunas líneas son preferentemente anaerobios. Estas especies tienen un 
metabolismo de fermentación de azucares. la mayoría de los Actinomyccs descomponen el peroxido 
de hidrógeno con excepción de A. viscosus. A. Naeslimdii y A. actinomyces. 47.s7.ss 

Todas las especies crecen bien en agar sangre, infusión cerebro corazón y en un medio de 
thiogycolalos. Un medio especifico para este tipo de bacterias es la infusión cerebro corazón que 
contienen tluoruro de sodio y sulfato de colisteina como agente selectivo. Otro medio usado es el 
agur enriquecido con gelatina con sulfato de cobre y metronidazol para seleccionar a A. viscos11s y 
A. 11acs/1111clii. La rcactividad scrologica de los serotipos dificulta que las especies puedan ser 
separadas por diferentes medios químicos. 39

•
47

•
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El sitio de mayor colonización de Actinomyces es la cavidad oral en humanos y otros 
animales (son el mayor componente de toda la placa dental) se encuentran también en las tonsilas y 
en el tracto genital femenino. Hay especies individuales que causan pérdida de hueso alveolar y 
caries en los experimentos con ratas. Las especies de Actinomyces han sido asociadas con la 
enfermedad periodontal y juega un papel muy importante al facilitar la colonización de 
microorganismos más patógenos. Muy esporádicamente Actinomyces causa actinomycosis en el 
cerebro y abscesos cervicofaciales, conjuntivitis y otras infecciones como cervicitis y endometritis 
en la mujer que usan DIU. La infección de Actinomyces puede ser el resultado de la un trauma o 
mordidas humanas. 29

'
33 

42 TESIS CON 
FALLA DE OIUGEN 



3.36. Actillomyces 11aeslu11dii. 

Esl:I bacteria nombrada en honor a su descubridor Carl Nacslund es aislada de la placa 
bacteriana se le ha relacionado con la periodontitis activa, gingivitis y In formación de caries a nivel 
de los cuellos de los dientes crece en agur sangre e infusión cerebro corazón. En experimentos en el 
laboratorio es capaz de producir periodontitis y gingivitis con nito grado de perdida de hueso 
alveolar. Se identifica como una bacteria gram positiva con fonnn coco-bacilar que puede llegar a 
fommr ramificaciones. •7.s7.ss. 

Acti110111yces 11aes/w1dii se hn implicado en la caries dental a nivel de raíz y en la gingivitis, 
se sugiere que los receptores específicos de la superficie de la membrana son adhesinas que 
determinan la habilidad para colonizar diferentes sitios orales. 

A simple vista las colonias tienen un diámetro de 1 a Smm de diámetro con baja convexidad, 
de aspecto umbilical y con una elevación en su centro, usualmente presenta un color crema. • 7.S7 .ss. 

Cuadro 2. Ficha de identilicnción de los lnborntorios ATCC de Actinomyccs naeslundil 

Nombre de la bacteria: 

Numero de catalogo: 

Responsable del aislamiento: 

Lu ar de aislamiento: 

Responsable de almacenamiento 

Nivel de bio·seguridad 

Tipo de almacenamiento: 

Condiciones de crecimiento: 

43 

Actlnomyces naes/undll. 

ATCC 12104 

Thompson y Lovestedt. 

Seno maxilar humano y boca 
humana. 

A.Howell. 

2 

Congelado en seco. 

Medio ATCC: Caldo Actlnomyces, 
Temperatura: 37.0C 
Condiciones de crecimiento: 

Anaeróbica. 



ltcfcrcncias: 5720 Georg LK et al. Identificntion of species Actinomyces J. 

Bacteriol. 88: 477-490, 1964. . · . . 
6471: Thompson L nnd Lovetedt SA An actinomyces-like orgnnism 
obtained from the human mouth Proc. Staff Mee( Mayo Clin. 26: 169-
175, 1951. . ..·< :: .. '. ·: :· . 
9283: Clocman Rm et al. Actinomyces nae;l.inéúr~s'a~·ngent of, 
human nctinomycosis Appl. Miérobiol; 18:·4~04.26;:1969 PubMed: 

70132200 
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C1111dro 3: Pruebas bioquímicas para 111 idcntlficaión de Actinomyccs nacslundii. 

Identificación de Aclillomyces 11aesl1111dii. 

Motilidad No 
Crecimiento anaerobio Si 
Catalasa No 
Pentidasa amino valina. Si 
Tri psi na No 
Quicio trinsinu. No 
Phosnha midasa Si 
Alfa galactosidasa Si 
Beta Glucoronidasa No 
Alfa l!lucosidasa Si 
X y losa No 
Reducción de nitrutos Si 
Esculina Si/No 
Producción de indol No 
Glucosa Si 
Formación endosnoras No 
Ac. Proninico No 
Ac. Acético Si 
Ac. Láctico Si 
Ac. Succinico Si 
Ureasa Si 
Reducción de nitratos Si 
Arabinosa No 
Glucosa Si 
m-manitol Si 
Rafinosa Si 
Ramnosa No 
Ribosa Si/No 
Oxidasa . Si. 

. Rosan B. Mec/1a11is111s of oral colo11izatio11. Co111e111porary Oral Microbiology a11d ln11111111ology; 
1991, EditorSlots.J, USA. 
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3.37. ADHERENCIA DE Acti110111yces 11aesl1111dii. 

Uno de los primeros pasos en la patogénesis de la enfermedad periodontal y de la caries es la 
adherencia u la superficie. Acti110111yces 11aesl1mdii son bacterias facultativas gram positivas de 
forma lilamentosa, la adhesión de estos organismos u las superficies se debe a las proteínas 
especificas en las fimbrias galactosa tipo 2 y proteínas ricas en prolina, estas estructuras pueden 
promover la adherencia de Ac1i110111yces 11aesl1mdii a otras bacterias, superficies bucales, leucocitos 
y células epiteliales. El tipo 1 de fimbria promueve In adhesión de Acti110111yces 11aesl1111dii a la 
hidroxiapatita embebida en saliva. 47

-'
7
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En la especie Actinomyces naeslundii se han encontrado diferentes serotipos de bacterianos 
que difieren en sus características de adhesión y especificidad de sustrato en In siguiente tabla se 
especifica las características de cada serotipo. 

Cuadro 4. Afinidad de los serotipos de Actinomyces naeslundii. 

SEROTIPO. APRPs• TATERINA. PROTEINAS ORIGEN. 
FIMBRIAS 

. 11aesltmdiiTl4V 3 Si . 

. 11aesl111u/ii L Y7 2 Si. 

. 11aeslt111dii P-1-K 2 Si. 

Unión fuerte. 
Unión moderada. 
Unión débil. 

La aji11idad específica de los c/ifere11tes serotipos de Acti110111yces 11aes/1111dii cambia para cada 
sustrato. _. ·;:;:·'-.- ·:·:· 

B. 11'. I lawki11s /llleractio11 of Acti11omyces 11aéslu11dii strai11s T/4V a11d 1204 with saliva collage11 
a11d fibri11oge11. Are/is. Oral Biol:· 1993,, Vol. 38, No. 6, p.p. 533-535. 

*Protef1Ías ricas ·¿n proli11a: 

La adherencia de los Acti110111yces se ha relacionado con la unión a gl~~;~()s pero cuando se 
encuentra fibrinógeno o colágeno libre en el medio las bacterias se unen a este yno. a·al sustrato 
natural que son las células debido a que las adhesinas responsables de la _adhesión reconocen al 
colágeno y fibrinógeno con mayor afinidad. 47
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. : 

La habilidad de Acti110111yces para adherirse al fibrinógeno y promover su ·colonización a 
~~f,~¡[icies cubiertas por saliva libre es muy importante para el establecimiento de microorganismos. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La enfermedad pcriodontal es el segundo factor etiológico de la pérdida dental en personas 
adultas entre los 30 y 60 años de edad, numerosas investigaciones han sido realizadas con el 
propósito de establecer la etiología de esta enfermedad. Una de las consideraciones más importantes 
es el papel de la placa dental y de los microorganismos asociados, pero In naturaleza exacta de la 
microbiota no ha sido todavía determinada. 

En el presente proyecto se abordó el estudio de un microorganismo gram-positivo 
Acti110111yces 11aes/1mdii y su papel sobre la adherencia en fibroblastos gingivales humanos. Este 
estudio surge de la necesidad de conocer el comportamiento que tiene A. 11aes/u11dii. una bncterin 
asociada con enfermedad pcriodontal (gingivitis y pcriodontitis), sobre fibroblastos gingivales 
humanos. 

Los fibroblnstos son las células predominantes en el tejido conectivo, son !ns responsables de 
la formación de las fibras colágenas y el material extracelulnr amorfo. En el tejido conectivo 
gingival, los fibroblastos, se encargan de In firmeza y elasticidad para resistir lns fuerzas funcionales 
y de la adherencia del epitelio al diente. Ahorn bien, el daño que se produzca en estas células afecta 
directamente al periodonto. 
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S. JUSTIFICACIÓN 

Un capítulo de gran importancia en el desarrollo de la investigación biológica es conocer los 
mecanismos de reconocimiento entre el parásito y el huésped, así mismo es de gran importancia 
idcntilicar cuales son los mecanismos moleculares que conducen a la pérdida de la homeostasis en el 
huésped y consecutivamente al desarrollo de la enfermedad. 

La investigación en el campo que nos ocupa es en particular In odontológica, In cual no está 
exenta de este desarrollo en la investigación de las interacciones parásito huésped, ya que hasta la 
fecha se han identificado al menos 300 diferentes especies de microorganismos que conviven con el 
organismo formando la placa dentobactcriana. 

Esta convivencia bajo algunas condiciones entre las que se incluyen una deficiente higiene 
oral, cambios hormonales, enfermedades congénitas entre otras ocasionan que In homcostasis se 
rompa y la placa dcntobactcriana comience a invadir la porción subgingivnl, y que por las 
condiciones microambicntalcs favorables propicia la colonización de microorganismos anaerobios o 
facultativos entre los que se incluyen bacterias de tipo Gram positivo y Gram negativo. Esta 
colonización provoca el desarrollo de procesos infamatorios conocidos como enfermedad 
pcriodontal, pcriodontitis y gingivitis que conduce en última instancia a In pérdida del órgano 
dentario. 

La pcriodontitis afecta a 8 de cada 10 adultos en el mundo entre las alternativas de 
tratamiento se encuentras técnicas de control de placa y quirúrgicas. 

En el ámbito de la investigación se han realizado un gran número de investigaciones 
tendientes a identificar y caracterizar los microorganismos asociados a la enfermedad pcriodontal y 
otros estudios se han realizado para esclarecer los mecanismos de adhesión entre los 
microorganismos con los diferentes tejidos del parodonto y su posterior colonización de los tejidos 
hasta el desarrollo de la enfermedad. 

Esta investigación señala que Acti11omyces 11aes/1111dii interactúa con los fibroblastos 
gingivales humanos al alterar el citocsqucleto con formación de fibras de stress y abultamientos de 
actina, además se estudiaron las estructuras de adhesión a la célula y su relación con las señales de 
transducción que desencadenan: el daño al citocsquclcto celular y la activación de Erk. 

Lo que se pretende en este estudio es dar un paso en el conocimiento de los mecanismos de 
interacción de Acti110111yces 11aes/i111dii y los componentes del huésped en específico con los 
fibroblastos gingivales humanos. Y ayudar así, al esclarecimiento de la etiología y el papel de la 
microbiota en la enfermedad pcriodontal. 
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6. OBJETIVOS. 

OH.IETIVO GENERAL. 

Determinur como actúa Acti11omyces 11aesl1111dii en los fibroblastos gingivales humunos 
en lu morfología del citocsqueleto y activución de señales intracelulares. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

Curncterizar la adherencia de A. 11aesl1mdii en fibroblastos gingivales humanos. 
Determinar In adherencia por microscopía el~-ctrónica de barrido y transmisión. 
Observar si In adherencia ocasiona modificaciones en la organización del eitoesqueleto. 
Determinar si la adherencia promueve la activación de vías de transducción de señales 
intrncclulurcs. 

7. HIPÓTESIS. 

H. A. Si A. 11aes/111ulii se considera una bacteria pcriodontopntógena entonces se observará la 
adherencia ele forma curso temporal en fibroblastos gingivales humanos .. 
H. O. H. A. Si A. 11acsl1111dii 110 se considera una bacteria pcriodontopatógena entonces no se 
observará la adherencia de forma curso temporal en fibroblastos gingivales humanos .. 

H. A. Si A. 11aes/1111dii adhiere a los fibroblustos gingivules. entonces se observará In reorganización 
del citoesquelcto. 
H. O. Si A. 11aes/1111dii no se adhiere n los fibroblastos gingivalcs. entonces no se observará la 
reorganización del citocsqucleto. 

H. A. Si A. 11acs/1111dii se adhiere a los fibroblastos gingivales humanos entonces se :activarán las 
víns ele transducción de señales intracelulares. -- -
I-1. O. Si A. 1wes/1111dii 110 se adhiere a los fibroblastos gingivales humanos entonces no se activarán 
las vías de transducción de señales intracelulares. 
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8. MATERIAL Y MÉTODOS: 

Equi1>0. 

Microscopio Polivnrcon unidad de florescencia. 
Microscopio coníocal Nikon. 
Computadora Pentium ill. 
Jarra de unuerobiosis. 
Agitador magnético. 
Incubadora para cultivo bacteriano. 
Incubadora de camnra humeda de C02 

Campana de flujo laminar. 

Reactivos. 

Agar Sangre (DIFCO) 
Anlibiótico-anlimicólico (INVITROGEN) 
Cloruro de Potasio (JT BAKER) 
Cloruro de Sodio (JT BAKER) 
Falloidina acoplada a fluoresceína (SIGMA). 
Fosfato Bibásico de Potasio (JT BAKER) 
Fosfato Monobásico de Sodio (JT BAKER) 
Infusión Cerebro Corazón (MERCK) 
Medio Euglc modificado por Dulbccco (INVITROGEN). 
Suero Bovino Fetal (INVITROGEN) 
Goal anti-mouse lgG. Rhodamine conjugaled. (Santa Cruz Biotechnology) 
Goal anti-rabbit lgG-FITC. (Santa Cruz Biotechnology). 
Mouse monoclonal IgG. Phospho ERK-p (Santa Cruz Biotechnology) 
Rabbil Polyclonarl lgG. Phospho PKC (Santa Cruz Biotechnology) 

Material Iliológico. 

Acti110111yces 11aes/1111dii ATCC-12104. 
Fibroblastos gingivales humanos. 

Cultivo Celular: 
Los fibroblaslos gingivales humanos se obtendrán de pacientes que al realizar la historia 

clínica no reporten tener o haber padecido enfermedades crónicas, víricas, infecciosas y además el 
estado de los tejidos bucales no presentar algún tipo de enfermedad. La obtención del tejido gingival 
se realizo durante la extracción de terceros molares. Se realizaron explantes del tejido y las células se 
aislaron y crecieron en un medio de cultivo Eaglc modificado por Dulbccco (DMEM) 
(INVITROGEN) suplementado con 10 % suero bovino fetal (INVITROGEN), 1 % antibiólico­
antimicótico (INVITROGEN) en atmósfera húmeda y en presencia de una mezcla de 95 % aire y 5 
% C02 a 37° C. Se obtendrá una clona de los fibroblastos de acuerdo a su morfología mediante la 
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técnica de dilución. Los ensayos se realizarán entre los pasajes 3 a 10. Pura los ensayos se utilizará 
DMEM libre de antibióticos - untimicóticos 1861 

Bacteriu: 
Acti110111yces 11aes/1111dii (ATCC 12104) se adquirió de In compañía American Typc Cultur 

Collcction se colocó pura su crecimiento durante toda In noche n 37ºC en 5 % de C02 en agur soya 
trip1icascínu (DIFCO) suplementado con hemina (10 µg/ mi) (SIGMA); extracto de levadura 0.1% 
(DIFCO.) Una colonia bacteriana se inoculo en infusión cerebro corazón durante toda la noche a 
37ºC pura la preservación de la bacteria se coloco en alícuotas y se mantendrá a - 85% en 0.5 % 
albúmina sérica de bovino. 0.14 M NaCI (TSBA) y 10 % glicerol. 1801 

Ensayo de Adherencia: 
Se usan dos tipos de cujas: en los ensayos de íluoresccncia y microscopia de barrido se 

utilizan cujas de 24 pozos, cada pozo con capacidad de 500 µmi, y para los ensayos de microscopia 
de transmisión cajas de 6 pozos, cada pozo con capacidad de 1 mi, se hace crecer fibroblnstos 
gingivulcs humanos hasta la semiconílucncia con DMEN con antibiótico-untimicótico y 10% de 
suero bovino fctnl. 

Con la finalidad de poder manipular mejor las muestras para la observación de microscopia 
de ílorcsccncia las cajas de 24 pozos se coloca un cubreobjetos de 1 cm de diámetro. 

En tubos de ensayo con 5ml de infusión cerebro corazón se hace crecer Acti110111yces 
11aes/1111dii a 37 Cº en jarras de unaerobiosis por 72 hrs. Para retirar el sobrenádate se centrifuga a 
3000 rpm por 10 minutos y se resuspende con 1 mi de DMEN sin antibiótico-untimicótico y sin 
suero bovino fcrnl. 

Parn hacer estos ensayos tres horas antes de la infección el medio de los cultivos se cambia 
por DMEN sin antibiótico-antimicótico libre de suero bovino fetal con el fin de permitir la libre 
interacción de la bacteria con la célula. 

La relación de infección entre la cantidad de células y bacterias es de 1:50, aproximadamente 
la cantidad de células en cada pozo de 500 µmi es de 25 000 y en los pozos de 1 mi 50 000, por lo 
tanto se necesitan 1 250 000 y 2 500 000 de bacterias para cada tipo de pozo respectivamente. Para 
medir la cantidad de bacterias que se tienen en el cultivo se mide la absorbancia a 660 nm, sabiendo 
que 0.1 unidades de absorbancia equivalen u 250 000 se hacen los cálculos de concentración y 
volumen con la formula: V 1 x C 1 = V 2 x C 2. En la siguiente tabla se hace un resumen de las 
condiciones de infección: 
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CUADRO 5. CONDICIONES DE INFECCIÓN. 

TRANSMISIÓN. 
Condiciones. Ca as de 6 azos 1ml 

Clase de medio. DMEN sin antiblótico·antlmicótico y DMEN sin antiblótlco-antlmlcótlco y 
suero bovino felal. suero bovino fetal. 

!volumen de medio. 500 µmi. 1ml 

!crecimiento del cultivo. Semlconfluencla. Semlconfluencla. 

!Relación de bacterias- células. 1a50 1a 50 

!cantidad de células. 25 000. 50000 

lcanlidad de baclerlas. 1 250 ººº· 2 500000 

!Tiempo de Infección. 60 mln. 60mln. 

!Numero de ensayos. Por triplicado. Por triplicado. 

Tinción de actina. 
Al tém1ino de Ja infección las células se lavarán en tres ocasiones con buffer de fosfatos 

salino y se pcm1cabilizarán en buffer de fosfntos salino adicionado con 0.1% de triton X-100 durante 
cinco minutos, las células se teñirán con 5 µg/ml de fnloidina acoplada a íluoresccfna durante 30 
minutos a 4 ºC . Los cubreobjetos se lavarán durante tres ocasiones con buffer de fosfatos salino y se 
montarán para ser observados por fluorescencia en microscopio Reichert-Polyvar. Los ensayos se 
realizarán por triplicado.C7•.• 1> 

Amílisis de la udhcrencia por microscopia electrónica de barrido. 
Después de Ja infección se realizan tres lavados con buffer de fosfatos salino estéril para 

eliminar las bacterias en exceso, se fija con glutaraldhcído en buffer salino de fosfato por 30 minutos 
4°C. Lu muestra se procesará para Ja observación de microscopia electrónica de barrido marca Jeol. 
No. 5410 Jow vaccum. Los ensayos se realizarán por triplicado y se colocará un campo 
representativo de Ja observación. <59

> 

Análisis de Ja ndhcrenciu por microscopia electrónica de transmisión. 
En este ensayo las células se crecieron en cajas de cultivo al término de Ja infección se 

lavaron durante 3 ocasiones con PBS con el propósito de eliminar el exceso de bacterias y se 
procesaron para su observación en microscopio electrónico de transmisión marca Jeol l 2EX2. Los 
ensayos se realizarán por triplicado.<44

> 
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Ensayos de innmnohistoquímlca ¡>ara la detección de componentes de transducción de señales. 
En el ensayo las células se crecerán en cajas de cultivo de 24 pozos con cubreobjetos hasta la 

coníluencia. Se realizaran los ensayos de curso temporal con una proporción de infección 1:100 de 
Acti110111yces 11aes/111u/ii, por cada célula 11 continunción lns muestras serán fijadns con 
paraformnldchído por 30 minutos. Las células se permeabilizar con Tritón XlOO al 0.1% por 5 
minutos se retirara con varios lavados de PBS y se agrega el primer anticuerpo por una hora (anti­
ERK). al terminar este tiempo se vuelve a lavar y se agrega el segundo anticuerpo en la oscuridad 
por una hora. Para poder observar esta muestra se deben montar los cubreobjetos con resina y ser 
observados en microscopio de íluorcscencia.'781La observación de las muestras tratadas para 
íluorcsccncia serán observadas en el microscopio confocal con el fin de mejorar la calidad del 
registro y su mejor almacenamiento. 

Tipo de ensayo. 
Experimental. prospectivo. comparativo. 

Cuadro 6. Variables de ensayos. 

Caja de 24 pozos. 
ENSAYOS DE FLUORESCENCIA.• 

!Pozo. !Descripción. !Anticuerpo. !Fluroruloro. \T;empo. 1# Células. 1# Bacterias. !Relación 1 
CeVBac 

1 Control. Aclina. Fluoresceína. 60min. 25000 
2 Infección An. Actina. Fluoresceina. 60min. 25 000 1 250 ººº 1a50. 
3 Control. Aclina. Fluorescerna. 120min. 25000 
4 Infección An. Actina. Fluoresceína. 120min. 25000 1 250000 1a50. 
5 Control. Erk. Rodamina. 60min. 25000 
6 Infección An. Erk. Rodamina. 60min. 25000 1 250 ººº 1a50. 
7 Control. Erk. Roda mina. 120min. 25 000 
8 Infección An. Erk. Rodamina. 120min. 25000 1 250 ººº 1a 50. 

ENSAYOS DE MICROSCOPIA DE BARRIDO.• 

Pozo. Descri ción. Tiem o. #Células. # Bacterias. Relación CeVBact. 
9 Control. 120min 25000 
1 O Infección An. 120min. 25000 1 250 000 1 a 50. 
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ENSAYOS DE MICROSCOPIA DE TRANSMISIÓN.• 

!Pozo. !Descripción. !Tiempo. 1# Células. I# Bacterias. !Relación CeVBact. 

1 Control. 60 min. 50000 
2 Infección An. 60mln. 50000 2500 000 1 a SO. 
3 Control. 120 mln. 50000 
4 lnfocclón An. 120mln. 50000 2 500 ººº 1a50. 

Cada ensayo se realizo por 1r1p/1cado. 

Método de recolección de datos. 

Con la obtención de imágenes se realizaron en dos fonnas por medio de microfotografías 
convencionales con microscopio Polivar con unidad de fluorescencia con película Fuji color asa 
1800 y por la obtención de imágenes digitales en el microscopio confocal NIKON. Todos las 
fotogrnfías fueron procesadas digitalmente como archivos tipo JPG, PIC y TIFF que resuelve 
muchos de los problemas de calidad de imagen digital. Al observar imágenes control y de ensayo se 
encuentran las diferencias rápidamente ya sea por la localización (translocación al núcleo) y 
aumento de señal. 
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9. RESULTADOS. 

Uno de los más imponantes pasos para la infección bacteriana sobre un organismo es la 
adhesión ya que este es el primer paso para colonizar una superficie. La principal enfermedad 
responsable de la pérdida dental es la pcriodontitis cuyo agente causal principal es el acúmulo de 
bacterias. Entre este gran conjunto de bacterias llamada placa bacteriana se ha identificado a 
Ac1i110111yces 11aes/1111dii el cual tiene gran imponancia en la transición de una micronora amigable a 
una destructiva, su papel de eslabón entre las especies endémicas y las virulentas no se conoce del 
todo. 

En la figura 20 se muestra una tinción de gram de Ac1i110111yces 11aes/111ulii que corresponde 
a una bacteria gram-positiva. En los ensayos de resiembra se prosiguió realizando la tinción de gram 
y de igual forma se realizaron las siguientes pruebas bioquímicas: Catalasa (-) fermentación de 
xilosa (-). glucosa (+), manito! (+), raffinosa (+)y arabinosa (-} y oxidasa (+)con el propósito de 
corroborar la pureza de los cultivos. 

ldenlilicuci<in de Acli110111yces 11aes/1111dii por medio de linci<in de Gram. 

Fig. 20. Ti11ció11 de Gram de Ac1i110111yces 11aes/1111dii. 
La f(~ura mue.\·tra la ti11ció11 de las bacterias correspondiente a gram positivo. Las bacterias 

11111es1rcm 1111a 111orfología irregular y 111icelar. La barra representa un aumento JOOx. 

Ensayos de Adherencia de A.nacslundii en fibroblastos ginglvalcs humanos: 
Con la finalidad de identificar la adhesión de A. 11aes/1111dii se hicieron tres tipos de ensayo de 

adhcrcnciu: microscopia de nuorescencia para actina, microscopia electrónica de barrido y 
microscopia clcctrdnica de transmisión. todos estos experimentos se realizaron con en una relación 
1 :50 células pnr bacteria con tiempos de infección de 60 min. y 120 min. 
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En la .Jigura 21 se muestra la microscopia electrónica de barrido de los fibroblastos 
gingivalcs humanos infcclados con A.1uu•s/111ulii. como se observa en el conlrol (A) en la superficie 
de las células se dislinguc la liberación de fibras de colágena y en la figura 22 al infectar estas 
células con el mencionado rnicroorganismo observamos que las bacterias se asocian a la superficie la 
célula una que se produjo este coniacto inicial las bacterias forman agrupaciones entre sí sobre la 
superficie de las células. 

Fig. 21. St• mw•stra ilua¡:cn por microscopia t•lectrónica <le barrido en 1111 a11111e1110 de 5000x la 
s11perftcie de los jibrob/astos gi11giva/es hu11uu1os e11 co11dicio11cs contrnl. l..<1 jleclza indica 

procl11cció11 dt• colá~e110 propia de estas células 

Fig. 22. Se nwestra i111agl'll por microscopia electrónica ele barrido /u infección de A. naeslwulii 
sobre /osjibrohlas/os gingivales Jwma11os e111111 a11111e1110 de 5000x. Lasfleclras indican /a 

inreracci<Jn de Actinomyces 11aesl1111dii sobre la superficie de la célula 
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Fig.23. Eu esta imagen de microscopia electrónica ele barrido se obsen•a la adherecia que existe 
entre las 1nis11ias bacterias. 

Microscopin clccln)nica de lransn1isión. 

En la micrsocpia elcclrónica de transmisión se muestra el con1acto que se produce entre la bacteria y 
la célula en donde se mucslra que en la adherencia cslún involucrados los filamentos celulares (Fig. 
24.) 

Fig. 24.Ñficro.\·copia electrónica ele tra11s111isió11 defibroblasros gi11givales h1111u111os infectados con 
A.11ae,s/1mdii. 

Se 1111uwtra i111agen por microscopia electrónica ele transmisión la adhesión que existe entre Ja 
superficie bacteriana y la del fibroblasto gi11gil'a/ hw11a110. L.afecha indica el sirio de interacción 

emre las dos células. 
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Microscopia de campo claro y fluorescencia. 

Al observar que existe ahdeherecia entre la bacteria y la celula es de suponer que están 
involucradas las fibras del citoesqucleto por lo que proseguimos a caracterizar si las fibras de actina 
están involucradas en la adhesión. En los ensayos de fluorescencia para actina se observaron In 
formación de fibras de stress y abultamientos de actina, situación que es de mucha importancia para 
la forma y función de la célula (Fig. 25). Con la modificación del citoesqucleto se modifica la forma 
y función celular y se infiere que sucede un hecho de importancia en el fibroblasto por medio de 
anticuerpos Anti-Erk y rodamina acoplada se observa In inminente translocacion de Erk al núcleo, la 
activación de esta vía involucra la fosforilación de una gran cantidad de proteínas y In transcripción 
de genes relacionadas con la división celular. 

Fig.2./. E11 la imagen A y B se muestra 1111fibroblasto gingival humano en microscopia de campo 
claro y co11 li11ción para actina en condicio11es control. Las flechas indican el trazado liso y 

homogéneo de las fibras de aclina. 
La image11 C y D se refiere11 a 1111 ensayo de i11fección por Actinomyces naes/undii en C en campo 

claro y en D con microscopíafluoresceme para actina. Las flechas indican como los lugares donde 
existe mayor adherencia de la bacteria y donde existe la formación de fibras de stress y 

abultamientos de actina. 
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Microscopia confocal en ensayos para Erk-p. 

Fig. 25. Imágenes dejibroblastos tratados con anti-Erk-p., A) en cond1cf•mes control y B) con 
infección por 60 min, el cambio .de señal en el núcleo demuestra que la adhesión de Aclinomyces 

naeslundii causa la trasnlocación de Erk-p hacia el núcleo. 
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Microscopia confocal pura Erk-p y actina en ensayos control. 

Fig.26 .. u1s imagl'lles A y B muestran la relación de los marcajes para actina y la expresió11 de Erk­
p en co1u/ic:io11es co111roli. En la i111age11 A las flechas nmcstran la estructura de acti11a marcada con 
faloidi11a, obsenoe la reg11lridad de las fibras de actina. En la imagen B las flechas la presencia de 

Erk-p C/I el citoplasma, la imagen e es la 1mion de la i111age11 A y B donde se aprecia con mas 
facilidad la relacion elllre el macaje para actina y Erk-p. 

Microscopia conf'ncal para Erk-p y actina en ensayos de iníccción. 

F'ig. 27. La.\· i11u1.~e11es A y B n1uestra11 la relación de los marcajes para actina y la expresión de Erk­
p ante la i11fecciá11 de l\cti110111ices 11aeslu11dii. En la in1age11 A las flechas 111uestran la estn1ctura de 
ac1i11a 111arcada co11faloidina, observe /as fibras de stress y ab11ltamie111os de actina. En /a imagen B 
/asjl<"chas im/ica11 /a 1ra11slocacion al núcleo de Erk-p, e11 /a imagen C es la 1111io11 de la i111age11 A y 

IJ donde .\·e aprecia co11111asfacilidad la relacio11 entre el macaje para acti11a y Erk-p. 
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En la jig11m 26 se muestra imágenes de los marcajes para actina y Erk-p en condiciones 
control, la expresión de Erk-p en el citoplasma y en el núcleo la atribuimos a una situación 
constitutiva necesaiia para In sobrévivicncin de In célula, en cambio en lajigura 27 In expresión de 
Erk-p en condiciones de. infección se concentra en el núcleo con lo que cumple con su papel de 
factor de transcripción. 

10. DISCUSIÓN. 

Los resultados del presente estudio han confirmado la importancia de la adhesión como un 
factor que altera a la célula en forma y función. La actividad del citoesqueleto revelada ante la 
nuoresccncia señala que la adhesión va mas allá de In interacción de las membranas celulares lo que 
provoca cambios moleculares. 

Muchos autores como Keith 14
• Samaranayakc 16

• Huthcins 33 han comprobado que la 
adhesión bacteriana causa modificaciones en la célula, estas alteraciones aún no se comprenden 
totalmente, pero se entiende la importancia de In presencia de receptores específicos como 
integrinas, adhesinas, lcctinas y muchas otras moléculas que se necesitan en el reconocimieto de 
proteínas especifícas de la membrana y de la bacteria. Los estudios de Gibbons 12

• 
15

•
20

• reportan que 
la adherencia en las superficies bucales no es un hecho simple, es en realidad un conjunto de pasos 
donde se necesitan proteínas especiales llamadas PRP (proteínas ricas en prolinn) y receptores 
ll:imados criptotopes, estas moléculas permiten una unión con mayor afinidad entre In bacteria y la 
célula. 

Desde 1997 se ha comenzado a entender In importancia que tiene el citoesqueleto en la 
célula, hecho demostrado en estudios de plaquetas, macrófagos, eritrocitos y fibroblastos. 22"º· 
32

•
36donde se muestra que las alteraciones en el citoesquclto modifica de la forma y la activación de 

cinasus. 
Existen muchos conceptos nuevos y otros que se ignoran acerca de la estructura y 

comportamiento del citoesqueleto, el cambio de temperatura, fuerza iónica y la presencia de factores 
de crecimiento intervienen en la forma y función de este órgano. El citoesqucleto es una estructura 
en continua modificación que organiza a los organitos, modifica la forma y es responsable de 
movimientos celulares, todos estos papeles le confieren gran importancia al citoesqueleto. La 
adhesión de Acti110111yces 11aes/111ulii es responsable de la formación de fibras de stress y 
abultamientos de actina que se relacionan con la actividad de proteínas, estas alteraciones deben 
modificar la capacidad de división y función celular y muy posiblemente activar apoptosis y muerte 
celular, situación que convergerá hacia la presencia de enfermedad en el tejido. 

Investigadores como Hutchins•J.33
, White 22

, Roberts D. 41
, que estudian el desensamble y 

estabilización del citoesqueleto entienden que la forma y función de las células esta soportada por 
este órgano. Agentes químicos como colchieina, vincristina y otros alcaloides modifican el 
citoesqueleto de tal forma que células discoides se presentan como esferas. Como resultado de este 
experimento se encontró que la modificación del citoesqueleto por medio de la adherencia de 
Acti110111yces naeslwulii se representa como la formación de adhesiones focales, fibras de stress y 
abultamientos de actina, esta actividad debe modificar la forma, movimiento y función celular como 
fue observado en los estudios de Keith C1 4> sobre la adhesión de Actirwbacillus 
cu...·ri110111ycetemcv111itc111s. 
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La translocación de factores como Erk se han relacionado con la actividad de la división 
celular y con la presencia de mayores actividades de fosforilación, en nuestro expcrimenlo la 
translocución al núcleo es evidente y además con datos anteriores se comprende que existe aumento 
de Ju fosforilución ante Ju infección de Ac1i11omyces 11aeslu11dii este hecho nos hace deducir que 
existe Ja necesidad de Ju célula para sobrevivir y dividirse. La actividad celular ante la infección 
seguramente no solo se reduce a la activación de una sola proteína, la transcripción de genes 
involucrados con otras vías debe suceder como en los resultados de Steven L. 126

', Xingming Deng 
1 32

' Pao-Li 30
• ellos reportan con otro modelo de infección que Ja actividad celular se modifica en su 

totalidad. La actividad del citoesqueleto y la translocación de Erk indica que esta bacteria no es tan 
inocua como se cree actualmente. Aunque Ju mayoría de las infecciones agudas se encuentmn 
bacterias grumnegativas las grampositivas deben ser estudiadas con más cuidado tanto por clínicos e 
investigadores. 

Aunque la importancia del estudio de Acti110111yces 11aesl1111dii no se relaciona 
específicamente con las etapas mas avanzadas de la enfermedad pcriodontal48,tiene un rol importante 
en las fases tempranas, es la bacteria que se une a las superficies bucales y posteriormente a través 
de ella otros organismos con mayor patogenicidad se adhieren, colonizan y son capaces de destruir 
tejidos. Posiblemente la actividad de A. 11aesli111dii sobre los fibroblastos gingivales humanos causa 
en el área de infección la presencia de células de defensa que anticipan la presencia de bacterias mas 
pcl igrosas. 

En la mayoría de la literatura se hace mayor importancia a la adhesión de Acti11omyces 
11aesl11mlii sobre las superficies dentales y se hu restado relevancia a la adhesión con las superficies 
de tejidos blandos donde la célula mus abundante es el fibroblasto el cual produce colágeno y 
fimbrina, estas proteínas dan forma al tejido y son el sustrato de adhesión pura muchas bacterias que 
necesitan reconocer receptores específicos para iniciar Ju colonización. El medio de adherencia para 
Acti110111yces 11aes/111ulii son sus fimbrias galactosa tipo 2 y del lado celular el receptor mas posible 
es uno que tenga relación con el citoesqueleto, el mas indicado son las integrinas las cuales son 
proteínas dimcricas transmembranalcs que en su porción interna se encuentran unidas a los 
filamentos de uctina, los sitios de unión entre la bacteria y la célula se reconocen también como 
adhesiones focales las cuales están involucradas con la transmisión de señales desde la matriz al 
citocsquclcto. 44

""
6 

u1 evolución ha permitido la diversificación de diferentes formas de adhesión para los 
organismos con la finalidad de disminuir la competencia por un solo receptor y/o sustrato, por el otro 
lado la célula se ha modificado creando estructuras complejas (como el citoesqueleto) que permiten 
una rápida reacción ante el agresor, como lo es la fosforilación de Erk y otras proteínas. 

El proceso de la adhesión es un conjunto de pasos que aun no se comprenden en su totalidad 
pero se acepta que es el primer suceso para el establecimiento de la infección, con Ju continua 
investigación se podrá desarrollar fármacos o procesos por los cuales se controle la adherencia. El 
estudio microbiológico y bioquímico de la relación de bacterias y el cuerpo humano es un intricado 
camino donde se debe comprender que una bacteria en circunstancias normales no se encuentra 
aislada pero si en un ecosistema muy complejo y difícil de estudiar, además las bacterias mas que un 
enemigo pueden ser la solución a muchos problemas de salud. 
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11. CONCLUSIÓN. 

El resultado de esta investigación sustenta las siguientes conclusiones: 

J. lÁI tul/1csió1i bt1clcria11a de Acli110myces 11aesl1111dii s11cede sabre losjibroblastos git1gi•ales 
/111111a11os. 

2. /..a adhesión tic Acti110111yces 11acsl1111dii causa alteraciones i111porta11tes e11 el 
comportamie11to del ciloesq11cleto como la for111ació11 de fibras de stress y 

·ab11ltm11ie11tos de acti11a e11 los lllgares de adhesió11 bacteria11a. 

3. /..a expresw11 tic Erk-p se modifica al tra11slocarse al mícleo allle la itifecció11 de 
Acti110110111yces 11aesl1111dii. 
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3. ANEXOS. 

12.1.MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO. 

La microscopia a campo clara es por mucha la más usada en todo el mundo con una gran 
diversidad de aplicaciones. En términos generales la microscopia de campo claro se basa en la 
capacidad de la luz (fotones) de tnispasar cuerpos opacos que han sido cortados en delgadísimas 
capas, al ser observadas al microscopio los lentes aumentan el tamaño de la imagen permitiendo 
observar las estructuras que componen la muestra. 44

.4S Pani mcjonir la observación de la muestra se 
usan tincioncs las cuales se unen a cierto tipo de tejidos permitiendo otorgando un contmsle entre 
tejidos. 

12.2. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN. 

Se usa con el fin de estudiar las estructuras internas celulares pero el lugar de usar fotones y 
lentes como en la microscopia tradicional se usan electrones y electro magnetos. La resolución de 
este microscopio es mucho mayor que el del microscopio de luz, puede llegar a ver estructuras de 
tamaño molecular como proteínas y ácidos nucleicos. Sin embargo el haz de electrones no penetran 
la superficie de la muestra y por lo que se bebe hacer cortes más profundos. En la microscopia 
convencional la ayuda de las linciones es muy importante, en la microscopia electrónica de 
transmisión se usu ácido osmico, permanganato, uranio, lantanio o plomo. 4-l.4S 

12.3. MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE BARRIDQ. 

Es una ultcmutiva a la técnica anterior pero en esta se tiene la característica que solo se 
permite observar la superficie de la muestra, la muestra se cubre con una delgada capa fina de oro 
u otro metal muy pesado. Es haz de electrones es dirigido a la muestra la cual barre la superficie y 
es reflejada devuelta a una pantalla, se obtiene un gran rango de aumentos desde 15 hasta 100 OOOx 
pero solo en la superficie del objeto. 44

·" 

12.4. MICROSCOPIA CONFOCAL. 

La microscopia fluorescente puede ser combinada con el análisis de imagen que obtiene 
imágenes en tres dimensiones. Un pequeño punto de luz, emitida por un láser, es ajustada sobre el 
espécimen la fluorescencia emitida es recolectada usando un detector parecido al usado en las 
cámaras digitales o de video. Antes que la luz sea emitida el detector debe llegar a través de un hoyo 
(llamado apertura confocal) colocada precisamente en el punto donde la luz es emitida con la 
abertura de diafragma seleccionada finalmente la luz alcanza la muestra en un plano enfocado para 
comenzar el escaneo del espécimen, generando dos imágenes dimensiónales que se unen en una 
sola para dar la perspectiva de profundidad. Aún mas se puede obtener una serie de imágenes 
lomadas desde diferentes puntos para reconstruir una imagen tridimensional de la muestra. 44

•
45 
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12.5. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA. 

La microscopia por medio de fluorescencia se establece en bases fundamentales de la física y 
~~.Jr,.~uímica, parn entenderla se deben explicar primero los siguientes conceptos. 

F/uororesce11cia- Propiedad de los cuerpos que al ser expuestos n los rayos Uv. 
o a luz visible emiten luz de longitud de mayor que los rayos 
Incidentes. 

Fluoroforo.· Compuesto químico qu.c emite una longitud de onda diferente a 
In que recibe. 

Epijloresce11cia.- Procedimiento de iluminación en la observación de muestras en 
microscopio en donde In luz proviene por el objetivo. 

Las pruebas de fluorescencia permiten detectar una partícula o componente de un complejo 
de moléculas en células fijadas e incluso en células vivas. 

El proceso de emisión de íluorcscencia resulta de 3 pasos que ocurren en ciertas moléculas 
(generalmente hidrocarburos poliaromáticos o hcterocíclicos) llamados fluoroforos o tintes 
fluorescentes. Una prueba de fluorescencia esta diseñada para localizar una región específica de un 
espécimen biológico a respuesta de un estimulo específico. El proceso de fluorescencia comprende 
tres pasos: · · 

/'aso l. 
Acli\•ación. 

Un fotón de energía X es emanado desde una fuente externa que puede scr·úita lámpara 
incandescente o un láser que es absorbido por el fluoroforo creando.·u·nestado ·eiectrónico de 
excitación. Este proceso distingue la fluorescencia de la quimioluminisencin en .In cual el estado de 
excitación es creado por una reacción química. 81 

· · 

Paso2. 
Estado de excitación, tiempo de vida 

El estado de excitación existe por un tiempo finito durante este tiempo el íluroforo tiene 
cambios conformacionalcs y puede tener infinidad de posibles interacciones con medios 
moleculares. Este proceso tiene dos consecuencias importantes. Primero la energía emanada es 
parcialmente perdida llegando a un estado mas relajado de energía. 81 

/'aso 3. 
Emisión de fluorcsccncin 

Un fotón de energía es emitido provocando que el estado de energía regrese a un estado mas 
bajo de energía. 
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La disipación de energía durante el estado de excitación, In energía de este fotón es más baja 
y con una longitud de onda mas larga que la excitación del fotón. 81 

12.7. TÉCNICA DE INMUNOHISTOQUÍMICA. 

Al terminar el tiempo del ensayo de adherencia se elimina el medio de cultivo y se aplica 
solución fijadora Pf'A * por 30 minutos, se lava con PBS por 5 ocasiones y se permeabilizan las 
células con 20 µmi de Tri ton x-100 al 0.1 % por 5 minutos, se lavan las muestras con PBS.-: pH 8 por 
5 ocasiones. En el caso de las tinciones para nctina, las muestras se tiñeron con phalloidina acoplada 
a fluoresceína por 30 minutos a 4 ºC. Para los ensayos de Erk se aplico 2µml de aniic'liérpo disueltos 
en 3µml de PBS pl-18por60 min. a 4°C. .. . '·· ::·•:(•:. 

Se lava con PBS pH 8 por 3 ocasiones y se coloca en la oscuridad una sÓluéión de 3 µmi 
rodamina anti-mausc y 3 µmi de PBS pH 8 por 40 minutos. , ... ·., , ... · · .. ·: . 

Para montar las lentejas, se aplica una gota de resina Epoxi sobre u·n cubreobjetos. Se lleva In 
muestra sobre el cubreobjetos de tal forma que la cara donde crec.ieron. his'células este en contacto 
con el ponaobjetos. Se espera 2 horas para poder observar al microscopio.:'Para·el nlÍnacenamicnto 
se debe guardur en la oscuridad a 5° C. ' 

*Solución paraformalde/Jido. (PFA.) 
Con agitación se calienta 25 mi de agua a 60 ºC se adiciona 2 gr de paraformaldehido, se 

agrega 3 gotas de NaOH IN, dejar enfriar y adicionar 15 mi de agua y 10 mi de PBS. 

12.8. TINCIÓN DE GRAM. 

J»rocedin1icnlo. 

1- Se enciende el mechero Bunsen. 
2- Se calienta el asa bacteriológica al rojo vivo. 
3- Se abre la caja pctri con el cultivo. 
4- Para enfriar el asa se toca con el gel. 
5- Se toma una colonia bacteriana que se lleva al ponaobjetos. 
6- Se coloco 5 fllnl de agua sobre la colonia en el ponaobjetos. 
7- Con el asa se dispersa homogéneamente sobre el portaobjetos. 
8- Para fijar la muestra con el mechero se aplica calor. 

A partir de este p111110 el procedimielllo se hace en la tarja. 

9- Se aplica tres gotas de solución cristal violeta* sobre la muestra por 5 minutos. 
1 O- Se aplica solución de yodo* por 20 seg. 
11-Sc coloca solución decolorante* hasta que deje de emitir cristal violeta. 
12- Se lava con agua. · 
13- Se aplica tres gotas de solución de safraninn* por 5 min. 
14-Sc lava con agua. 
15- Se seca con ayuda del calor del mechero se seca la muestra. 
16- Se observa al microscopio. 
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*En es/e procedi111ie1110 .\·e 111i/iza /res solucio11es que son: cris1al violeta, yodo, tlecoloranle y 
safri11i11a; la fornw de prepáralos e~· como sigue: 

So/11ci<i11 cristal •'iolela. . . . ·.: .· . . . >.: .-. .... " .:: -; . .·. :. . . • . 
Pura hacer la solución de cristal violeta se disuelve2 g(de cristal violeta en 20 m.1 de alcohol 

etílico o metilico ul 95 %, y en otro recipiente éo~··80ml:'de,)1gua,se disuelve 0.8 gr de oxalato de 
amonio para finalizar se mezclan las dos soluéiones.(~~/;;:i·}';<;:: :'. :'.':;,:_'Yci:: \: ·/':'I> .. J ~,- . 

So/11ció11 de yodo. . , :-( ;C '<~; ~·;.:,~;: ?.:· 
1 
~ T , ., . . . 

Pura hacer la solución de yodo se .utiliz·a 3_00 ffi¡' en"étonde' s'e _disuelve l 'g'r de ctistnl de yodo 
y2grdeyodurode potasio. , :>;' .:}', ··,;3· ',:;·:e:!;'?· ~:~: .. ,. ·•' 

·>-•,/ <-.<~t·::·, o;t:'. ;,;,:?j·~'··" (~· 

So/uCÍÓ/I de tleco/ora11/e. . . . . , ... , .. , " ''''..'"' " ,'.": '" .". . ':'· :· '' 
Se mezcla partes iguale~ de_nceto~~.>:~lcohol .ni 96%:_ 

........ __ : '-,,--) 

Solución de safra11i11t;. , . , ,. , . . . . . : . , 
Esta solución s~ _hace 0.5 % de safranina en ngun bidestiluda. 

12.6. MEDIOS DE CULTIVO BACTERIANO. 

En este experimento se usaron dos medios de cultivos bacteriano: infusión cerebro corazón y 
infusión cerebro cornzón y agur base sangre. 

INFUSIÓN CEREBRO CORAZÓN. 
El agur infusión cerebro corazón es un medio completo usado para el cultivo de una gran 

variedad de microorganismos difíciles de crecer, Roseburg Epps y Clark anunciaron que este medio 
se debe usar con 2% de agar siendo mas satisfactorio que otros medios para el aislamiento de 
Acti110111yces israelí. La incubación en atmósfera al 5% de dióxido carbono es necesaria para 
mejores resultados. 

Co1npusición: 

Ingredientes por litro. 
Infusión de caldo de cerebro 200 gr. 
Infusión de corazón de buey 250 gr. 
Peptona proteasa 10 gr. 
Dextrosa :! gr. 
Cloruro de sodio 5 gr. 
Fosfato di sódico 2.5 gr. 
Acto agur 15 gr. 
pH final 7..1 a 25° C. 
Una libra rinde 8.7 litros de medio final. 87

• 
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l\1étodo de prcpnrnción. 
Suspender 52 gr en un litro de agua destilada o desionizada y calentar hasta disolver 

complcu1mcnte. Eslcrilizar en el autoclave pór,15 minutos ca 15 libras de presión. Dispensar y 
enfriar. 

El polvo deshidratado es homogéneo y de fácil :volatilidad. 87 

BASE AGAI{ SANGRE. 
La base de agur sangre es un medio cn'lnfusión el cual puede agregarse sangre para aislar y 

cultivar microorganismos difíciles de crecer._Además lmi reacciones hemolíticas debido al cambio 
de pH se muestran como zonas translucidas a verdes. 87 

Composición. 
Infusión de corazón de buey 500 gr. 
Triptosa 1 O gr. 
Cloruro de sodio 5 gr. 
Agur 15 gr. 
pH linal 6.8. 

Una libra rinde 11.35 litros de medio simple. 

l\·létodo de prcpurución. 
Suspender 40 gr en un litro de agua destilada o desionizadu calentar para asegurar que se 
disuelva completamente. 87 

Esterilizar en auloclave por 15 minutos a 15 lbs enfriar a 45-50 ºC. 
Agregar 5% de sangre esterilizada y desfrinilada a temperatura ambiente mezclar bien. 
Distribuir en cajas pctri o tubos y dejar gelificar. 87 

12.9. PRESUPUESTO. 

El presente proyecto de investigación fue financiado por la Dra. Gloria Gutiérrez Vencgas, 
jefa del laborutorio de Bioquímica de la División de estudios de Posgrado e Investigación de la 
Facultad de Odontología y recursos del proyecto PAPIME. 
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