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1. RESUMEN.

La adherencia bacteriana es el primer paso para la colonizacién y posterior infeccién de una
superficie bucal teniendo un papel crucial en la presencia de salud o enfermedad. ‘424557 Enyre las
enfermedades bucales més generalizadas cntre la poblacién existe la gingivitis y la periodontitis 5%
la cual tienc una ctiologfa relacionada con ¢l acumulo de microorganismos en un conglomerado
llamado placa bacteriana que en su conjunto produce la destruccién de los tejidos de soporte del
diente asf como ¢l desarrollo de carics dental ** La placa dental esta formada por mas de 300
especies de bacterias cada especie juega con un papel importante en la ecologia de la boca 0 entre
este gran grupo se ha encontrado a la especie Actinomyces naeslundii que sc identifica como una
bacteria de forma morfologfa irregular y micelar, gram positiva, anacrobia facultativa, esta bacteria
tiene caracterfsticas especiales que la involucran especialmente en las primeras fases de la
cnfermedad periodontal.

En csta investigacién se¢ cstudia las alteraciones que existen en ¢l efecto de adhesién de
Actinomyces naeslundii en los fibroblastos gingivales humanos por medio de la infeccién de
Actinomyces naeslundii. Cuando la bacteria se¢  adhiere a la célula lo hace por diferentes medios
entre estos s¢ cncuentra la asociacién a receptores especificos Hamados integrinas las cuales tienen
conexiones con ¢l citoesqueleto que se encucntra formado por actina y cuya funcién es proveer
forma, estructura, funcién y movimiento a la célula. Una forma de observar la estructura de los
filamentos de actina es mediante la utilizacion de faloidina acoplada a fluoresceina.

En nucstros ensayos de infeccién con Actinomyces naeslundii en los fibroblastos gingivales
humanos sc realizaron ensayos dec microscopfa elcctrénica de barrido, microscopfa electrénica de
transmisién, y marcaje especifico de fluorescencia para actina y Erk.

Como resultados encontramos que la infeccién  de Actinomyces naeslundii en cultivos
celulares de fibroblastos gingivales humanos conduce a que las bacterias se adhieran, esta
adherencia se produce por medio de una interaccién entre la superficie celular y la bacteria que
verificamos por medio dc la miscroscopia de transmisién, por otra parte la adherencia ocasiona que
las células presenten fibras de stress y abultamientos de actina que se distribuyen a lo largo de la
célula. Por medio de ensayos de anticuerpo acoplado a fluorescencia se verifico que la célula
reacciona ante la infeccidn activando sefiales intracelulares por medio de la translocacién -al niicleo
de Erk, csta sefial es de suma importancia para la célula ya que indica la fosforilacién de muchas
proteinas y Ia modificacién de la forma y funcién del citoesquelcto.
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2. INTRODUCCION.

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

Durante toda Ia vida, todas las superficics del cuerpo cstdn expuestas a la colonizacién por
una amplia gama de microorganismos. En general, la flora microbiana establecida vive en armonia
con el huésped. La renovacién constante de las superficies debida a la descamacién previene la
acumulacién de grandes masas de microorganismos. La acumulacién y ¢l metabolismo de las
bacterias sobre las superficies bucales estdn considerados como la causa primaria de caries dental,
gingivitis, periodontitis, infecciones periimplantares y estomatitis. *®

La capacidad dc adherirse a las superficies ¢s una propiedad general de casi todas lus
bacterias depende de una intricada serie  de interacciones, a veces muy exigentes, entre la superficie
por colonizar, los microorganismos y ¢l medio liquido.

Las primeras bacterias en colonizar las superficies bucales son cocos grampositivos y
anacrobios facultativos, en la scgunda fase se establecen los bacilos grampositivos, y en la ultima
etapa predominan los filamentos grampositivos, especialmente los Actinomyces Sobre la
superficic de la membrana citoplismica de las bacterins grampositivas existen receptores que
permiten la posterior adherencia de bacterias que tienen menor capacidad de adherirse directamente
como las gramnegativas. *®

Los Actinomyces comprenden cl grupo més abundante de especics presentes en la biopelicula
dental y se han identificado tanto en placa supragingival como en la subgingival, pero hasta el
momento sc desconoce su papel en las distintas condiciones clfnicas. ° Dentro de la clasificacién
Actinomyces sc ha estudiado la importancia de Actinomyces naesludii por tener la capacidad dc
ocasionar una forma dc periodontitis muy destructiva en modelos experimentales en ratas lo que
g;xgiere que cste microorganismo participa de mancra importante en la patogénesis de {a enfermedad.

Por otra parte A. naeslundii coloniza preferentcmente la lengua y otras superficies mucosas,
inclusive adn antes de la erupcién de los dientes. ®® En animales este microorganismo induce
lesiones periodontales y caries radicular. La adherencia a la superficie de la mucosa la efectia a
través de la lectina tipo 2 especifica para P-galactésidos y galactosamina y estd asociada a
actinomicosis. >

Algunos autores han demostrado que A. naeslundii se adhicre a proteinas salivales
secretadas por las glindulas parétida y submaxilar a través de receptores sensibles a N-
acetilgalactosamina 8 (GalNAcB) ©® pero hasta el momento es poco claro el papel de este
microorganismo en la ecologfa de la placa dentobacterina 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 citoesqueleto,
aunque, a diferencia del esqueleto 6sco, es una estructura sumamente dindmica que se reorganiza
continuamente mientras la célula cambia de forma se divide y responde a su entorno.




De hecho, el citoesqueleto podria llamarse también cito musculatura ya que es responsable
directo de movimicntos tales como ¢l deslizamiento de las células sobre un sustrato, la contraccién
muscular y todos los cambios de forma que ocurren durante el desarrollo embrionario de los
vertebrados, también proporciona la maquinaria para los movimientos intracelulares, tales como el
transporte de los organclos y la segregacién de los cromosomas durante la mitosis. Las bacterias
carccen, aparentemente de citoesqueleto, por lo que podria haber sido un factor decisivo en la
evolucién de lus cucariontas.

Las diversas actividades del citoesqueleto dependen de tres tipos de filamentos proteicos
los filamentos de actina, los microtiibulos y los filamentosos intermedios. Cada tipo filamentos
esta formado por una subunidad proteica distinta: actina para los filamentos de actina, tubulina
para los microtibulos y una familia de proteinas fibrosas relacionadas, tales como vimentina o
lamininas para los filamentos intcrmedios.

La célula eucariética dispone de miles de millones de proteinas, las cuales constituyen cerca
del 60% dc su peso en seco En todas las células las protefnas forman complejos funcionales. 8 El
citoesqueleto cs el encargado de crear y mantencr un nivel de organizacién muy clevado convierte
a la célula en una cosa muy parecida a una ciudad con servicios especializados concentrados cn dreas
distintas pero totalmente interconectadas mediante vias de comunicacién, como las vias de MAP-
ERK cinasas.

Cada uno de los tres tipos principales de filamentos proteicos que forman el citoesqueleto
es un polimero helicoidal que tiene una disposicién diferente en la célula y una funcidn distinta,
Sin cmbargo los tres tipos de filamentos, por si mismos, no pueden ser responsables ni de la forma
ni de la longitud de la célula. Las funciones del citoesqueleto dependen de un gran grupo de
proteinas accesorias que unen los filamentos a otros filamentos y a otras protefnas y sefiales
intracelulares como los son las cinasas.

En cl interior de la célula existen una infinidad de diferentes moléculas que permiten la vida,
entre cllas existe una via de activacién llamada cascada de MAP-ERK cinasa, (MAP cinasa
especifica de proteina/ ERK significa cinasa de serina treonina), la importancia de la activacién de
esta via se basa en que juega un rol importante en ¢l control de la proliferacién celular que
respondc a sciiales extracelulares y al stress celular, como lo es la infeccién bacteriana, y ademds
activa GTPascs que forman fibras de stress en el citoesqueleto.*®
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3. ANTECEDENTES.

El! hombre siempre ha tenido una:lucha. constante contra las cnfermedades infecciosas,
grandes - investigadores' encontraron que los - soldados “de este ‘ejército invisible eran los
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 especics de las cuales 150 sc encuentran en la ecologfa
normal de la flora bucal. 48

Actinomyces naeslundii se ha identificado como una bacteria de gran importancia al actuar
como un eslabén que permite la colonizacién de bacterias gramnegativas, ademds esta bacteria se ha
sefialado con la capacidad de producir por si misma enfermedad periodontal y caries.

La causa principal de la pérdida dental cs ocasionada por la enfermedad periodontal cuyo
origen principal es la infeccién bacteriana. Esta infeccin tiene varias etapas cada una de estas se
caracieriza por una composicién definida de bacterianas y una relacién especifica con el huésped que
va de la salud a ia enfermedad.

El primer paso para que una bacteria pueda colonizar una superficic ¢s la adhesién. En la
enfermedad periodontal la célula que actia como superficie de adhesién es el fibroblasto gingival
humano, el cual en su interior existe ¢l citoesqueleto que se modifica por sciiales del medio, ademis
las alteraciones en la célula llegan a ser a nivel de biologfa molecular al activar sefiales intracelulares
y la fosforilacién de proteinas.

La importancia del estudio de las modificaciones que causa la adherencia de Actinomyces
naeslundii sobrc el fibroblasto es de suma importancia ya que dependiendo del grado de las
alteraciones cn Ia funcién y estructura de la célula se observaran cambios en la encia y al
comprender que protefnas actdan en estos cambios se pueden encontrar firmacos para revertir el
procceso de enfermedad.
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3.1. PERIODONTO.

Se denomina periodonto al conjunto de tejidos que rodean y soportan al diente. La funcién
principal del periodonto“es ‘unir al diente 6seo dc los maxilares y conservar 1a integridad de la
superficie de la’'mucosa masticatoria de la cavidad bucal, la estructura periodontal esta conformada
por varios lc_udos quc comprcndcn B e

1. Encfa

2., Ligamento periodontal
- 3. Cemento radicular,

4. Hueso alveolar.

Fig 1. E.\‘quema“ de Ias estructuras del parodonto: la encia(G), ligamento parodontal (PL), el
cemento radicular (CR),"y el hueso alveolar propio (ABP) y la apdfisis alveolar (AP.)
Periodontologta Clfnica e implantologia Odontolégica. Jan Lindhe, Thorkil_d Karring.

-3, 2 ENC(A.

La encfa es esa parte de la mucosa mnstlcatona que recubre Ia apéﬁ515 alveolar y rodea la
porcién cervical de los dientes. La encfa normal. se caracteriza clinicamente por su color rosado y
consistencia firme; el margen gingival tiene un’ contomno: fes!oncado Las papilas dentarias estdn
firmes no sangra por un sondeo suave y llenan’el’ espacio’ por debajo de las dreas de contacto. Las
encfas tienen a menudo un aspeclo punungudo y el margen es fino como ¢l borde de un cuchillo
entre el diente y el tejido blando. ° ;
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Al hablar de la encia no solo se reficre a una porcién de (cjido definido, es en realidad un
“complejo” con muchas regiones y funciones especializadas a continuacién sc explicara brevemente

cada una de estas.

Fig. 2. Imagen de la encia con un aspecto sano.
Periodontologia Clinica e implantologia Odontolégica. Jan Lindhe, Thorkild Karring.

Encia marginal:

Es la parte de la encfa situada alrededor del cuello dentario. Tiene normalmente alrededor de
Imm y forma la pared externa del surco gingival. Estd dividida por la cresta decl margen gingival en
dos vertientes: una interna, que da contra el diente, y otra externa que se encuentra cubjerta por un
epitelio escamoso estratificado y en la mayorfa de los casos alcanza paraqueratinizacién.

Surco gingival:

Estd situado entre el diente y la encia marginal. Tiene una profundidad de 1 a 3 mm. El surco
estd cubicrto por un epitelio no queratinizado, que se extiende desde la cresta del reborde gingival

hasta la zona mds coronaria del epitelio de unién.
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Encia_insertada:

Sc extiende entre la encia marginal y la mucosa oral de revestimiento de la que la separa la
Ifnea mucogingival. Estd unida firmemente al diente y al hueso alveolar subyacente. Esta mucosa sc
caracteriza por su superficie lisa y de color mds rojizo y por la falta de queratinizacién, no suele ser
tan resistente a la friccién, La encfa insertada tienc una superficie punteada de color rosado y un
ancho variable; es més ancha en el sector incisivo (3. 5 a 4.5 mm) 'y disminuye hacia los sectores
posteriores.*’

Papila gingival:
Es la partc de la encia que se sitia en el CSpﬂCIO mtcrproxlmal creado por los dientes

adyacentes en contacto. Puede ser deprimida en la zona central, debajo del punto de contacto, con
dos papilus mds clevadas en vestibular y lingual /. palatino,:La papila gingival esta integrada por
encfa marginal ¢ insertada cn cantidades variables, de acuerdo con el tipo de contacto de los dientes
contiguos. La encfa esta constituida por un sector central de tejido concctivo fibroso cublcno por un
epitclio escamoso estratificado. *

Unién dentogingival:
La encia se une al diente por medio de sus dos tejidos: epitelial y conectivo. El epitelio de

unién sc localiza apical al epitelio del surco y mide aproximadamente 1-2 mm de longitud. Este
epitelio indica el nivel de la insercién de Ia encfa y estd formado por la reunién del epitelio bucal con
el epitelio reducido del esmalte durante la erupcién dental.

Histolégicamente se observa que las células del epitelio escamoso estratificado se unen entre
sf por medio de estructuras microscépicas Ilamadas desmosomas, que provecn una unién firme, al
tiempo que permite a las células un movimicnto independiente para desplazarse a la superficie. 4

Las células cpiteliales bisales se unen al tejido conectivo subyacente por medio de
hemidesmosomas y una limina 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 unién, que sufren un
continuo recambio, hacia su descamacién en el surco gingival, y el pasaje del fluido gingival. *°

Fluido gingival:

El surco gingival y la unién epitelio-diente son baiiados por un fluido gingival o crevicular,
proveniente del tejido conectivo y que tiene una doble funcidn: a) el arrastre mecédnico de particulas
tisulares o externas introducidas y b) la defensa inmunitaria, por la presencia de anticuerpos. Por otra
parte, conticne tumbién proteinas plasmdticas que aumentan la adherencia del epitelio al diente. A

Tejido conectivo gingival: El tcjido conectivo estd constituido - por:

- Fibras de coldgeno.

Que soportan ¢l reborde gingival y lo manticnen unido al diente y al hueso
alveolar subyacente. Las fibras de coligeno forman fuertes cordeles que uncn y
sosticnen los tejidos, dando origen a unidades funcionales. Su estructura consta de
tres cadenas polipeptfdicas enrolladas entre sf, formando la molécula bdsica de
coligeno. Las moléculas se agregan por los lados, dando lugar a filamentos de
coldgeno que s¢ acumula, a su vez, para formar la fibrilla de coligeno. Las fibras de
coliigeno de la encia estdn compuestas por numerosas fibrillas, unidas entre s{ por los
proteoglucanos. *®
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" Sustancia furidamerital intercelul
. l.‘.std entidad . esta formada principalmente por ‘mucopolisacdridos y
glucoprotefnas Estas sustancias contribuyen a la regulacién’de la dlslnbumén del

ugua. cleclrolnos y metabolitos en los tejidos.

- CeluIas : ;
" Las célulus plasmiticas, los fibroblastos, las células ccbadns y los linfocitos

son lns células mds importantes del tejido conectivo gingival. *

Fig. 3. El fibroblastos se encuentra embebido en una matriz extracelular (M) rica en fibras
de coldgeno.(CF.)
Periodontologia Clinica e implantologia Odontolégica. Jan Lindhe, Thorkild Karring.

- Vasos sanguineos."
“La vasculanzac:én del tejido periodontal proviene de las ramas de las arterias

cuSn de la encia procede de las ramas maxilar y mandibular del
nervxo tngémmo
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3.3. CEMENTO RADICULAR.

Es cl tejido mescenquimitico calcificado bastante similar al hueso en sus caracteristicas
fisicoquimicas y estructurales, cubre la raiz anatémica del dicnte y permite que las fibras del
ligamento periodontal se inserte a éste. Hay dos tipos de cementos: el cemento acelular o primario y
el cemento celular o secundario. El cemento acelular cubre los dos tercios coronarios de la raiz y no
contiene células, mientras que ¢l cemento secundario, es mds irregular y contiene células lamadas
cementocitos. Ambos tipos de cemento cstdn constituidos por una matriz interfibrilar calcificada y
fibrillas coldgenas. La insercién de las fibras principales del ligamento periodontal en el cemento, s¢
hace por medio de la incorporacién en cl cemento de los extremos dc fibras principales a esta
porcién de lu fibra se llama fibra de Sharpey.

3.4. LIGAMENTO PERIODONTAL.

Es cl tejido fibroso que une al diente y hueso. Sus funciones mds importantes son: a)
mecénica, dan soporte al diente, permiten movimientos de éste dentro de los alvéolos y amortiguan
la presién cjercida al hueso durante la masticacién, b) genética, formadora de hueso y cemento y c)
nutritiva y sensorial, al proveer nutricién ¢ inervacion al cemento y hueso.

Este tejido estd formado en su mayor parte por fibras coldgenas Ilamudas fibras
periodontales, que sc disponen en los siguientes grupos:

-Fibras crestodentales:
Sc extienden desde la cresta dsea, en direccion obllcua h-lcm la. corona. Su funcién
principal es impedir la extrusién del diente, *

-Fibras oblicuas: L :
Ocupan la mayor parte de! ligamento pcnodonml y sngucn ] icua hacia
apical de hueso a cemento. Sirven para detener la mlrus:én ‘del dient 5 ;

-Fibras nnlcaleq.
uJ)nn las zonas apicales en forma radial. No ex ten

formadas.

-Fibras de transicién:
Son pequeiios grupos horizontales entre los haces anteriores. 48

La célula mds comun c¢n el ligamento periodontal es el fibroblasto, encargado de sintetizar
coligeno. Ademds, contiene células encargadas de formar y reabsorber cemento (cementoblastos y
cementoclastos rcspccuvamcnle) y de formar y destruir hueso (ostcoblastos y osteoclastos,
respectivamente,)*s 4950 E!l espesor del ligamento periodontal varia con la funcién del diente,
Tiene valores minimos en el diente fuera de oclusién, llega a duplicarse en cl diente en funcién
intensa ya que las fuerzas que sc ejercen sobre la corona del diente son transmitidas por el ligamento
periodontal al hueso en forma de tensiones. Bajo la presién de las fuerzas oclusales el espacio
periodontal es comprimido, lo que provoca el desplazamiento del fluido tisular existente en el
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ligamento periodontal, a través de las lamininas de la cortical alveolar, hacia los espacios medulares
: 4
vecinos. :

Fig.4. Fibras de coldgeno y del ligamento periodontal. Fibras dento gingivales (DGF), fibras
transeptales (TF) , fibras circidares (CF) ;
Periodontologfa Clinica e impl logfa Od. légica. Jan Lindhe, Thorkild Karring.

3.5. HUESO ALVEOLAR

Es la parte de los huesos maxilares suPcn'or e inferior que forma los alvéolos dentarios y que
se contintia con el resto de Ia estructura sea, *8

El hucso alvcolar estd constituido por una matriz coligena calcificada, con osteocitos
cncerrados en espacios denominados lagunas. Los osteocitos tienen prolongaciones que se
anastomosan, y traen oxigeno y sustancias nutritivas a las células. Las dos terceras partes de la
cstructura 6sca estéin formadas por minerales (calcio, fosfato, carbonatos, entre otros) en forma de
cristales ultramicroscépicos de hidroxiapatita.

La matriz 6sea, llamada osteoide, es depositada por osteoblastos, que gradualmente quedan
encerrados en la matriz que se va calcificando y pasan a ser osteocitos. La reabsorcién del hueso estd
a cargo de las células llamadas osteoclastos las cuales son §randcs. multinucleadas y aparecen en
crosiones de la superficic 6sea lamadas lagunas de Howship. %%

El hucso en general es un tejido en permanente remodelacién, siempre con dreas de
formacién y de destruccién. El equilibrio entre formacién y reabsorcién mantiene la forma y
estructura dcl tejido ésco.

La forma del tabique 6seo interdental depende de la distancia entre los dos dientes
adyacentes, de la convexidad de sus caras proximales y de la altura relativa de sus Ifmites
amelocementarios

TESIS COV
FALLA DE ORIGEN




3.6. PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL.

Las reacciones inflamatorias e inmunitaria frente a la placa microbiana son caracteristicas de
la gingivitis y la periodontitis. Los procesos inflamatorios ¢ inmunes actiian contra el ataque
microbiano y evitan que los microorganismos sc extiendan o invadan. Pero a veces esta reaccion
puede ser perjudicial, cuando las reacciones inflamatorias ¢ inmunitarias que se extienden mds .lll.x
del fondo de la bolsa pueden afectar al hueso alveolar al destruirlo.

La interaccién huésped-microorganismo puede producir gingivitis y pecriodontitis, en la
gingivitis se produce una respuesta inflamatoria ante la acumulacién de placa, estas lesiones van
acompafiadas por una pérdida de coligeno, esta inflamacién puede persistir por afios sin perdida
apreciable de insercién periodontal.

Dentro de los 10-20 dias de acumulacién de placa se establecen signos de gingivitis en la
mayorfa de las personas, que se presenta con un enrojecimicnto de las encfas, tumefaccién y
tendencia incrementada del tejido blando a sangrar ante un ligero sondeo, en esta ctapa los signos
clinicos son reversibles después de la climinacién de la placa.

Las alteraciones clinicas pueden parecer sutiles en las primeras ctapas de la gingivitis, pero
existen grandes alteraciones a nivel histolégico, se producen cambios en la red vascular, los lechos
capilares son invadidos por liquido exudado y protefnas y se produce una penctracién de células
inflamatorias. Al aumentar la infiltracién celular, se modifica la composicién estructural y celular de
los tejidos.

Lesidn gingival inicial.

Sc produce ripidamente inflamacién 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 unién en
cuanto llega mds sangre al drea. Histopatolégicamente, es evidente la dilatacién de las arteriolas,
capilares y vénulas. La presion hidrostitica dentro de la micro circulacién crece y se forman brechas
intercelulares entre células endoteliales capilares adyacentes. El resultado es un incremento de la
pcnncablll!‘cxl.ld del lecho microvascular, de modo que se exudan liguidos y proteinas hacia los
tejidos.

Lesidn ginpival temprana.

Lt lesidn gingival temprana, o precoz, sc producc aproximadamente sicte dias despuds de
acumulacién de  placa, los linfocitos y ncutréfilos constituyen la infiltracién leucocitaria
predominante en ecsta etapa y se observan muy pocos plasmocitos. Dentro de la lesién los
fibroblastos degeneran; probablemente se produce esto por apoptosts y sirve para eliminar a los
fibroblastos del drea lo cual permite una mayor infiltracién leucocitaria, % °

Lesién gingival establecida.
Hay un incremento del exudado liquido y migracién dec leucocitos hacia los tejidos y la

hendidura gingival. Clinicamente se presenta una tumefaccién edematosa mayor que la gingivitis
temprana. Durante este periodo, el epitelio dentogingival continda proliferando y el reticulo epitelial
se extiende mds profundamente en el tejido conectivo en un intento por mantener la integridad
epitelial y una barrera a la penctracién microbiana. La pérdida de coldgeno continia en ambas
direcciones, lateral y apical, al expandirse el infiltrado celular inflamatorio. El epitelio de la bolsa no
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estd adherido a la superficie dentaria y tiene una fuerte infiltracién leucocitaria, con predominio de
neutréfilos que eventualmente migran a través del epitelio hacia la hendidura gingival o bolsa, #4849

Si Ia gingivitis rebasa estos limites se produce la periodontitis que se caracteriza por la
presencia de una bolsa periodontal y la consecuente gcrdidu de la unién que provoca movilidad de
los dientes y como consccuencia la pérdida dental, 4% *

Al persistir la irritacién bacteriana de la gingivitis, ¢l proceso inflamatorio se va propagando
y afecta las estructuras mdés profundas. Entonces sc observa la desintegracion de las fibras
transeptales, y la insercién epitelial prolifera en sentido apical, se desprende al mismo tiempo del
diente a su nivel coronal y asf s¢ forma la bolsa periodontal. El desarrollo de la bolsa es un signo
patognoménico de la periodontitis. En esta ctapa el infiltrado inflamatorio se halla concentrado en el
tejido conectivo perivascular que envuelve a los vasos y tabiques interdentarios. La evolucién
progresiva de la periodontitis acaba en la resorcién generalizada del hueso alveolar de soporte y
destruccién progresiva de la conexi6n o insercién del ligamento periodontal, !

El mecanismo cxacto de la formacién de la bolsa no se conoce por completo, pero Page y
Schroeder han clasificado las distintas fases patogénicas de la siguicnte manera.

Lesién periodontal inicial.
Las caracteristicas de la Icsién inicial son la vasculitis de los vasos sanguineos situados en la

profundidad del cpitelio de unién, ¢l aumento del flujo de liquido gingival, el movimicnto de
leucocitos hacia el epitelio de unién y el surco gingival, las protefnas séricas extracelulares, las
alteraciones de la cara coronaria del epitelio de unién y la pérdida de fibras coldgeno alrededor del
vaso sanguinco gingival, *%4%

Lesion periodontal precoz.
La lesién precoz sc caracteriza por una exageracién de las caracteristicas de la lesién inicial,

la presencia de células linfiticas por debajo del epitelio de unién, a cuyo nivel se concentra la
inflamacién aguda, las alteraciones fibrobldsticas, una mayor destruccién de las fibras de coldigeno
gingival y la proliferacién precoz de las células basales del epitelio de unién, *%4°

Lesion periodontal establecida.
En este tipo de lesién las manifestaciones inflamatorias agudas persisten, con un predominio

de las células plasmdticas; las inmunoglobulinas se acumulan en el espacio extravascular; se observa
una destruccién de las fibras de coldgeno, una proliferacién con migracién apical y extensién lateral

del epitclio de unidn, asi como una formacién precoz de bolsas periodontales; sin embargo, no se
48,49

obscrva una pérdida apreciable de hueso.

Fig. 5. Durante la lesion establecida aiin no se observa perdida ésea.
Internet: www.htp://odponto.buca.pato.su.com
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Lesidon _periodontal avanzada.
La lesién avanzada es tipica de la periodontitis y se caracteriza por la progresion de la lesién

establecida, su extensién al hucso alveolar y al ligamento periodontal, con la consiguicnte
destruccién ésea, pérdida de las fibras de coldgeno adyacentes al epitelio de la bolsa, fibrosis de las
fircas mds periféricas, prescencia de células plasmaéticas alteradas, formacién de bolsas periodontales
y signos generalizados de respuesta inflamatoria e inmunopatolégico. Desde el punto de vista clinico
se considera que la periodontitis avanzada es una profundizacién dc la bolsu pcnodonlnl asociada
con presencia de exudado y aumento paulatino de la movilidad de los dientes, *

Fig. 6. En la lesion avanzada puede existir diferentes niveles de destruccién ésea.
Interner: www.huip:/fodponto.buca.pato.su.com

3.7. PLACA DENTAL.

La superficie dental esta cubicrta por capas de material orgéinico, la primer capa es la pellcula
adherida la siguicnte es la placa dental la cual es mis densa, la capa mds extcrna es la materia alba !

Inmediatamente después de la inmersién de un sustrato sélido en el medio liquido de la
cavidad bucal o después de la limpieza de una superficic sélida en la boca, macromoléculas
hidrofobicas comienzan a adsorberse a la superficie para formar una pelicula adecuada, denominada
pelicula adquirida (fasel.) Esta pelicula estd compuesta de una variedad de glucoproteinas (mucinas)
salivales y anticucrpos. La pelicula altera la carga y la energia libre de la superficie, que a su vez
aumenta Ia eficacia de la adhesién bacteriana. Las bacterias se adhieren de mancra variable a estas
superficies recubiertas. Algunas poseen estructuras para la adhesién especificas, tales como
sustancias poliméricas extracelulares y fimbrias, que les permiten adherirse rdpidamente al contacto
(fase 2.) En cstc momento se inicia la multiplicacién de las bacterias (fase 3.)La masa bacteriana se
incrementa debido al desarrollo continuo de los microorganismos adheridos, a la adhesion  de
nuevas bacterias (fase 4) y a la sintesis de polfmeros extracelulares. Con el espesor incrementado, la
difusién hacia adentro y hacia fuera de la biopelicula se hace cada vez mds dificil. Se genera un
gradiente de oxigeno como resultado de la rdpida utilizacion por las capas de bacterias superficiales
y a la escasa difusién del oxigeno a través de la matriz de la biopelicula. El oxigeno es un factor
ccolégico determinante importante, pues las bacterias varian su capacidad de crecimiento y
multiplicacién con los diferentes niveles de oxigeno.
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Composicién quimica de la placa. .

En un andlisis quimico de la placa demuestra que ¢l 20% c¢s material sélido * y el resto es
agua. El material sélido esta compuesto por proteinas, carbohidratos y lipidos. Las proteinas son el
mayor componcente sélido de la placa dental estos provienen de las bacterias, proteinas salivales,
amilasa, lisozima, lactoferrina, peroxidasa, inmunoglobulinas salivales y varias enzimas bacterianas
como Ia hialuranidasa, coligeno y glucosiltransferasa pueden ser parte de la placa,''#*54

Los carbohidratos en forma de polisaciridos son constituyentes de la placa. Estos
polisacdridos son heteropolisacdridos y homo polisacdridos. La mayorfa de los heteropolisacaridos
se encucntran en la placa y son componentes de la pared celular. Ciertas especies como Actinomyces
y Lactobacillus sintetizan capsular y extracapsularmente polfmeros que conticnen hexomidasas y
hexosas. Los fructanos y glucanos son sintetizados por la placa bacteriana primeramente como
polimeros extracelulares y marca una larga porcién de la matriz de la placa. H.5.20

3.8. PAPEL DE LAS BACTERIAS EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

Investigaciones tanto clinicas como experimentales sobre la enfermedad periodontal
inflamatoria en el hombre sugicre que las bacterias son el factor ctiolégico principal, aunque la
reaccién dcl huésped a otros factores como hormonas y firmacos son de refevancia en algunos
casos. "'

La informacién mds itil provicne de los estudios epidemiolégicos que scfialan una relacién
lineal entre la ausencia de higiene bucal adecuada y la ocurrencia de gingivitis o periodontitis. 5258

Numerosas investigaciones han documentado el hecho de que la placa bacteriana es ¢l agente
etiolégico en la mayoria de las formas de enfermedad periodontal. Sin embargo, Ia naturaleza exacta
de la microbiota asociada con la salud y enfermedad periodontal no ha sido todavia determinada.

Las cldsicas teorfas que trataban del papel de la placa dental sugerian que la placa consistia
cn una masa bactcriana complcja y homogénea, que conduciria a la enfermedad al permitirse su
crecimiento. Posteriormente sc descubrié que la composicién bacteriana de la placa asociada con
lugares sanos es diferente de la placa asociada con lugares enfermos. Mis importante fue el hecho de
quc podfa asociarse una flora microbiana caracteristica con enfermedades periodontales clinicamente
diferentes. Las respucstas clinicas frente a las bacterias de la placa son variadas, con diferencias en el
grado y naturaleza de la inflamacién, la forma de la lesién, su localizacién en la cavidad oral y Ia
formacién de pus, cdlculo ctc. Se estin realizando intentos para relacionar la sintomatologia clinica
con ¢l tipo de microorganismos presentes, aunque los progresos realizados son todavia limitados. El
concepto de especificidad bacteriana, formalmente descrito por Loesche en 1976, sugiere que formas
especificas de la enfermedad periodontal tienen etiologfas bacterianas especificas 47 350

Se cree que el desarrollo inicial de la gingivitis es consecuencia de las bacterias relacionadas
con incremento en la formacién de la placa supragingival. Estudios de gingivitis experimental
demostraron quc la acumulacién de placa en el mur§cn gingival producia siempre inflamacién
gingival y al eliminarla sc resolvia esa inflamacién.*’ 8. 50

Estudios microscépicos mostraron que el desarrollo de gingivitis experimental se vinculaba
con cambios en la flora de cocos gram-positivos a una flora més compleja de bacilos grampositivos
que incluia especies gramnegativos y formas espirales. Estudios de cultivos subsecuentes mostraron
que durante tres semanas de acumulacién de placa en el modelo de gingivitis experimental, los




bacilos grampositivos, en especial los Actinontyces aumentaban de manera proporcional a expensas
de los cocos gram-positivos estudios indican que la gingivitis no es tinicamente una consecuencia de
la acumulacién de placa por sf sola, pues requicre una secuencia de procesos de colonizacién de
;:ss?sccics adicionales; por lo tanto se necesita la sucesién bacteriana para producir enfermedad. L

La lesién inicial a los tejidos gingivales en la gingivitis es posible vincularla con los
clementos nocivos de un aumento en la masa de las bacterias grampositivas de la placa
supragingival. En cstas primeras ctapas de la gingivitis suceden cambios edematosos en la encfa
marginal que contribuye a la adquisicién sucesiva de especies subgingivales patégenas con la
continua tendencia hacia microflora gram-negativa.

Muchos investigadores sugicren que episodios repetidos de gingivitis conducen a pérdida
de 1a adherencia periodontal a la cual se llama periodontitis, 474350

La rclacién de Ia placa supragingival con la ctiologia de la enfermedad periodontal, todavia
esta lejos de ser comprendida, pero cstd bastante claro que la placa supragingival y la subgingival
son dircctamente responsables de la iniciacién y progresién de la enfermedad periodontal. La
construccién de la placa puede ocurrir como resultado de la agregacidn de bacterias, o de una unién
interbacterial con un aparcamiento especifico de diferentes especies bacterianas que asi forman una
interaccion ccolégica.

La ccologia 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 dec la bolsa en donde
predominan espiroquetas, bacilos y filamentosos gram-variables. La interaccién célula-célula en la
coagregacion bacteriana de Actinomycetes y organismos gram-negativos asf como bacteroides han
sugerido a varios investigadores la posibilidad que Actinomycetes puede ser un marcador para la
transicién 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 la enfermedad, presentes en una bolsa en particular,

Es determinante la unién de la bacteria a los tejidos del huésped que representa cl primer
paso de colonizacién. Aunque poco se sabe sobre ¢l mecanismo de unién se presume que ésta se
caracteriza por un marcado grado de especificidad a través de un sistema complejo de
reconocimicnto, quizds andlogo a los mecanismos de reconocimiento antigeno-anticuerpo. La
adherencia de la bacteria tiene una interaccién especifica en el cual las macromoléculas (adhesinas)
en la superficie de la bucteria se unc a estructuras complementarias (ligandos) - en la superficic
de los tejidos del huésped. Los mecanismos de adhesién que frecuentemente estin presentes cn {os
filamentos de la superficie bacteriana tal como pili, fimbria, lectinas  y/o ligandos hidrofébicos. La
bacteria en su superficic provee un cnlace carbohidrato-proteina que sirve de unién a las protefnas
correspondientes de glucégenos conjugados en la superficie de los tejidos del huésped. *44°

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

Ademis de las enzimas liticas, existe una amplia variedad de otros productos téxicos,
claborados por las bacterias gingivales. Estos factores pueden dividirse en tres clases fundamentales:
1) factores que afectan la matriz intercelular, 2) factores de toxicidad celular dirccta y 3)
estimulantes inflamatorios. 47+ 4%

Un e¢jemplo de estimulantes inflamatorios son las endotoxinas que se encuentra
habitualmente en bacterias gram-negativas. Son sustancias complejas formadas por lipidos,
polisacdridos y una sustancia protciniforme. Estudios han demostrado que la porcién lipidica
provoca la resorcién ésea. El aumento en la cantidad de endotoxinas en el exudado subgingival ha
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sido relacionado con el aumento en la intensidad de la inflamacién tanto clinica como
histolégicamente. Un hecho también significativo es que el cemento de dientes humanos con
periodontitis contienc cicrta cantidad de endotoxinas con actividad biolégica.

Existen productos téxicos bacterianos que producen la despolimerizacién del dcido
hialurénico de la sustancia intercelular de cemento, como son las hialuronidasas, que podrian
favorecer a la separacién de las células epiteliales y esto ayudar a la penetracién de las bacterias o
de sus productos en los tejidos causando alteraciones en el equilibrio Ifquido del tejido conectivo,

En cuanto a las proteasas, cl efecto de la colagenasa bacteriana puede ser muy importante,
puesto que la protefna fibrosa principal del sistema fibroso periodontal, del hueso y de los tejidos
conectivos ¢s la coldgena. La colagenasa del huésped, liberada de los granulocitos y de las las
células mononucleares como resultado de una respuesta inflamatoria que sc piensa es liberada por
irritantes bacterianos, es una fuente principal de actividad colagenolitica en el tejido periodontal de
los seres humanos, 4*1%

Como respuesta del huésped al ataque bacteriano ocurre una migracién de leucocitos a la
bolsa periodontal, los leucocitos polimorfonucleares son los que predominan en ¢l exudado celular.
Los leucocitos se encargan de formar una barrera entre los tejidos gingivales y la superficic del
diente que csta en relacién con la placa dental, protegiendo asf al huésped de una mayor invasién
bacteriana. Esto ocurre ¢n la porcién apical del epitelio del surco. El resto del epitelio asociado al
diente puede ser transformado como epitelio del surco que se caracteriza por la proliferacién de la
formacién de prostaglandinas y por un incremento en la permeabilidad para células y fluido. En
algunas drcas 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 acumulacién de células inmunes de varios tipos. En el plasma
celular predomina los infiltrados inmunes. La coldgena en el tejido conectivo unido al cpitelio del
surco se disuelve y existe menor cantidad de fibroblastos comparados con un periodonto sano. Los
mecanismos detris del dafio tisular aparccen asociados con el incremento de metaloproteinas de la
acumulaci6n de leucocitos y sustancias del proceso inmune local de la encia, 458
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Fig. 7. Durante el establecimiento de la placa dental los macréfagos y leucocitos entran en accidén
para proteger al organismo.
Periodontologia Clinica e implantologfa Odontolégica. Jan Lindhe, Thorkild Karring.

Debido a que las bacterias bucales son capaces de actuar como antigenos poderosos, se puede
suponer que una interaccién antigeno-anticuerpo contribuye a la ctiologia de la- enfermedad
pcriodomal Se han encontrado niveles bajos de anticuerpos séricos circulantes contra la mayor parte
de los microorganismos bucales. También se ha observado actividad bactericida en cl suero humano
contra microorganismos bucales humanos gram-negativos.

Sc sube que la respuesta anticuerpo a las endotoxinas de estos mlcroorgamsmos son las
inmunoglobulinas IgM. El mecanismo dc la accién bacteriana podria iniciar la reaccién inflamatoria
por medio de las reacciones antigeno-anticuerpo. !

Las bacterias que se identifican en la flora normal de la boca son; ' 2536
Bacterias gram-positivas.

Actinomyces
Arachnia
Bacterionema
Bifidobacterium
Eubacterium
Lactobacillus
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Rothia
Streptococcus

Gram bacterias gram-negativas.
Actinobacillus
Bacteroides
Branhamella
Capnocytophaga
Eikenella
Fusubacterium
Peptoxstreptococcus
Haemophilus
Leprotrichia
Selenomonas
Simonsiella
Treponema
Veillonela
Wolinella.

3.9. MECANISMOS DE MICROBIOLOGIA ORAL ADHERENCIA,
COLONIZACION Y AGREGACION.

La adhesién bacteriana al epitelio es un factor importante. Las interacciones especificas
entre las adhesiones de la bacteria y los receptores celulares determinan la localizacién especifica de
cada patégeno para poder injciar la enfermedad.

Sicmpre la adhesién es el primer paso para la interaccién con el huésped, los patégenos estin

involucrados con una gran variedad de estrategias segin las necesidades de la adherencia inicial.
1,2332

fljo

Sustralo : Multiphcacion Adsorcion secuencual

anpo molecular disladas oR ANCTOOIZIM SMOS

{fase 1} Uase 2) itase 3 (tase 41

Fig. 8. Esquema que muestra la formacion de la placa bacterinaen sus diferentes fases .
Periodontologfa Clfnica e implantologfa Odontoldgica. Jan Lindhe, Thorkild Karring.
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Para que una bacteria se pueda adherir. al tejido oral primero debe adherirse al tejido con
cierta frecucncia, experimentalmente se ha demostrado que se necesitan 10 células por mililitro
de saliva para que una sola célula de S. sanguis: se adhiera a la superficie dental. Para S. mutans la
concentracién es cerca de 100 veces mas, las razones de la cantidad especifica de bacterias no se
conoce. °*

Las propicdades de adhesién se asocian a glucotransferasas y glucanos como S.mutans, csto
debido a que las enzimas sc unen a las fimbrias en el exterior de la célula.

Se ha relacionado otros compuestos en la adherencia como los dcidos lipoteicoicos de
superficic y fimbrias que se unen a todas las células cucariéticas y una glucoproteina llamada
fibronectina, estos compuestos son localizados en peliculas y en aglutinaciones bacterianas. Existen
proteinas Hamadas adhesinas que se han encontrado en porciones fibrilares de microorganismos, la
presencia o ausencia de cstas porciones pueden ser factores cn la adherencia y en la subsecuente
enfermedad. Las interacciones clectrostdticas pueden estar involucradas en las primeras
interacciones entre células y bacterias, esta interaccién causa el acercamiento inicial sobre los
iones de Ca produciendo pucntes de hidrégeno o uniones hidrofobicas las cuales sirven como puente
entre las cargas negativas y dcido lipoteicoico en la superficie de la bacteria, ™™

Cuadrol. Moléculas dec adhesién de las células.

FAMILIA, RECONOCIMIENTO DE UNIONES ENTRE
LIGANDOS. CELULAS. I
[selectinas. | Carbohidratos. | No. |
Integrinas. Matriz extracelular. Adhesiones focales y
. hemidesmosomas.
Miembros de la familia Ig. No.
Familia lg. | Integrinas. . No. |
Interacciones homofilicas. No.
| Cadherlnas.[ Interacciones homofilicas. I Desmosomas.

B.W. Hawkins Interaction of Actinomyces naeslundii strains T14V and 1204 with saliva collagen
and fibrinogen. Archs. Oral Biol; 1993, Vol. 38, No. 6, p.p. 533-535.

Proteinas especificas de la saliva han sido reportadas como contribuyentes en la adhesién de
ciertas lfncas de Streptococos murans a la hidroxiapatita. Una sustancia secretada por la glindula
salival submandibular y sublingual conocida como protefna rica en prolina (PRP) la cual se relaciona
con las acciones de adhesién bacteriana. 18157

La pelicula 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 la confluencia de una pelicula de organismos. Pocas bacterias gram
positivas cn barra se encuentran en este cstado, !

Por cada miligramo de placa hay cerca de 1 x 10® bacterias. Teniendo en cuenta que en la
boca normal contienc aproximudamente 100 mg de placa hay cerca de 1 x 10" bacterias o 10
billones en un individuo normal. La distribucién dec los organismos en la boca tiene una
caracteristica especial la cual sc observa como una gran dificultad para identificar y aislar las
bacterias y mds aun entender las relaciones existentes entre estas. '

pelicuta

Biopchoula
pelicila

Biopeliculd
pehcula

Biopelicula
celicula

Fig.9. Esquema que muestra el orden de adhesion de las bacterias la cual es la base para la
JSormacion de la placa bacteriana.
Periodontologfa Clinica e implantologia Odontolégica. Jan Lindhe, 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 caracteristicas del factor agresor, pero a grandes rasgos ¢l patSgeno debe ser
capaz: de evadir el sistema inmune del cuerpo constituido por los anticuerpos y macréfagos. Los
problemas que puede encontrar la bacteria también sc localizan localmente como la accién de los
fluidos bucales y ¢l movimicnto de los tejidos. 284757

Ademis toda bacteria recién llegada compite con la presencia de otras por los nutncnlcs y
sitios de adhesidn.

El pH. y la fuerza iénica del medio donde se encuentran las células - tienen . draméticos
cambios en las capacidades de adhesién. La adhesién no se altera en rangos de pH. de 5 a 9 . pero
baja dramdticamente en un 40% cuando ¢l pH. es menor a 4 y mayor a 10. La osmolaridad afecta la
adhesién se ha observado que las concentraciones de cloruro sodio (NaCl) reducen la adhesién en
40% con 200 mM dc NaCl, '8284757.

La presencia de fluidos bucales que modifican los nivcles de pH. y la fuerza iénica en la
cavidad oral sugicre que pueden modular el proceso de adhesion.

Las bacterias necesitan requerimicntos especiales como la sintesis de proteinas, encrgia
metabdlica, mecanismos de endocitosis, acidificacién endosomal, formacién de microtubulos para
ser capaces de realizar la adhesién. 434654

3.11. SISTEMA TIPO 111 DE SECRECION EN LA PATOGENICIDAD BACTERIANA.

La bacteria EPEC (Ecobacter Coli HblOl.) es la bacterin mejor estudiada por sus
caracteristicas especiales para ser manejada en ¢l laboratorio, los estudios de infeccién que se han
hecho sc ha encontrado que las adhesiones sobre su sustrato natural (superficic intestinal) causa una
lesion Hamada “lesion a consecuencia de 1a adhesién” (A/E) que se observan como la perdida de
micro vellosidades y formacién de lugarcs ricos en actina, estas lesiones estdn relacionadas con la
diarrea tipica de la infeccién de EPEC.

Una importante caracteristica de muchas bacterias gram negativas que define el grado de
patogenocidad es su habilidad directa para manipular sefales intracelulares de las células
hospederos. Un mecanismo comun para manipular las seifiales intracelulares es a través de la acci6n
del sistema de secrecién 111, cste sistcma es una cstructura que permite a la membrana de la bacteria
entrar directamente dentro de en la célula hospedera, las protefnas de la bacteria se presentan como
cfectores que interactdan con las seciales intracclulares en diferentes formas (como en la
translocacién.) Se ha estudiado otro tipo de secrecién, el tipo II, este se activa por medio de
proteinas presentadas en ¢l exterior de la célula hospedera. *¢

Muchas funciones han sido atribuidas a las acciones del tipo III de secrecién como es el
grado de patogenocidad y virulencia. En el caso de EPEC la intima adherencia con la superficie
epitelial  esta acompaiiada por la presencia de un grupo de adhesinas que sc encuentran en la
membrana de la célula, otro ejemplo de la importancia del sistema tipo HI de secrecién son los
efectos de la infeccion de S. flexeri y Salmonella sobre las celulas epiteriales al manipular el
citoesqueleto y causar alteraciones en la superficie celular y la formacién de vacuolas.

Cada bacteria provoca diferentes sefiales dentro de la célula por ejemplo la invasi6n de Y.
Enterocolitica bloquea la accion de las tirosin kinasas la cual indica al macréfago la fagocitosis del
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invasor. Algunas bacterias inducen la muerte celular progmmndn de los macréfagos por medio de
una forma dependiente del sistema de secrecién tipo IIIL

El sistema tipo Ul de secrecién es de gran importancia para los efectos que causa una
infeccién bacteriana sobre las cclulas, como lo es la activacién de sciiales intracelulares, la
modificacién del citoesqueleto, muerte celular y apoptosis.

3.12. FORMACION DE LAS LESIONES A/E.

En el cstudio de la formacién de la “lesién de la adhesién” A/E por EPEC se ha identificado
como primer paso la unién inicial del patSgeno en la superficic del epitelio por medio de la
formacién de abultamientos (BFPY® La unién inicial que usa EPEC es por medio del tipo IO de
secrecién que promucve dentro la célula hospedera una familia de proteinas Ilamadas Esp. El
proceso de formacién de las lesiones A/E es poco entendido pero la evidencia sugierc que una
protefna Esp ayuda a la formacién de la estructura de los filamentos de actina. La protefna mas
relacionada con este hecho Esp. A que provoca la trasnlocacién de otro Esp. y posiblemente actiGa
como una adhesina. Otro miembro de esta familia, la protefna Esp. B puede intervenir en la
translocaciéon de sefales intracelulares. La formacién de lugares ricos en actina produce la
trasnlocacién de las protefnas Esp. La activacién de sefiales involucradas por EPEC es muy grande,
esto incluye la activacién de fosfolipusa C. Se ha demostrado que EPEC también activa las
proteinas kinasas como la protefna kinasa C, la cadena ligera de miosina kinasa y otras kinasas
desconocidas. La relacién exacta entre 1a activacién de seiiales y la formacién de lesiones A/E aun
no se conoce, >

Sorpresivamente ¢l sistema de sccrecién tipo HI activada por EPEC también media el
aumento de proteinas dentro de la bicapa de las células hospedera, esta proteina sé transloca en un
receptor llamado Tir. el cual sirve como receptor de membrana cn la membrana externa. 30

Muchas regulaciones de actina se involucran con la formacién de lesiones A/E por EPEC,
como la produccién 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 fosforilacién de una kinasa de
tirosina desconocida para causar la formacién de lugares ricos de actina csto sugiere que cada
patégeno produce Icsiones A/E y utiliza su propia molécula Tir. Se ha encontrado que algunos tipos
de EPEC. inhiben la fagocitosis por medio de la defosforilacién de las proteinas de residuos de
Tirosina. '13630

La regulacién del citoesqueleto es un proceso muy complicado donde intervienen gran
numero de factores que actian a diferentes niveles del metabolismo celular entre cstas moléculas se
encuentra Cde 42, rac, Rho, GTPasas, ATP, kinasas, ATP entre muchas otras. %
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3.13. INTEGRINAS.

Sc describen como una variedad de moléculas localizadas sobre la superficie celular que se
crefa que cran una conexién de la matriz extracelular con ¢l citoesqueleto, hoy se reconocen como
un grupo de glucoproteinas heterodimericas relacionadas compuestas por subunidades no unidas
(llamadas alfa y beta) en las membranas de células mamiferas. A la fecha se han identificado ocho
cadenas beta y 16 alfa, las cadenas beta 1 estdn involucradas con proteinas de superficie celular
como la coligena, laminina y fibronectina. Las integrinas que contienen cadenas beta 2 estdn
involucradas en las interacciones influmatorias con la matriz de otras células como las integrinas
de leucocitos. Las integrinas que conticnen cadena beta 3 estdn involucradas en interacciones del
sistema vascular como la trombosis. 7'%'%

Fig. 10. Estructura de las integrinas y su relacién con la membrana y las proteinas ICAM.
Geoffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p.

Las subunidades de las integrinas estdn compuestas por 3 dominios, cada cual incluye un
ﬁominio extracelular largo, un dominio que atraviesa la membrana y un dominio citopldsmico corto.

Las subunidades varfan en tamafio de 1200 a 1800 aminodcidos. Las terminaciones N de las
subunidades alfa contienen sicte dominios repetidos que tienen homologia con la unién catiénica
EF- hand. En orden de eficacia la unién al ligando es mayor si ocurre en las cadenas alfa y beta
cuando cstiin asociadas con interacciones no y solo esta mediada por cationes divalentes y dominios
extracelulares, ''%¢
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- 3.14. UNIONES INTEGRINAS-LIGANDOS.

La unién integrina-ligando parece ser dependiente de la presencia de uniones cationicas
como calcio o magnesio. La relacién entre el liFando y la integrina es no especifico debido a que una
integrina pucde unirse a diferentes moléculas.

La adhesién mediada por integrinas puede ocurrir por medio de tres medios de interacciones,
directas con componentes de la matriz extracelular mediada por intcracciones de la matriz celular de
otra bacteria, la segunda, uniones a componentes de las proteinas de la membrana para un efecto
célula-célula y protefnas de adhesién solubles como las requeridas para la agregacién plaquetaria. El
uso de estos meccanismos por parte de la célula refleja las necesidades y funciones de
especiliazacién, por cjemplo los fibroblastos al ser células adherentes cxpresan gran cantidad de
integrinas activadas en la superficie que permiten sus funciones.

3.15. FUNCIONES DE LAS INTEGRINAS.

Estin involucradas en la diapédesis de células blancas y migracién de lcucocitos,
interacciones de células T-macréfagos, formacién de codgulos, migracién epitelial, migracién de
fibroblastos y adhesién de fibroblastos. Muchos de estas integrinas son expresadas en altas
proporciones durante la sanacién de heridas y la tumorogenerosis, el rol de las integrinas en la
maduracién es crucial en la reparacién de la matriz. El paso inicial en la reparacién de la matriz es
la unién de los fibroblastos por fibronectina a través de la integrina. Las integrinas proveen una
unién entre la matriz extracelular y el citoesqueleto, este es un mecanismo de mensaje complejo
entre el interior de la célula y ¢l medio externo, asi las integrinas estdn involucradas en la sefial de
transduccién como lo cs la fosforilacién de proteinas intracelulares, otros mecanismos de
transduccién de sciiales a través de intcgrinas son los ligeros cambios de pH. intracelular. Las
integrinas provén un importante cslabén entre la matriz y el citoesqueleto y los sistemas de
mensajero intracelular, 1a expresién de genes y las intricadas reacciones de la matriz, '

Las principales proteinas de unién transmembrana de los contactos focales pertenccen a la
familia de las integrinas cuyo dominio externo sc une a un componente de la matriz extracelular
micntras que el dominio citoplismico sc une a los filamentos de actina de las fibras de stress. La
unién es indirecta y esta mediada por miltiples proteinas de anclaje. El dominio citopldsmico de la
integrina se une a una protefna ltamada talina, que a su vez se une a la vinculina, proteina que se
encuentra también en otras uniones que contienen filamentos de actina, 323642

Ademds de su papel como anclas para la célula, los componentes focales pucden también
transmitir secitales desde la matriz hasta el citoesqueleto. Algunas proteinas quinasas, incluyendo
la Tirosina quinasa codificada por el gen src, se localizan cn los contactos focales, y existen
indicios de que su actividad cambia con el tipo de substrato sobre el cual la célula descansa. Estas
quinasas puecden fosforilar diversas proteinas diana, incluyendo algunos componentes del
citoesqueletlo y asi regulan la supervivencia, el crecimiento, la morfologia, el movimiento, y la
diferenciacién de las células como respuestas a la matriz extracelular de su entorno, 444752
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3.16. RECEPTORES PRP.

Es una protefna transmembranal de mas o menos 55 kd que contienen cinco dominios
transmembranales parecidos a las inmunoglobulinas, fue descrita como marcador de activacién
linfocftica que se une a un leucocito por medio de integrinas. ''2*

En estudios recientes se ha demostrado que las bacterias indigenas se pegan a las superficies
de la boca en una forma altamente selectiva, la unién frecuentcmente se¢ ha obscrvado
correlacionada con la colonizacién estos estudios demuestran que el reconocimicnto de la unién de
la bacteria cs esencial. En la superficic de membrana se encuentran expuestas al fluido bucal
protefnas llamadas adhesinas Jas cuales se unen esterco-métricamente. Las adhesinas son
frecuentemente lectinas que se unen al receptor del sacfirido, pero algunas adhesinas son capaces de
unirse a los receptores proteinaceos.

En los estudios adhesién bucal se ha estudiado la interaccién entre la hidroxiapatita y
diferentes componentes de la saliva humana encontrindose que las protefnas ricas en prolina (PRP)
promucven la unién de muchas bacterias importantes, estas incluyen lincas como Actinomyces
vicosus, Bacteroides gingivalis, algunas lineas de Streptococcus mutans y otras. Algunos segmentos
de Ia PRP estdn estructuralmente rclacionadas con el coldgeno lo que permite la unién cntre estas
dos proteinas, Actinomyces viscosus y otras bacterias se unen ripidamente al PRP. absorbidas en la
superficie de apatila, una situacién de relevancia es el hecho que las bacterias no interactdan con
PRP en solucién. '%15!

En cl fibroblasto existen receptores para las adhesiones bacterianas a las que se han llamado
receptores escondidos mejor conocidos como criptitopes (del latin cryptic que significa escondido y
topo lugar) a generacién de crititopes provoca cambios conformacionales que estdn involucradas en
la colonizacién de muchas bacterias sobre la superficie de la mucosa, '2:8:21:68

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 colonizacién de ciertas
bacterias gram negativas asociadas con la destruccién de la enfermedad periodontal. ?

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

3.17. EL CITOESQUELETO.

A un nivel con mayor grado evolutivo existe una funcién mas especializada y por ende una
cstructura mds compleja, entre células la presencia del citoesqueleto sefiala un cambio evolutivo que
al ser un 6rgano en constante cambio provee, movimiento, forma y funcién celular, transporte
internos de los 6rganos y cromosomas.

El citoesqueleto es conformado por tres principales tipos de proteinas filamentosas:
filamentos de actina, filamentos intermedios, y microtibulos los cuales en conjunto sc vinculan con
organelos subcelulares y con la membrana por medio de una variedad de proteinas accesorias.***!-
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3.18. ESTRUCTURA Y ORGANIZACION DE LOS FILAMENTOS DE
ACTINA.

La actina es una proteina del citoesqueleto altamente conservada que se cncuentra a
concentraciones clevadas en casi todas las células eucariotas, La actina purificada se encuentra en
forma de monémero c¢n solucién de baja fuerza i6nica y al afiadir ATP se ensambla espontineamente
formando filamentos de actina. La polimerizacién dc la actina es un proceso dindmico que se
encuentra regulado por la hidrélisis de un nucleétido 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 sc polimerizan y despolimerizan continuamente generando protrusiones en
la superficie celular. La polimerizacién puede ser regulada por seiiales extracelulares que se unen a
receptores de la supcrﬁc:e celular y que actian a través de protefnas G hetodimericas y de pequciias
GTPasa como Rac y Rho. *

La proteina més usual en el citoesqueleto de la mayorfa de las células es la actina, la cual se
polimeriza hacia formas de filamentos para formar fibras flexibles de aproximadamente 7nm de
didmetro y de varios micrémetros de largo. Dentro de la célula, los filamentos de actina (también
llamados microfilamentos) son organizados en grandes ecstructuras, formando de redes
tridimensionales de actina llamados “bleds™ (que presentan propiedades de geles semisélidos.) El
ensamble y desensamble de los filamentos de actina en abultamientos y redes, y su asociacién con
otras cstructuras cclulares (como la membrana plasmidtica) son regulados por una variedad de
protefnas de unién a la actina. Los filamentos de actina son particularmente abundantes debajo de la
membrana, donde se¢ forma una red que provee soporte mecanico, determina la forma celular, y

;)cm:l:: el movimiento de la superficic de la célula para poder migrar, ingerir particulas y dividirse.

Fig. 11 Formacidn de filamenitos de actina, obsérvese el entrelazado de los filamentos.
Geoffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. 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 proteina celular, sin embargo la actina solo se relacionaba
con la funcién de contraccién, actualmente se sabe que es muy abundante en todas las células
eucariotas (5 al 10%.) Las células eucariéticas conticnen normalmente varios tipos dc actina, por
cjemplo en los mamfferos existe por lo menos scis genes responsables de la expresién de actina,
cuatro son expresados cn diferentes tipos de miisculo y dos son expresados en células no musculares.
Todas estas actinas, son muy similares en la secuencia amina y ticnen regiones muy conservadas a
través de la evolucién de los cucariontes, per ejemplo la actina de la levaduracs 90% idéntico en su
secuencia amina al de los mamiferos, 4273

La estructura tridimensional de la actina fue determinada en 1990 por Kenneth Holmes y sus
colegas los cuales determinaron que las moléculas individuales de actina son proteinas globulares de
375 amino dcidos. Cada monémero de actina (actina globular G) se une fuertemente a los sitios de
unién por medio interacciones cabeza-cola con otros dos monémeros de actina, asi la
polimerizacién de monémeros de actina forma filamentos (filamentos de actina F) cada monémero
es rotado 166 grados en los filamentos, la cual posteriormente tiene una apariencia de una doble
hélice. A causa de que todas los monémeros de actina son orientados en |la misma direccién, los
filamentos de actina ticnen diferente polaridad en sus extremos finales uno de cllos se llama
“extremo positivo” (plus end) y ¢l otro *“extremo ncgativo™ (menor end) estos son distintos de uno
del otro. Esta polaridad de los filamentos de actina es importante para ¢l ensamble y funciones de
contraccién. El ensamble de los filamentos de actina pucden ser estudiados en Vitro por medio de
la regulacién de la fuerza idnica, en soluciones de baja fuerza iénica los filamentos de actina se
despolimerizan para formar monémeros. La actina se polimeriza espontincamente si se aumenta Ia
fuerza iénica. El primer paso en la polimerizacién se llama nucleacién que es la formacién de
pequeiios agregados consistentes en tres pequeiios monémeros de actina. Los filamentos de actina
son capaces de crecer por medio de adicidn reversible de los dos extremos de los monémeros, pero
un cxtremo (positivo) se elonga cinco a diez veces mas ripido que ¢l negativo. El monémero de
actina también se une al ATP, ¢l cual sc hidroliza a ADP scguido del ensamble de los monémeros
de actina. Sin embargo ¢l ATP no cs requerido para la polimerizacién, monémeros de actina se unen
mds fdcilmente al ATP que en la unién de ADP. La unién de ATP y su hidrélisis juega un papel
iml?onggl:‘g Jf.‘:)n la regulacién del ensamblado y en el comportamiento dindmico de los filamentos de
actina, “*%
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Fig. 12. En en ble y d ble de los fil de actina necesita ATP, observe la
relacién de ATP en la porcion del extremo positivo y la presencia de ADP en el extremo negativo.
Geaffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p.

Decbido a que la polimerizacién es reversible, los filamentos pueden despolimerizarse por la
disociacién de las subunidades de actina, seguido por la ruptura de los filamentos de actina cuando
esto es necesario. Asf un aparente equilibrio existe entre los mondmeros de actina y los filamentos,
Ia cual es dependiente cn las concentraciones de monémeros libres. La tasa a la que los monémeros
de actina se incorporan cn los filamentos cs proporcional a su concentracién, asf hay una
concentricién critica de monémeros de actina a la tasa de la polimerizacién dentro de los filamentos
aigual grudo de disociacién. En esta concentracién critica, los monémeros y filamentos estin en
aparente equilibrio, 42323

Sc ha notado que tempranamente los dos extremos de un filamento de actina crece a
diferentes grados con mondmeros que son agregados tan ripido como el crecimiento lo indica
(extremo positivo) cinco a diez veces mas ripido que el crecimiento lento (cxtremo negativo.)
Dcbido a que el ATP-actina sec disocia con mas dificultad que ADP-actin, esto resulta en la
diferenciacién de la concentracién de los monémeros que necesitan para la polimerizacién en los
dos extremos. Esta diferencia  puede resultar en ¢l fenémeno conocido como paso de molino
(treadmilling) la cual ilustra el dinamico comportamicnto de los filamentos de actina, 42-32:43.63

Para mantener un cstado regular de la formacién de actina la concentracién de los
mondémeros libres de actina deben ser intermedios entre las concentraciones criticas requeridas para
la polimerizacién en extremo positivo y negativo de los filamentos de actina. El paso de molino
requierc  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 incierto,
refleja el ensamble dindmico g desensamble de los filamentos de actina que requiere la célula para
moverse y cambiar de forma, 393

Es de hacer notar que muchas drogas usadas en biologia celular actiian uniéndose hacia la
actina y afectando su polimerizacién. Por ejemplo, la citocalesina se une al plus ends de los
filamentos de actina e impide la elongacién. Esto resulta en cambios de la forma celular asi como en
la inhibicién de algunos tipos de movimientos (divisién celular) indicando que la polimerizacién de
actina cs requerida para este proceso. Otra droga, phalloidina, se une fuertemente a los filamentos de
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actina ¢ impide su disociacién en moléculas individuales. Phalloidina sefiala  como un tinte
fluorescente a la actina, su uso e¢s muy frecuente para visualizar los filamentos por medio de
microscopia fluorescente.

El ensamble y desensamble de los filamentos de actina estdn regulados por proteinas dc
unién. El movimiento de los filamentos de actina es cerca de cien veces més ripido dentro de la
célula que en Vitro esto es de gran importancia en los movimientos que existen en la célula. La
protefna responsable del desensamble de los filamentos de actina es cofilina el cual une los
filamentos de actina y aumenta la tasa de disociacién de los monémeros de los filamentos de actina,
Ademas, cofilin puede servir a los filamentos de actina generando mas extremos y posteriormente
aumentar cl desensamble de los filamentos.

Cofilina sc une preferentemente a uniones de Adp-actin esta unién impide que los
mondémeros de actina s¢ reincorporen a la estructura de los filamentos, 42323?

Sin embargo otra proteina de unién llamada profilina puede revertir la accién de cofilina y
estimular la incorporacién de los monémeros de actina en los filamentos. Profilina actiia
estimulando ¢! cambio de unién entre ADP a ATP resultando en la formacién de monémeros de
ATP-actina cl cual se disocia de cofilina y son capaces de ensamblar en filamentos. Otras proteinas
(Arp2/3) pucden servir como sitios de nucleacién para iniciar el ensamble de nuevos filamentos,
asf cofilina, profilina y las proteinas Arp/3 y otras protefnas de unién pueden actuar para promover
¢l ripido aumento de los filumentos de actina y remodelar el citoesqueleto de actina ¢l cual requiere
una varicdad de movimientos y cambios en la forma celular. Como cs de esperarse las actividades
de cofilin, profilin, y de las proteinas Arp2/3 son controladas por una variedad de sefiales
intracelulares para permitir la polimerizacién de actina para que sea regulado apropiadamente en
respuesta del estimulo del medio, 3#42323%

3.20. ORGANIZACION DE FILAMENTOS DE ACTINA.

Los filamentos de actina son ensamblados en dos formas estructurales: abultamientos (bleds)
y redes de actina (actin networks), el cual tiene diferentes roles en la célula. En los abultamientos,
los filamentos de actina sc cruzan en un pequeiio conjunto paralelo. En las redes los filamentos de
actina estin libremente entrecruzados en arreglos ortogonales que forman mallas tridimensionales
con propicdades de geles semisélidos. La formacién de estas estructuras cs gobemada por una
variedad de proteinas unidas a la actina que entrecruzan los filamentos de actina  en diferentes
patrones. 42,3239

La naturaleza de la asociacién entre los filamentos de actina es determinada por el tamaiio y
forma de las proteinas de cruce. Las proteinas que cruzan los filamentos de actina dentro
abultamientos sc llaman proteinas de enrizado de actina (actin-bundling) usualmente son protefnas
pequeiias y rigidas que forjan una alineacién cerrada entre los filamentos. En contraste, las proteinas
que organizan los filamentos de actina dentro de las redes tienden a ser largas y flexibles con lo cual
pucden hacer cruces perpendiculares de los filamentos. Los puntos de cruce se ecncuentran separados
por secucncias espaciadas que varfan en longitud y flexibilidad, estas diferencias en las distancias de
cruce son responsables de las diferentes propiedades de las estructuras de actina, 423237

Los filamentos de actina en las redes permanccen en esta posicién gracias a largas proteinas
como la filamina (también llamada protefna de unién a actina 6 ABP 280.) Los dominios de unién
de la filamina a son dominios dimerizables que son opuestos a los extremos de cada subunidad, asi
cada dimero de filamina es flexible, en forma de V con dominios de actina al final de cada brazo.
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Como resultado la forma de la filamina hace cruces que originan formas ortogonales de actina,
creando una malla tridimensional la cual soporta la superficie de la célula. "=

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

Los filamentos de actina estdn altamente concentrados en la periferia de la célula donde
forman una red tridimensional por debajo de la membrana. Esta red de filamentos de actina estin
asociados a la membrana por medio de protefnas de unién a actina que determina la forma celular y
involucra una variedad de actividades en la superficie de la célula, incluyendo el movimiento. La
asociacién del citoesqueleto de actina con la membrana es central en la estructura y funcién de la
célula, 21239

Todas las células tiencn proteinas especificas en la superficie intema de la membrana que

rmiten la unién del citoesqueleto a la membrana como la ankirina, espectrina y la filamina.
16.18.2001 mayoria de las células tiecnen regiones especializadas de la membrana que forman
contactos con otras células adyacentes, componentes de tejidos 6 otros substratos (como la superficie
de la caja petri.) Estos sitios también sirven como lugares de unién para los abultamientos de actina
y permiten anclar el citoesqueleto a dreas de contacto celular, Estas uniones de los filamentos de
actina son particularmente evidentes en fibroblastos. Los fibrablastos se unen al recipiente de cultivo
por medio de uniones de proteinas trasnmembranales (llamadas integrinas) hacia la matriz
extracclular. Estos sitios de unién son discretas regiones (llamadas adhesiones focales) que
también sirven como sitios de unién para largos abultamientos de los filamentos de actina llamados
fibras de stress, 433237

Focal adhesion

_

Actin
filamenls

T
Extras ellular matein

Fig. 13. La formacién de adhesiones focales tiene relacion con las integrinas y éstas con el
= citoesqueleto.
Geaoffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p.
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Las fibras de stress son abultamientos contrictiles de filamentos de actina debido al cruce de
alfa actina que ancla a la célula cjerciendo tensién contra cl substrato. Estas asociaciones son
complejas y no muy bien entendidas se pueden dar por medio de varias proteinas, incluyendo la talin
y vinculin, Otras proteinas s¢ encuentran adhesiones focales que pueden participar en la unién de
los filamentos de actina y pueden ser responsables la unién de los filamentos de actina hacia la
membrana, 7% Oyo tipo de proteinas de unién transmembranales entre células son las
cadherinas que se muestran como un complejo ?ue s¢ unc a una proteina del citoplasma llamada
catenina la cual se asocia a filamentos de actina, ''%%

3.22. PROTRUSIONES DE LA SUPERFICIE CELULAR.

La superficic de la mayoria de las células tienen una variedad de protrusiones o extensiones
que involucran el movimicnto celular, fagocitosis 6 funciones especializadas como la absorcién de
nutrientes. La mayoria de estas extensiones de la superficie celular estiin basadas en filamentos de
actina la cual estdn organizadas dentro de arreglos de abultamientos 6 redes relativamente
permanentes 6 de répida modificacién, 39924

La mayoria de las caracteristicas de este tipo de protrusiones celulares basadas en actina
son microvellosidades, parccidas a extensiones de dedo de la membrana que son particularmente
abundantes sobre la su;)crﬁcic de las células involucradas en la absorcién como las células
epiteliales del intestino. #4232

Una de las mas importantes funciones del citoesqueleto es la contraccién de actina-miosina
durante la divisién celular, hacia el final de la mitosis la célula animal presenta un anillo contréictil
conformado por filamentos de actina y miosina Il que se ensambla por debajo de la membrana. Esta
contraccién tira de la membrana progresivamente construyendo el centro de la célula y provocando
dos células. El anillo entonces desaparece completamente después de la division celular. 423239

3.23. GATEO CELULAR.

El gateo cclular son movimientos celulares a través de la superficie representa que
represemtam una forma bdésica de locomocién celular, empleada por una gran variedad de diferentes
clases de células. Ejemplo de ello incluye a los movimientos de las amebas la migracién de células
cmbrioldgicas durante el desarrollo, la invasién de las células blancas ante una infeccién, el
movimiento adecuado demuestra salud en las células. Todos estos movimientos estdn basados en
las propicdades dindmicas del citoesqueleto de actina, aunque todos estos procesos aun no estin
bien comprendidos, 42323332

El gateo cclular involucra un ciclo coordinado de movimientos los cuales pueden ser
visualizados en tres pasos. Primero protrusién de la célula, debe extender una parte de la
estructura, segundo cstas extensiones se unen hacia ¢l substrato mientras la célula migra, finalmente
la partc trascra de la célula se disocia de la unién y se contrae hacia la direccién del movimiento de
la célula, #3239 Una variedad de experimentos indican que la extensién de la cabeza de la célula
involucra la polimerizacién y cruce de los filamentos de actina. 42.33
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3.24. EL CORTEX DE ACTINA GENERA LA POLARIDAD CELULAR.

En general, los microtibulos funcionan como cntidades individuales, micntras que los
filamentos de actina, actian formando redes o haces. Existen filamentos de actina de bajo de la
membrana los cuales forman una red de protefnas de actina llamados cortex cclular. Esta red es
altamente dinimica y funciona como las miosinas controlando los movimientos de la superficie
celular. La localizacién y orientacién de los filamentos de actina estéin controlados por lugares de
enucleacion de la membrana plasmadtica, 42323

Decterminadas sefiales extracelulares afectan una parte de la superficie celular provocando
reestructuraciones locales del cortex de actina. De manera inversa la organizacién del cortex ticne
influencia sobre cl comportamiento de la membrana plasmética. Los movimicntos de actina
provocan la morfologia y la polaridad de la célula, estos mecanismos atin no estdn totalmente
csclarecidos, 23239

El estudio del citoesqueleto es muy dificil debido a que el ensamble depende de un complejo
conjunto de proteinas que se unen en grupos cooperativos a los filamentos del citoesqueleto. Es muy
dificil estudiar ¢l efecto simultdneo de este conjunto de proteinas. En segundo lugar, los cambios que
provén ¢l citesqueleto en la célula son muy dificiles de medir debido a que son mfnimos. **

3.25. FILAMENTOS INTERMEDIOS.

Los filamentos intermedios son fucrtes polipéptidos fibrosos a modo de cuerda, que resisten
tensiones, su funcién es estructural y mecidnico para la funcién 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 los filamentos de queratina de las células epiteliales, los neuroifilamentos
de las células nerviosos de los filamentos gliales de los astrocitos y las células de Shwann, los
filamentos de vimentina de los fibroblastos y otros muchos tipos celulares.

Cada filamento de actina esta compuesto por mondmeros COMPUEStos por secuencias
distintas dc aminodcidos, cada una de estas unidades presenta un dominio central homologo que
cuando sc dimeriza forma una estructura de enrollado rigido. Los dominios son el cje estructural de
los filamentos intermedios, existen cierta cantidad de dominés variables que tienen la capacidad de
unirse con otros componentes especificos de la célula.

3.26. PROTEINAS FILAMENTOSAS INTERMEDIAS.

Mientras los filamentos de actina y microtibulos son polimerizados por simples tipos de
proteinas (actina, tubulina) los filamentos intermedios son compuestos por una varicdad de
proteinas que se expresan en diferentes tipos de células, mas de 50 diferentes protefnas de filamentos
intermedios han sido identificadas siendo clasificadas en seis grupos. Los tipos I y Il consisten en
dos grupos de keratinas cada cual consiste en cerca de 15 diferentes proteinas las cuales se
expresan en células epiteliales. Cada tipo de célula cpitelial sintetiza por lo menos un tipo I (dcido)
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y un tipo II (neutral o bisico) keratina la cual se polimeriza para formar filamentos !'"*? El tipo
Il de proteinas intermedias filamentosas incluye a la vimentina 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, ¢l tipo V en proteinas filamentosa intermedias como’ laminas nucleares.
Dificren de otras protefnas filamentosas intermedias en la que se ensambla en forma de mallas
ortogonales debajo de la membrana nuclear. '"#? a pesar de una considerable diversidad en tamaiio
y de secuencia amina la variedad de las protefnas filamentosas intermedias muestran una estructura
organizacional comun.

Los filamentos intermedios son generalmente més estables que los filamentos de actina o los
microtibulos y no demuestran ¢l dinamismo dentro del citoesqueleto. Sin embargo las proteinas
filamentosas intermedias son frecuentemente modificadas por la fosforilacién la cual regula su
ensamble y desensamble dentro de la célula. Plectina por cjemplo se une a los filamentos de actina
y los microtiibulos uniendo filamentos intermedios lo cual provee pucntes entre los componentes del
citoesqucicto. Estos pucmcs estabilizan los filamentos de actina y microtibulos lo que incrementa la
estabilidud de la célula, '’

3.27. MICROTUBULOS.

Microtiibulos: Es el tercer principal componente del citoesqueleto. Es rigido con’ forma de
rucdas con hoyos, son estructuras dinimicas que sufren continuo ensamble y desensamble, funciona
estrechamente con las estructuras de actina para determinar la forma celular y una variedad de
movimicntos celulares, algunas formas de locomocién, el transporte intracelular de organclos y la
separacién de cromosomas durante la mitosis. '

H-taubutm ar-tebubin

Fig 14. Estructura de los microtitbulos.
Geaffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p.
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3.28. ESTRUCTURA, ENSAMBLE DINAMICA Y FUNCION DE LOS
MICROTUBULOS.

En contraste de los filamentos intermedios los cuales componen una variedad de diferentes
proteinas fibrosas los microtibulos estdn hechos por proteinas globulares simples llamadas tubulina,
La tubulina es un dimero que consiste de dos polipéptidos muy parecidos de 55kd, alfa tubulina y
beta tubulina. Ademds un tercer tipo de tubulina (Y'tubulina) es especificamente localizada en el
centrémero mientras que jucga un papel importante en la iniciacién del ensamble de los
microtibulos, 3% 3% 39

Los dimeros de tubulina se polimerizan desde los microtiibulos lo cual generalmente consiste
en trece protofilamentos linecales ensamblados alrededor de un una rueda con un hoyo. Los
microttibulos (como los filamentos de actina) son estructuras polares con dos diferentes extremos:
uno de ripido crecimiento llamado extremo positivo y ¢l otro extremo negativo de lento crecimiento.
Esta polaridad es importante para determinar la direccién del movimiento a lo largo del
microtibulo, sélo la polaridad de los filamentos de actina define la direccién del movimiento de la
miosina. ¢ 3233 3%) E| ensamble de los microtubulos necesita GTP que sc convierte a GDP. Si la unién
GDP-tubulina sc disocia dard como resultado una rdpida despolimerizacién y reduccién de los
microtibulos, 24445

La inestabilidad dindmica resulta en el continuo y rdpido movimiento de 1a mayoria de los
microtiibulos los cuales tienen una vida media de solo unos minutos dentro de la célula, esto es
critico pira permitir la mitosis de la célula. Los firmacos que inhiben la polimerizacién de los
microttibulos con la colchichina, colcemida y taxol que son ejemplos de cémo ciertas droﬁus inhiben
la polimerizacién de los microtibulos al unirse a la tubulina lo cual bloquea la mitosis, 42443

En las células animales ¢l mayor centro organizado de microttibulos es el centrémero el
cual cs localizado junto al nicleo cerca de centro de  interfase de la célula. Durante la mitosis
microtibulos se extienden por afuera de los centrémeros para formar el huso mitético el cual es
responsable de la separacién y distribucién de los cromosomas hijas. El centrémero juega un papel
importante en cuanto a determinar la organizacién intracelular de los microtdbulos aunque muchos
de los detalles de su funcién son un misterio. ™~

Los centrémeros sirven como cl sitio de iniciacién para el ensamble de los microtiibulos los
cuales crecen por afucra del centrémero hacia periferia de la célula, 424443

Durante la mitosis los microtibulos se reorganizan complctamente lo quec demuestra la
importancia de la inestabilidad dindmica. El arreglo de los microtibulos presenta en la interfase
celular desensambles y unidades libres de tubulina son ensambladas para formar el uso mitético el
cual es responsable de la separacién de los cromosomas hijas. Esta estructura del citoesqueleto de
los microtibulos es solo para la duplicacién del centrémero para formar dos centros separados de
organizacién de microtibulos opuestos en los polos de uso mitético. *'4%
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Fig. 15. Durante la mitosis la reorganizacién de los microtibulos en de suma importancia para
separar las porciones de DNA.
Geoffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p.

El comportamiento dinimico € inestable de los microtubulos puede ser modificado por medio
de interacciones con otras proteinas. Algunas proteinas celulares actian para desensamblar los
microtiibulos, o para aumentar la tasa de polimerizacién de tubulina en los extremos de los
microtibulos. Otras protefnas (llamadas proteinas asociadas de microtiibulos o MAPS) se unen a los
microtibulos y aumentan su estabilidad. Estas interacciones son importantes para determinar la
forma y movimicnto de la célula.

Los microtiibulos son responsables de una gran variedad de movimientos celulares,
incluyendo el transporte intracclular y la posicién de las vesiculas de membrana y organelos, la
separacién de los cromosomas en la mitosis. Miembros de dos grandes familias de proteinas de
movimicnto - las cinasas y las dineinas — son responsables de la capacidad y la variedad de
movimientos en cada microtdbulo, 4% S

Quinesina y dineina, las protefnas prototipo de motor de los microttibulos, se mueven a lo
largo de los microtibulos en direcciones opuestas — kinesina desde el extremo positivo y dineina el
extremo negativo. 2 Diferentes miembros de la familia kinesina varfan en su secuencia amina en el
extremo carboxilo terminal siendo responsables de diferentes lis)os de movimiento, incluyendo
movimiento de organclos y cromosomas a {o largo de microtibulos 2

Ademis de las importantes tareas que supone el transporte y el movimiento los microttibulos
sc asocian con la posicién_de los érganclos (como el retfculo endoplasmico, aparato de Golgi,
lisosomas y mitocondria.) 2%

Si los microtiibulos sc desbaratan ya sea por una droga o cuando la célula entra en mitosis, el
aparato de Golgi se¢ rompe en pequefias vesfculas que sc dispersan a través del citoplasma. Cuando
los microtibulos se rehacen ¢l aparato también sc reensambla, de esta forma el movimiento de los
microtdbulos cs responsable de 1a estabilidad de las posiciones y estructura de los organelos respecto
a la membrana, 334
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3.29. SENALES DE TRANSDUCCION Y EL CITOESQUELETO.

Las funciones de la mayorfa de las células estdn directamente afectadas por la adhesién y la
organizacién del citoesqueleto. Los receptores responsables de la adhesién celular actdan sobre las
vias de seiiales intracelulares las cuales regulan otros aspectos de la vida de la célula y afectan la
organizacion del citoesqueleto. Los factores de crecimiento frecuentemente actian para inducir las
alteraciones dcl citoesqueleto provocando movimientos 6 cambios en la forma celular. Los
componentes del citoesqueleto actdan tanto en los receptores y en las vias de seiiales intracelulares y
con este proceso sc integra la forma celular, el movimicnto y otras respuestas celulares, 23914

Steroid hormone

Plasma membrane /

Transcription

Fig. 16. Cuando una seital del exterior de la célula (en este caso el una hormona asteroidea)
conracta la superficie causa una reaccion en cadena que observa como la translocacién al niicleo
para promover la transcripcion de otras proteinas. Este suceso se observa en la activacion de Erk.
Geoffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p.
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3.30. INTEGRINAS Y SENALES DE TRANSDUCCION.

Las integrinas son los receptores con mayor responsabilidad para la unién de las células en la
matriz cxtracelular. Las integrinas interactGan con componentes del citoesqueleto para proveer
estabilidad cntre la matriz cxtracelular y las células adherentes. Las integrinas sirven como
receptores que activan sefiales intracelulares ademds controlan la expresién de genes y otros aspectos
de la vida celular en respuesta a interacciones de adhesién, '!11220.38

Como miembros de una stiper familia de receptores, la estructura de las integrinas tiene colas
cortas citopldsmicas que sc unen intrinsecamente a la actividad enzimdtica, cjemplo de esto es la
fosforilacién dc protefnas de tirosina como una respuesta temprana a la interaccién de integrinas con
los componentes de la matriz extracelular, esto hace pensar que las integrinas son parecidas a los
norcceptores de kinasas de la protefna tirosina. En particular un noreceptor de proteina kinasa
Hamada Fak (focal adhesion kinase) juega un papel importante en cl rol de las seiales de integrinas.
Como su nombre lo indica Fak es localizada en adhesinas focales y ripidamente se convierte en
tirosina fosforilada scguida dc la unién a la integrina de los componentes de la matriz extracelular
como la fibronectina, 943%
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Fig. 17. Las integrinas en su parte externa se unen con algiin efector activando ciertas seilales
celulares y por el interior celular alteran la formacién del citoesqueleto de actina.
Geoffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p.
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3.31. REGULACION DEL CITOESQUELETO DE ACTINA.

La respuesta cclular a sefiales extracelulares incluyen factores de crecimiento,
frecuentemente ‘incluye cambios en el movimiento y forma celular, por ejemplo, los factores de
crecimiento inducen alteraciones en la movilidad celular (como en la proliferacién) jucga un papel
muy importante en los procesos de salud en los tejidos y durante el desarrollo embriolégico estos
aspectos son gobernados especialmente por el citoesqueleto de actina. En particular, muchos tipos de
movimiento cclular estin basados en un ensamble dindmico y desensamble de los filamentos de
actina. La remodelacién del citoesqueleto de actina representa un elemento ?rincipal de la respuesta
de muchas células ante los factores de crecimiento y sefiales intracelulares. 36

Entre el enorme grupo de proteinas que intervienen en el ensamble y desensamble del
citoesqueleto se encuentra la subfamilia de Rho que son pequeiias protefnas de unién a GTP (como
Rho, Rac y Cdc42) que tienen un papel central en la regulacién y organizacién de las citoesqueleto
y en las funciones de movilidad celular, adhesién 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 cstudios de fibroblastos expucstos a un factor de crecimiento. Las alteraciones resultantes
del factor de crecimiento incluye la produccién de protrusiones en la superficie celular (filopodia,
Iamellipodia y arrugas de membrana) asi como la formacién de adhesiones focales y fibras de stress.
La microinyeccién a células con mutantes especificos con los diferentes miembros de la familia
Rho ha demostrado que Cdc42 induce la formacién de microspikes (micropuntas) o filopodia. Rac
media la formacién de lamellipodia y de membrana y Rho cs responsable de la formacién de la
adhesion focal y fibras de stress. Se ha vista que la importancia de Rho en la modificacién del
citoesqueleto no solo en los fibroblastos, por ejemplo en las células epiteliales la familia Rho regula
la formacidén de uniones de adhesién, la cual se involucra en la formacién de uniones, las cuales se
relacionun uniones a cadherina al citoesqueleto de actina. Los miembros de la familia Rho sirven
como reguladores universales del citoesqueleto de actina al provocar scfiales extracelulares para
cambiar la forma y movimiento. Ademds los micmbros de Rho pueden activar las seiiales de MAP
cinasas, asi cstas pequeiias protefnas de unién a GTP funcionan como un regulador dual del
remodelando del citoesqueleto y la expresién de genes. 42

Recientes experimentos han demostrado que algunas vias como la familia de Rho regulan las
alteraciones del citoesquelcto. Una proteina importante de la aparicién de Rho es la kinasa de
protefna scrina/treonina llamada Rho kinasa. La activacién de la kinasa Rho aumenta la fosforilacién
de cadenas ligeras de miosina. El aumento resultante en la cadena ligera de miosina activa la
miosina y dirige el ensamble de filamentos de miosina-actina resultando en las alteraciones del
citoesquelcto como la formacién de fibras de stress y adhesiones focales. Ademais el efecto de la
fosforilacién de la cadena ligera de miosina afecta la fosforilacién de otras proteinas kinasas (LIM-
kinasa) la cual fosforila la unién dec actina con la proteina cofilina. Cofilina es un agente que regula
el desensamble asi como su fosforilacién por LIM kinasa directamente se une a Rho para regular
los dimeros de los filamentos de actina. *

Una llave principal de Rac y cdc42 es la kinasa de protefna serina threonina llamada PAK.
Como una kinasa Rho, Pak también afecta la fosforilacién de la cadena ligera de miosina, pero en
direccion opuesta. PAK fosforila y inhibe la kinasa ligera de miosina, dirigiendo el decremento en la
cadena ligera de miosina, esto resulta en la inactivacién de miosina II y descenso en la interaccién
de actina miosina, consistente con las habilidades de Rac y Cdc42 para estimular la formacién de
superficics celulares provoca fibras de stress y adhesiones focales. Activacién de Rac también libera
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la estimulucién de- LIM Kkinasa y la fosforilacién de cofilina, se une Rac ‘para- remodelar el
citoesqueleto de actina, 224244 ’

3.32, VIA DE RAS, RAF Y MAP CINASA.

La vin de MAP cinasa se reficre a la cascada de protefnas -kinasas que. esta altamente
conservada cn Ia evolucién y juega un papel muy importante en la transduccién de sefiales en todas
las células cucariéticas desde hongos hasta humanos. Los clementos centrales en la vfa es a familia
de protefnas kinasas serinas / 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 sefiales moleculares.

En los hongos, las vias de MAP cinasa controlan una variedad de respuestas celulares
incluycendo apareamiento, forma celular y esporulacién. En cucariontes de gran evolucién las kinasas
MAP son reguladores del crecimiento y diferenciacién celular.

La proteina cinasa mas caracterizada en las células mamiferas en la familia de ERK
(extracclular signal-regulated kinase, “kinasa extracelular de sefial regulada’™.) La activacién de ERK
juega un papel muy importante en la sefial de proliferacién celular inducida por factores de
crecimicnto que actdan a través de protefnas de Tirosina / kinasa o proteinas G receptores acopladas.
Otro tipo de proteinas pueden ser activadas por ERK como protefna kinasa C que  parece scr
responsable de la estimulacién de la proliferacién celular inducida por esteres de forbol que son
promotores de tumores. Ademads las vias del calcio y AMPc se cruzan con las seiiales de ERK ya sca
estimulando o inhibiendo la via de ERK en diferentes tipos de células®?-

La activacién de ERK cs mediada por dos protefnas kinasas las cuales estdn acopladas al
receptor de crecimiento por las uniones de proteina GTP llamadas Ras. La activacién de Ras es a
través de la activacién de Raf una proteina kinasa, la cual fosforila y activa la proteina kinasa
Namada MEK (para MAP cinaso/ERK kinasa). MEK es una protefna especifica dual que activa los
micmbros de la familia de ERK por medio de la fosforilacién de ambos residuos de threonina y
tyrosina scparados por un aminoécido. Una vez activado la fosforilacién de ERK se activan otros
sciales como ya sca otra protefna kinasa y factores de transcripcién, ‘%!
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Fig. 18. La activacién de Erk contiene una cadena de pasos a seguir desde un receptor de
membrana como una integrina o un factor de crecimiento el cual activa seiiales como Raf y MEK,
Geoffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p.

El rol principal de Ja via ERK en las células mamiferas se basa en el estudio de las proteinas
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 cn Ras ha aumentado desde el
estudio del cincer humano. La importancia de Ras en las seifiales intracelulares se ha demostrado con
ensayos donde se inyecta proteina activa de Ras que induce la proliferacién de células mamiferas
normales, 33931

Dcbido a que Ras no solo es capaz de inducir el crecimiento anormal de las células
céinccrosas, parcce ser también importante para la respuesta normal de las células en la estimulacién
de factores de crecimiento, 4230

Es de hacer notar que la activacién inicial de Raf inicia la cascada de la protefna kinasa para
finalizar con la activacién de ERK. Entonces ERK activada fosforila una gran variedad de proteinas
quc incluyen otras kinasas. Es de importancia hacer notar que una fraccién de ERK activada se
transloca al ndcleco cuando regula los factores de transcripcién por medio de la fosforilacién. Es
importante y notable que la primera respuesta de la estimulacién de los factores de crecimicnto es ta
ripida induccién transcripcional de una familia de aproximadamente 100 genes llamados genes de
tempranos-inmediatos. La induccién de un numero de genes tempranos es mediada por la secuencia
de regulacion llamada elemento de respuesta al suero SER la cual es reconocida por un complejo
de factores de trascripeién incluyendo respuesta del factor de sucro SRF y Elk-1. Erk fosforilada
activa ELK-1 promoviendo una unién directa entre la familin de ERK de las cinasas de MAP y
inducc tempranamente  la induccién de genes. Muchos genes de temprana cxpresion codifican
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factores de estimulacién de factores dc CI‘CCImlcnto con lo cual se cstablecen nuevos programas de
codificacién y cxpresién gendtica, 230-

Tanto hongos como células mamiferas tienen mdltiples vfas de MAP cinasas que controlan
distintus respuestas celulares. Cada cascada consiste en tres proteinas kinasas: una MAP cinasa
terminal y dos cinasas reguladas (andlogas para Raf y MEK) que regulan su actividad. Ademds los
miembros de la familia ERK, estos incluyen a JNK y p38 MAP cinasas, es preferentemente activada
por la respuesta inflamatoria de las citoquinas y stress celular. Mientras que la seiial de ERK
principalmente lleva hacia la proliferacién celular, la sobrevivencia y la diferenciacién, la via MAP
cinasa sc puede translocar al niicleo y fosforilar factores de transcripcién que regulan la expresién
genética. Miiltiples vias de MAP cinasas estdn presentes en lodos los tipos de células eucari6ticas
para controlar la respuesta de diversos sefiales del medio, 423°3

3.33. BACTERIAS QUE MODIFICAN EL CITOESQUELETO.

La mayorfa de las bacterias causan alteraciones en el citoesqueleto de las células, una de la
mas cstudiadas es Listeria monocytogenes cstc microorganismo provoca una forma aguda de
envencnamiento alimentario, su estudio ha proporcionado datos inesperados acerca del mecanismo
mediante el cual la célula controla la polimerizacién local de la actina. Esta bacteria patdégena
penetry por fagocitosis en la célula, entonces secreta enzimas que rompen la membrana del
fagosoma y se liberan cn el citosol de la célula huésped. Mediante la nucleacién de los filamentos de
actina una bacteria individual se desplaza por cl citosol a una velocidad de 1Omicras por minuto
dejando tras clla una cola de filamentos de actina con esto la bacteria altera al citoesqueleto que
actda como los sistemas de transduccién de sciiales intracclulares. *%™

3.34. CARACTERISTICAS DE BACTERIAS GRAM POSITIVAS.

Muchas clases de especies bacterias gram-positivas habitan la cavidad oral especificamente
en la placa dental que se encuentra alrededor del diente y sobre las mucosas. Las especies gram-
positivas tienen gran variedad en la morfologfa desde coco hasta bacilos irregulares. Las bacterias
normalmente son curvadas o torcidas y muchas especies forman filamentos cn ramas. E! mayor
gencro de cslc(grugo celular es la familia de los Actinomyces que en la boca se encuentra en grandes
proporcioncs.

La acro-tolerancia (la sensibilidad) de bacterias gram positivas se encuentra en rangos desde
acrobios como el Micrococcus y los facultativos como Actinomyces y anaerobios aerotolerantes
como Lactobacillus. Metabolicamente la mayoria de estas especies son fermentativas que producen
un rango de dicidos y productos a partir de los carbohidratos (azticares) y aminodcidos. )

Lu caracteristica principal de las bacterias gram positivas es la estructura de la membruna
citoplasmiditicut en la cual se encuentra un polimero llamado peptidoglucano que rodea la membrana
citoplasmiitica previendo rigidez, forma y estructura ademids el peptidoglucano al unirse firmemente
al cristal violcta es ¢l responsable del color caracteristico de las bacterias gram positivas ante tincién
de gram,
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Fig. 19. La estructura la membrana celular de las bacterias gram positivos contiene petidoglucano,
componente que lo hace reaccionar al cristal violeta en la tincidn de gram.
Geoffrey M. Cooper. The cell a molecular approach. Mosby. Second edition. 2000.p.p.

3.35. GENERO Actinom yces.

L.as células de Acrinomyces son cspecies irregulares de bacilos muy variables en didmetro, de
0.5 a I micra. Suclen ser muy cortos (1.5 a 5 micras) de largo incluye filamentos de 5 a 50 micras
frecucntemente muestran ramas arborescentes. Las células sc arrcglan en simples o en pares' en
cadenas cortas o en grupos. En la tincién de gram las bacterias cominmente se muestran con
apariencia granular. Algunas especics poseen fimbrias las cuales juegan un papel importante en la
adherencia, V75745

Las especies de Actinomyces son generalmente anacrobios facultativos y requieren diéxido
de carbono para crecer, algunas lineas son preferentemente anaerobios. Estas especies tienen un
metabolismo de fermentacién de azucares, la mayoria de los Actinomyces descomponen ¢l peroxido
de hidrégeno con excepeién de A. viscosus. A. Naeslundii y A. actinomyces. *757%

Todas las especies crecen bien en agar sangre, infusién cercbro corazén y en un medio de
thiogycolatos. Un medio especifico para este tipo de bacterias es Ia infusidn cerebro corazén que
contienen fluoruro de sodio y sulfato de colisteina como agente selectivo. Otro medio usado es el
agar enriquecido con gelatina con sulfato de cobre y metronidazol para seleccionar a A. viscosus y
A. naeslundii. La reactividad serologica de los serotipos dificulta que las especies puedan ser
separadas por difercntes medios quimicos. 34783

El sitio de mayor colonizacién de Actinomyces es la cavidad oral en humanos y otros
animales (son ¢l mayor componente de toda la placa dental) se encuentran también en las tonsilas y
en cl tracto genital femenino. Hay especies individuales que causan pérdida de hueso alveolar y
carics cn los experimentos con ratas. Las especies de Actinomyces han sido asociadas con la
cenfermedad periodontal y juega un  papel muy importante al facilitar la colonizacién de
microorganismos mis patégenos. Muy esporddicamente Actinomyces causa actinomycosis en el
cercbro y abscesos cervicofaciales, conjuntivitis y otras infecciones como cervicitis y endometritis
cn la mujer que usan DIU. La infeccién de Actinomyces puede ser el resultado de la un trauma o
mordidas humanas. 33
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3.36. Actinomyces naeslundii.

Esta bacteria nombrada en honor a su descubridor Carl Nacslund ¢s aislada de [a placa
bacterianu se le ha relacionado con la periodontitis activa, gingivitis y la formacién de caries a nivel
de los cucllos de los dicntes crece en agar sangre e infusién cercbro corazén. En experimentos en el
laboratorio es capuaz de producir periodontitis y gingivitis con alto grado de perdida de hueso
alveolar. Se identifica como una bacteria gram positiva con forma coco-bacilar que pucde Negar a

formar ramificacioncs, 47-5785-

Actinomyces naeslundii sc ha implicado en la caries dental a nivel de raiz y en la gingivitis,
se sugicre que los receptores especificos de la superficie de la membrana son adhesinas que
determinan la habilidad para colonizar diferentes sitios orales.

A simple vista las colonias tienen un didimetro de 1 a Smm de didmetro con baja convexidad,

de aspecto umbilical y con una elevacién en su centro, usualmente presenta un color crema,

47.57.85.

Cuadro 2, Ficha de identificacién de los laboratorios ATCC de Actinomyces naeslundii

[7 Nombre de la bacteria: Actinomyces naeslundii. _J
ﬁ Numero de catalogo: ATCC 12104 J
[ Responsable del aislamiento: Thompson y Lovestedt. ‘]
( Seno maxilar humano y boca J
Lugar de aislamiento: humana.
I_v Responsable de almacenamiento A. Howell. _]
{ Nivel de bio-sequridad 2 ]
[— Tipo de almacenamiento: Congelado en seco. _|

Condiciones de crecimiento:

Medio ATCC: Caldo Actinomyces,

Temperatura: 37.0C

Condiciones de crecimiento:
Anaserdbica.
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Referencias: 5720 Georg LK et al. Identification of speclcs Acunomyces J ;

Bacteriol. 88: 477-490, 1964.
7 :6471: Thompson L and Lovetedt SA An actmomyces hkc orgamsm .

* obtained from the human mouth Proc Staff Mect May
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Cundro 3;: Pruebas bioquimicas para Ia identificaién de Acti yces lundii.

Identilicacion de Actinomyces naeslundii.

Motilidad No
Crecimiento anacrobio Si
Catalasa No
Peptidasa amino valina. Si
Tripsina No
Quicio tripsina. No
Phospha midasa Si
Alfa galactosidasy Si
Beta Glucoronidasa No
Alfa glucosidasa Si
Xylosa No
Reduccién_de nitratos Si
Esculina Si/No
Produccién de indol No
Glucosa Si
Formacién endosporas No
Ac. Propinico No
Ac. Acético Si
Ac. Lictico Si
Ac. Succinico Si
Urcasa Si
Reduccién de nitratos Si
Arabinosa No
Glucosa Si
m-manitol Si
Rafinosa Si
Ramnosa No
Ribosa Si/No
Oxidasa. Si.

.Rosan B. Mechanisms of oral colonization. Contemporary Oral Microbiology and Immunology;
1991, Editor Slots.J, USA.
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3.37. ADHERENCIA DE Actinomyces naeslundii.

Uno dc los primeros pasos en la patogénesis de la enfermedad periodontal y de la caries es la
adherencia a la superficie. Actinomyces naeslundii son bacterias facultativas gram positivas de
forma filamentosa, la adhesién de estos organismos a las superficies se debe a las proteinas
especificas en las fimbrias galactosa tipo 2 y proteinas ricas en prolina, cstas estructuras pueden
promover la adherencia de Actinomyces naeslundii a otras bacterias, superficies bucales, leucocitos
y células cpiteliales. El tipo | de fimbria promueve la adhesién de Actinomyces naeslundii a la
hidroxiapatita embebida en saliva, 475785

En la cspecie Actinomyces naeslundii se han encontrado diferentes serotipos de bacterianos
que difieren cn sus caracteristicas de adhesién y especificidad de sustrato en la siguiente tabla se
especifica las caracteristicas de cada serotipo.

Cuadro 4. Afinidad de los serotipos de Actinomyces naeslundii.

| SEROTIPO. [APRPs* FTATERINA.I PROTEINAS] ORIGEN. 1
[FIMBRIAS]

. naeslundii T14V 3 1 Si. IBolsas periodontales.
. naeslundii LY7 2 1 Si. (Placa dental humana.

. naeslundii P-1-K 2 1 Si. [Placa dental humana.
Unidn fuerte. 3
Unién moderada. 2
Unidn débil. 1

La afinidad especifica de los dlferentes serof pos de Aclmomyces naeslundii cambia para cada

sustrato.

B.W. Heawkins Interaction of Acluwmyce ueslundll strams Ti4V and 1204 with sal:va collagen
and fibrinogen. Archs. Oral Biol; 1993 Val 38 No. 6, p. 533-535

*Prate[nas ru:as ‘en prolma

La adherencia de los Actinontyces se ha relacionado con la unién a glucanos pero cuando se
encuentra fibrin6genc o coldgeno libre en el medio las bacterias se unen a este’y. no: a.al sustrato
natural que son las células debido a que las adhesmas n:sponsables de la adhesnén reconoccn al
coligeno y fibrindgeno con mayor afinidad, 4 i

La habilidad de Actinomyces para adherirse al fibrinégeno y promover su colomzamén a
su?crﬁcncs cubicrtas por saliva libre es muy importante para el establecimiento de mlcroorgnmsmos
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La enfermedad periodontal es el segundo factor ctiolégico de la pérdida dental en personas
adultas cntre los 30 y 60 afios de edad, numerosas investigaciones han sido realizadas con cl
propésito de establecer Ia ctiologfa de esta enfermedad. Una de las consideraciones més importantes
es el papel de la placa dental y de los microorganismos asociados, pero la naturaleza exacta de la
microbiota no hu sido todavia determinada.

En cl presente proyecto sc abordé el estudio de un microorganismo gram-positivo
Actinomyces naeslundii y su papel sobre la adherencia en fibroblastos gingivales humanos. Este
estudio surge de la necesidad de conocer el comportamiento que tiene A. naeslundii, una bacteria
asociada con enfermedad periodontal (gingivitis y periodontitis), sobre fibroblastos gingivales
humanos.

Los fibroblastos son las células predominantes en ¢l tejido conectivo, son las responsables de
la formacién de las fibras coldgenas y el material extracelular amorfo. En el tejido conectivo
gingival, los fibroblastos, se encargan de la firmeza y elasticidad para resistir las fuerzas funcionales
y de la adhcrencia del epitelio al diente. Ahora bien, el dafio que se produzca cn estas células afecta
directamente al periodonto.

47



5. JUSTIFICACION -

Un capftulo de gran importancia en el desarrollo de la investigacién biolSgica es conocer los
mecanismos de reconocimiento entre el pardsito y el huésped, asf mismo ¢s de gran importancia
identificar cuales son los mecanismos moleculares que conducen a la pérdida de la homeostasis en el
huésped y consccutivamente al desarrollo de la enfermedad.

La investigacién en el campo que nos ocupa es en particular la odontolSgica, 1a cual no esta
exenta de este desarrollo en la investigacién de las interacciones pardsito huésped, ya que hasta la
fecha se han identificado al menos 300 diferentes especies de microorganismos que conviven con el
organismo formando la placa dentobacteriana.

Esta convivencia bajo algunas condiciones entre las que se incluyen una deficiente higicne
oral, cambios hormonales, enfermedades congénitas entre otras ocasionan que la homeostasis se
rompa y la placa dentobacteriuna comience a invadir la porcién subgingival, y que por las
condiciones microambientales favorables propicia la colonizacién de microorganismos anaerobios o
facultativos entre los que se incluyen bacterias de tipo Gram positivo y Gram negativo. Esta
colonizacién provoca el desarrollo de procesos infamatorios conocidos como enfermedad
periodontal, periodontitis y gingivitis que conduce en Gltima instancia a la pérdida del érgano
dentario.

La periodontitis afecta a 8 de cada 10 adultos en ¢l mundo entre las altemativas de
tratamiento se encuentras técnicas de control de placa y quinirgicas.

En cl dmbito de la investigacién se han realizado un gran ndmero de investigaciones
tendientes a identificar y caracterizar los microorganismos asociados a la enfermedad periodontal y
otros cstudios sc¢ han realizado para esclarecer los mecanismos de adhesién entre los
microorganismos con los diferentes tejidos del parodonto y su posterior colonizacién de los tejidos
hasta el desarrollo de la enfermedad.

Esta investigacion scflala que Actinomyces naeslundii  interactda con los fibroblastos
gingivales humanos al alterar ¢l citoesqueleto con formacién de fibras de stress y abultamientos de
actinga, ademis sc estudiaron las estructuras de adhesién a la célula y su relacién con las seiiales de
transduccién que desencadenan: el daiio al citoesqueleto celular y la activacién de Erk.

Lo que se pretende en este estudio s dar un paso en ¢l conocimiento de los mecanismos de
interaccién de Actinomyces naeslundii 'y los componentes del huésped en cespecifico con los
fibroblastos gingivales humanos. Y ayudar asf, al esclarecimicnto de la ctiologia y ¢l papel dc la
microbiota cn la enfermedad periodontal,
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6. OBJETIVOS.
OBJETIVO GENERAL.

Determinar como actia Actinomyces naeslundii en los fibroblastos gingivales humanos
en Ia morfologia del cit qucleto y activacién de seiiales intracelulares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Caracterizar la adherencia de A. naeslundii en fibroblastos gingivales humanos.
Determinar la adherencia por microscopia ¢electrénica de barrido y transmisién.
Observar si Ia adherencia ocasiona modificaciones en la organizacién del citoesquelet
Deternmiinar si la adherencia promueve la activacién de vias de tr duccion de seiial
intracelulares,

7. HIPOTESIS.

H. A. Si A, naeslundii se considera una bacteria periodontopatégena entonces se observari la
adherencia de forma curso temporal en fibroblastos gingivales humanos..

H. O. H. A. Si A. naeslundii no sc considera una bacteria periodontopatégena entonces no sc
observari la adherencia de forma curso temporal en fibroblastos gingivales humanos..

H. A. Si A, naeslundii adhiere a los fibroblastos gingivales, entonces se observard la rcorgamzacnén
del citoesquceleto.

H. O. Si A. naeslundii no se adhicre a los fibroblastos gingivales, entonces no se obscrvaré la
reorganizacién del citocsqueleto.

H. A. 8i A. naeslundii se adhicre a los fibroblastos gingivales humanos entonces se acuvarzin las
vias de transduccién de sefiales intracclulares.

H. O. 8i A. naeslundii no se adhiere a los fibroblastos gingivales humanos entonces no se acuvar{m
las vias de transduccién de seiiales intracelutares,
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8. MATERIAL Y METODOS:

Equipo,

Microscopio Polivar con unidad de florescencia.
Microscopio confocal Nikon.

Computadora Pentium M1

Jarra de anacrobiosis.

Agitador magnético.

Incubadora para cultivo bacteriano.

Incubadora de camara humeda de CO;
Campana de flujo laminar.

Reactivos.

Agar Sangre (DIFCO)

Antibidtico-antimicético (INVITROGEN)

Cloruro de Potasio (JT BAKER)

Cloruro de Sodio (JT BAKER)

Falloidina acoplada a fluoresceina (SIGMA).

Fosfato Bibisico de Potasio JT BAKER)

Fosfato Monobisico de Sodio (JT BAKER)

Infusién Cerebro Corazén (MERCK)

Medio Eagle modificado por Dulbecco (INVITROGEN).

Sucro Bovino Fetal (INVITROGEN)

Goat anti-mouse IgG. Rhodamine conjugated. (Santa Cruz Blolcchnology)
Goat anti-rabbit IgG-FITC. (Santa Cruz Biotechnology).

Mouse monoclonal IgG. Phospho ERK-p (Santa Cruz Biotechnology)
Rabbit Polyclonarl IgG. Phospho PKC (Santa Cruz Biotechnology)

Material Bioldgico.

Actinomyces naeslundii ATCC-12104.
Fibroblastos gingivales humanos.

Cultivo Celular:

Los fibroblastos gingivales humanos se obtendrin de pacientes que al realizar la historia
clinica no reporten tener o haber padecido enfermedades crénicas, viricas, infecciosas y ademds el
estado de los tejidos bucales no presentar algiin tipo de enfermedad. La obtencién del tejido gingival
se realizo durante la extraccién de terceros molares. Se realizaron explantes del tejido y las células se
aislaron y crecicron en un medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(INVITROGEN) suplementado con 10 % suero bovino fetal (INVITROGEN), 1 % antibiético-
antimicético (INVITROGEN) en atmésfera himeda y en presencia de una mezcla de 95 % aire y 5
% CO3 a 37° C. Sc obtendri una clona de los fibroblastos de acuerdo a su morfologia mediante la
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técnica de dilucién. Los ensayos se realizarin entre los pasajes 3 a’ 10, Para los ensayos se utilizari
DMEM libre de antibidticos — antimicéticos ¢

Bacteria:

Actinomyces naeslundii (ATCC 12104) se adquirié. de la compaiifa American Type Cultur
Collection se coloc6 para su crecimiento durante toda la noche a 37°C en 5 % de CO; en agar soya
tripticaseina (DIFCO) suplementado con hemina (10 pg/ ml) (SIGMA); extracto de levadura 0.1%
(DIFCO.) Una colonia bacteriana sc inoculo cn infusién cerebro corazén durante toda la noche a
37°C para la preservacién de la bacteria se coloco en alicuotas y se mantendrd a — 85% en 0.5 %
albimina sérica de bovino. 0.14 M NaCl (TSBA) y 10 % glicerol. €9

Ensayo de Adherencia:

Sc usan dos tipos de cajas: en los ensayos de fluorescencia y microscopia de barrido se
utilizan cajas de 24 pozos, cada pozo con capacidad de 500 uml, y para los ensayos de microscopia
de transmisién cajas de 6 pozos, cada pozo con capacidad de 1 ml, se hace crecer fibroblastos
gingivales humanos hasta la semiconfluencia con DMEN con antibiético-antimicético y 10% de
sucro bovino fetal.

Con la finalidad de poder manipular mejor las muestras para la observacion de microscopia
de florescencia las cajas de 24 pozos se coloca un cubreobjetos de 1 em de didmetro.

En tubos de ensayo con 5ml de infusién cercbro corazén se hace crecer Actinomyces
naeslundii a 37 C° en jarras de anacrobiosis por 72 hrs. Para retirar el sobrenddate se centrifuga a
3000 rpm por 10 minutos y se resuspende con 1 mi de DMEN sin antibiético-antimicético y sin
sucro bovino fetal.

Para hacer estos ensayos tres horas antes de la infeccién el medio de los cultivos se cambia
por DMEN sin antibiético-antimicético libre de suero bovino fetal con el fin de permitir la libre
interaccidn de la bacteria con la célula.

La relacidn de infeccién entre la cantidad de células y bacterias es de 1:50, aproximadamente
la cantidad de células en cada pozo de 500 uml ¢s de 25 000 y en los pozos de 1 ml 50 000, por lo
tanto sc nccesitan 1 250 000 y 2 500 000 de bacterias para cada tipo de pozo respectivamente. Para
medir la cantidad de bacterias que se ticnen en ¢l cultivo se mide 1a absorbancia a 660 nm, sabiendo
quc 0.1 unidades de absorbancia cquivalen a 250 000 se hacen los cdlculos de concentracién y
volumen con la formula: Vy x C, = V2 x C; En la siguiente tabla se hace un resumen de las
condiciones dec infeccién:
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CUADRO 5. CONDICIONES DE INFECCION.

| FLUORESCENCIA Y BARRIDO. | TRANSMISION. ]
mmclones. | Cajas de 24 pozos (500 uml) | Cajas de 6 pozos (1ml) ]
Clase de medio. DMEN sin antibidtico-antimicético y | DMEN sin antibiético-antimicético y

suero bovino fetal. suero bovino fetal.

[volumen de medio. 500 pml. | 1ml ]
Crecimiento del cultivo. Semiconfluencia. ] Semlconlluencia. 1]
[Relacion de bacterias- células. 1a 50 | 1a 50 ]
lcantidad de célutas. 25 000. I 50000 ]
[cantidad de bactertas. 1250000. . [ 2 500000 ]
I‘rilnpo de infeccidn. 60_min. " ; - | 60 min. ]
INumero de ensayos. Por triplicado. — | Par triplicado. j

Tincién de actina.

Al término de la infeccién las células se lavardn en tres ocasiones con buffer de fosfatos
salino y se permeabilizarin en buffer de fosfatos salino adicionado con 0.1% de triton X-100 durante
cinco minutos, las células se tefiirdn con 5 pg/ml de faloidina acoplada a fluorescefna durante 30
minutos a 4 °C . Los cubreobjetos se lavardn durante tres ocasiones con buffer de fosfatos salino y se
montardn para ser observados por fluorescencia en microscopio Reichert-Polyvar, Los cnsayos se
realizardn por triplicado. 88"

Aniilisis de la adherencia por microscopia electrénica de barrido.

Después de la infeccidén se realizan tres lavados con buffer de fosfatos salino estéril para
climinar las bacterias cn exceso, se fija con glutaraldheido en buffer salino de fosfato por 30 minutos
4°C. La muestra sc procesard para la observacién de microscopia electrénica de barrido marca Jeol.
No. 5410 low vaccum. Los cnsayos se realizarin por triplicado y se colocard un campo
representativo de la observacién, 6%

Aniilisis de la adherencia por microscopia electrénica de transmision.

En este cnsayo las células se crecieron en cajas de cultivo al término de la infeccién se
lavaron durante 3 ocasiones con PBS con el prop6sito de eliminar el exceso de bacterias y se
procesaron para su observacién en microscopio electrénico de transmisién marca Jeol 12EX2. Los
ensayos se realizardn por triplicado.




Ensayos de inmunohistoquimica para la deteccién de tes de (r duccién de seiial

En cl ensayo las células se creceriin en cajas de culuvo de 24 pozos con cubreobjetos hasta la
confluenciu. Sc realizaran los ensayos de curso temporal con una proporcién de infeccién 1:100 de
Actinomyces naeslundii, por cada célula a continuacién las muestras serdn fijadas con
paraformaldchido por 30 minutos. Las células se permeabilizar con Tritén X100 al 0.1% por 5
minutos se relirara con varios lavados de PBS y se agrega el primer anticuerpo por una hora (anti-
ERK), al terminar cste tiecmpo se vuelve a lavar y se agrega ¢l segundo anticuerpo en la oscuridad
por una hora. Para poder observar esta muestra s¢ deben montar los cubreobjetos con resina y ser
obscrvados cn  microscopio de fluorescencia.™La observacién dc las muestras tratadas para
fluorescencia serin observadas en el microscopio confocal con el fin de mcjorar 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.*

[}3020. [Descripcidn. lAnlicuerpo. lFluroruloro. |Tiempo. l# Células. I# Bacterias. |Relacidn

Cel/Bac.

1 IConlroI. [Actina. Fluoresceina. |60 min. 25 000

2 |infeccion An.  lActina. Fluoresceina. |60 min. 25 000 1250000 [1a50.
3 _{Control. Actina, Fluoresceina. {120 min. 25 000

4 linfeccion An. _|Actina. Fluoresceina. |120 min. 25 000 1250000 [1a50.
5 |Control. Erk. Rodamina. 60 min. 25 000

6 linfeccion An. |Erk. Rodamina. 60 min. 25 000 1250000 |1aS0.
7__iControl. Erk. Rodamina. 120 min. 25 000

8 [Infeccion An. |Erk. Rodamina. 120 min. 25 000 1250000 {1a50.

ENSAYOS DE MICROSCOPIA DE BARRIDO.*
Pozo. |Descripcion. Tiempo. l# Células. ,LBaclerias. Relacion Cel/Bact.

9 |control. 120min Es 000
10 _ [Infeccion An.  |120 min. 25 000 [1250 000 1 as0.
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ENSAYOS DE MICROSCOPIA DE TRANSMISION.*

Pozo. IDescripcldn. [Tiem@. Ik Células. ]N Bacterias. IReIaclén Cel/Bact.
1 |conuol. J60 min. 50 000
2 _|infeccién An. |60 min. 50 000 2 500000 [1a 50.
3 lConlrol. 1120 _min. |50 000
4__[infeccion An._[120 min. |50 000 l2500 000__[1 a 50.

Cada ensayo se realizo por triplicado.

Meétodo de recoleccion de datos.

Con la obtencién de imdgenes se realizaron en dos formas por medio de microfotografias
convencionales con microscopio Polivar con unidad de fluorescencia con pelicula Fuji color asa
(800 y por la obtencién de imdgencs digitales en el microscopio confocal NIKON. Todos las
fotografias fucron procesadas digitalmente como archivos tipo JPG, PIC y TIFF quc resuclve
muchos de los problemas de calidad de imagen digital. Al observar imédgenes control y dec ensayo se
encuentran las diferencias rdpidamente ya sea por la localizacién (translocacién al ntcleo) y

aumento de seiial.
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9. RESULTADOS.

Uno de los mds importantes pasos para la infeccién bacteriana sobre un organismo es la
adhesion ya que este es ¢l primer paso para colonizar una superficie. La principal enfermedad
responsable de la pérdida dental es la periodontitis cuyo agente causal principal es el acimulo de
bacterias. Entre cstc gran conjunto de bacterias Hamada placa bacteriana se ha identificado a
Actinomyces naeslundii ¢l cual tiene gran importancia en la transicién de una microflora amigable a
una destructiva, su papel de eslabén entre las especies endémicas y las virulentas no se conoce del
todo.

En la figura 20 se muestra una tincion de gram de  Actinomyces naeslundii que corresponde
a una bacteria gram-positiva. En los ensayos de resiembra se prosiguié realizando la tincién de gram
y de igual forma sc realizaron las siguientes prucbas bioquimicas: Catalasa (-) fermentacion de
xilosa (-), glucosu (+), manitol (+), raffinosa (+) y arabinosa (-) y oxidasa (+) con ¢l propésito de
corroborar 1a purcza de los cultivos.

Identificacion de Actinomyces naeslundii por medio de tincion de Gram.

Fig. 20.Tincion de Gram de Actinomyces naeslundii.
La figura muestra la tincion de las bacterias correspondiente a gram positivo. Las bacterias

muestran una morfologia irregular y micelar. La barra repr un to 100x.

Ensayos de Adherencia de A lundii en fibroblastos gingivales humanos:

Con lu finalidad de identificar la adhesion de A. naeslundii se hicieron tres tipos de ensayo de
adherenciu:  microscopia de fluorescencia para actina, microscopia electrénica de barrido y
microscopia electrénica de transmision, todos estos experimentos se realizaron con en una relacién
1:50 células por bucteria con tiempos de infeccién de 60 min. y 120 min.
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En lu figura 21 sc muestra la microscopia eclectrénica de bamido de los fibroblastos
gingivales humanos infectados con A.naeslundii, como se observa en ¢l control (A) en la superficie
de lus células se distingue la liberacion de fibras de coldgena y en la figura 22 al infectar estas
células con el mencionado microorganismo observamos que las bacterias se asocian a la superficie la
célula una que se produjo este contacto inicial las bacterias forman agrupaciones entre si sobre la
superficic de las células.

2/, Se muestra imagen por microscopia electrénica de barrido en un aumento de 5000x la
superficie de los fibroblastos gingivales humanos en condiciones comtrol. La flecha indica
produccicn de coldgeno propia de estas células

15kU x5.,800

Fig. 22. Se muestra imagen por microscopia electrénica de barrido la infeccion de A. naeshundii
sobre los fibroblastos gingivales | IS en un o de 5000v. Las flechas indican la
interaccion de Actinomyces naeslundii sobre la superficie de la célula
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Fig.23. En esta imagen de microscopia electrénica de barrido se observa la adlierecia que existe
entre las mismas bacierias.

Microscopia electrénica de transmision.
En la micrsocpia clectrénica de transmisién se muestra el contacto que se produce entre la bacteria y

la célula en donde se mucstra que en la adherencia estin involucrados los filamentos celulares (Fig.
24.)

Fig. 24.Microscopia electronica de transmision de fibroblastos gingivales humanos infectados con
A.naeslundii.
Se muestra imagen por microscopia electréonica de transmisién la adhesion que existe entre la
superficic bacteriana y la del fibroblasto gingival humano. La fecha indica el sitio de interaccion

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

Al observar que existe ahdeherecia entre Ja bacteria y la celula es de suponer que estdn
involucradas las fibras del citocsqueleto por lo que proseguimos a caracterizar si las fibras de actina
estin involucradas cn Ia adhesién. En los ensayos de fluorescencia para actina se¢ observaron la
formacion de fibras de stress y abultamientos de actina, situacién que es de mucha importancia para
la forma y funcidn de la célula (Fig. 25). Con la modificacion del citoesqueleto sc modifica la forma
y funcién celular y se infiere que sucede un hecho de importancia en cl fibroblasto por medio de
anticucrpos Anti-Erk y rodamina acoplada sc obscrva la inminente translocacion de Erk al nicleo, la
activacion de esta via involucra la fosforilacién de una gran cantidad de proteinas y la transcripcién
de genes relacionadas con la division celular.

LS

Fig.24. En la imagen Ay B se muestra un fibroblasto gingival h en microscopia de camy
claro y con tincion para actina en condiciones control. Las flechas indican el trazado liso y
homogéneo de las fibras de actina.
La imagen C y D se refieren a un ensayo de infeccion por Actinomyces naeslundii en C en campo
claro y en D con microscopia fluorescente para actina. Las flechas indican como los lugares donde
existe mayor adherencia de la bacteria y donde existe la formacion de fibras de stress y
abultamientos de actina.
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Microscopia confocal en ensayos para Erk-p.

Fig. 25. Imdgenes de fibraoblastos tratados con anti-Erk-p., A) en condiciones control y B) con
infeccion por 60 min, el cambio de serial en el niicleo demuestra que la adhesion de Actinomyces
naeslundii causa la trasnlocacion de Erk-p hacia el niicleo.
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Microscopia confocal para Erk-p y actina en ensayos control.

Fig.26.. Las imagenes A 'y B muestran la relacion de los marcajes para actina y la expresién de Erk-
p en condiciones controli. En la imagen A las flechas muestran la estructura de actina marcada con
Saloidina, observe la regulridad de las fibras de actina. En la imagen B las flechas la presencia de
Erk-p en el citoplasma, la imagen C es la union de la imagen A y B donde se aprecia con mas
Jacilidad la relacion entre el macaje para actina y Erk-p.

Microscopia confocal para Erk-p y actina en ensayos de infeccién.

Fig. 27. Las imagenes A y B muestran la relacion de los marcajes para actina y la expresion de Erk-

p ante la infeccion de Actinomices naeslundii. En la imagen A las flechas muestran la estructura de

acting marcada con faloidina, observe las fibras de stress y abultamientos de actina. En la imagen B

las flechas indican la iranslocacion al micleo de Erk-p, en la imagen C es la unionde la imagen A 'y
B donde se aprecia con mas facilidad la relacion entre el macaje para actina y Erk-p.
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En la figura 26 se muestra iméigenes de los marcajes para actina y Erk-p en condiciones
control, la.expresién de’ Erk-p cn- el citoplasma y en el nicleo la atribuimos a una situacién
constitutiva -necesaria para la sobreviviencia de la célula, en cambio en la figura 27 la expresién de
Erk-p en condiciones:de-infeccién-se-concentra en ¢l nicleo con lo que cumple con su papel de
factor de transcripcién... . B

10. DISCUSION.

Los resultados del presente estudio han confirmado la importancia de la adhesién como un
factor que altera a la célula en forma y funcién. La actividad del citoesqueleto revelada ante la
fluorescencia sefiala que la adhesién va mas allé de la interaccién de las membranas celulares lo que
provoca cambios moleculares.

Muchos autores como Keith '!, Samaranayake 'S, Huthcins ** han comprobado que la
adhesién  bacteriana causa modificaciones en la célula, estas alteraciones ain no se comprenden
totalmente, pero sc cnticnde la importancia de la presencia de receptores especificos como
integrinas, adhesinas, lectinas y muchas otras moléculas que s¢ necesitan en el reconocimicto de
proteinas especificas de la membrana y de la bacteria. Los estudios de Gibbons '> '*** reportan que
la adherencia en las superficies bucales no es un hecho simple, es en realidad un conjunto de pasos
donde sc nccesitan proteinas cspeciales llamadas PRP (protefnas ricas en prolina) y receptores
llamados criptotopes, estas moléculas permiten una unién con mayor afinidad entre la bacteria y la
célula,

14

Desde 1997 se ha comenzado a entender la importancia que tiene cl citoesqueleto en la
célula, hecho demostrado en estudios de plaquetas, macréfagos, eritrocitos y fibroblastos. 2%
323¢4onde se muestra que las alteraciones en el citoesquelto modifica de 1a forma y la activacién de
cinasas.

Existecn muchos conceptos nucvos y otros que se ignoran acerca de la estructura y
comportamiento del citoesqueleto, el cambio de temperatura, fucrza iénica y 1a presencia de (actores
de crecimiento interviencn en la forma y funcién de este 6rgano. El citoesqueleto es una estructura
en continua modificacién que organiza a los organitos, modifica la forma y es responsable de
movimientos celulares, todos estos papeles le confieren gran impornancia al citoesqueleto. La
adhesién de Actinomyces naeslundii es responsable dc la formacién de fibras de stress y
abultamicntos de actina que se relacionan con la actividad de proteinas, estas alteraciones deben
modificar la capacidad de divisién y funcién celular y muy posiblemente activar apoptosis y muerte
cclular, situacién que convergerd hacia la presencia de enfermedad en el tejido.

Investigadores como Hutchins'*3?, White 22, Roberts D. *', que estudian el desensamble y
estabilizacién del citoesqueleto entienden que la forma y funcién de las células esta soportada por
este drgano. Agentes quimicos como colchicina, vincristina y otros alcaloides modifican el
citoesqueleto de tal forma que células discoides se presentan como esferas. Como resultado de este
experimento se encontré que la modificacién del citoesqueleto por medio de la adherencia de
Actinomyces naeslundii se representa como la formacién de adhesiones focales, fibras de stress y
abultamientos de actina, esta actividad debe modificar la forma, movimiento y funcién celular como
fuc observado en los estudios de Keith ™ sobre la adhesién de Acrinobacillus
actinomycetemcomitans.
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La transtocacion de factores como Erk se han relacionado con la actividad de la division
celular y con la presencia de mayores actividades de fosforilacién, en nuestro experimento la
translocacién al niicleo es evidente y ademis con datos anteriores se comprende que cxiste aumento
de la fosforilacién ante la infeccién de Acrinomyces naeslundii este hecho nos hace deducir que
existe la necesidud de la célula para sobrevivir y dividirse. La actividad celular ante la infeccién
scguramente no solo se reduce a la activacién de una sola protefna, la transcripcién de gencs
involucrados con otras vias debe suceder como en los resultados de Steven L. 29, Xingming Deng
€32 pao-Li *™ cllos reportan con otro modelo de infeccién que la actividad celular se modifica en su
totalidad. La actividad del citoesqueleto y la translocacién de Erk indica que esta bacteria no es tan
inocua como sec cree actualmente. Aunque la mayoria de las infecciones agudas se encuentran
bacterias gramnegativas las grampositivas deben ser estudiadas con mds cuidado tanto por clinicos ¢
investigadores.

Aunque la  importancia del estudio de Actinomyces naeslundii no se relaciona
especificamente con las ctapas mas avanzadas de la enfermedad pcriodonlul“.ticnc un rol importante
cn las fases temprinas, cs la bacteria que se une a las superficies bucales y posteriormente a través
de clla otros organismos con mayor patogenicidad sc¢ adhieren, colonizan y son capaces de destruir
tejidos. Posiblemente la actividad de A. naeslundii sobre los fibroblastos gingivales humanos causa
en ¢l drea de infeccidn Ia presencia de células de defensa que anticipan la presencia de bacterias mas
peligrosas.

En la mayoria de la literatura se hace mayor importancia a la adhesién de Actinomyces
naeslundii sobre las superficics dentales y se ha restado relevancia a la adhesién con las superficies
de tejidos blundos donde la célula mas abundante es el fibroblasto el cual produce coldgeno y
fimbrina, estas proteinas dan forma al tejido y son el sustrato de adhesién para muchas bacterias que
necesitan reconocer receptores especificos para iniciar la colonizacién, El medio de adherencia para
Actinomyces naeslndii son sus fimbrias galactosa tipo 2 y del lado celular el receptor mas posible
es uno quc tenga relacién con el citoesqueleto, el mas indicado son las integrinas las cuales son
proteinas dimericas trunsmembranales que en su porcién interna se encuentran unidas a los
filamentos de actina, los sitios de unién entre la bacteria y la célula sc reconocen también como
adhesiones focales las cuales estin involucradas con la transmisién de sefiales desde la matriz al
citoesquelcto. *44¢

La evolucidén ha permitido la diversificacion de diferentes formas de adhesién para los
organismos con {a finalidad de disminuir la competencia por un solo receptor y/o sustrato, por ¢l otro
lado la célula se ha modificado creando estructuras complejas (como el citoesqueleto) que permiten
una ripida reaccidn ante el agresor, como lo es la fosforilacién de Erk y otras proteinas.

El proceso de la adhesién es un conjunto de pasos que aun no se comprenden en su totalidad
pero sc acepta que es el primer suceso para el establecimiento de la infeccién, con la continua
investigacion se podri desarrollar fdrmacos o procesos por los cuales se controle la adherencia. El
cstudio microbioldgico y bioquimico de la relacién 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 ecn un ccosistema muy complejo y dificil de estudiar, ademds las bacterias mas que un
enemigo pucden ser la solucién a muchos problemas de salud.
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11. CONCLUSION.
El resultado de esta investigacién sustenta las siguientes conclusiones:

1. La (:(llqcsfdrz‘ bacteriana de Actinomyces naeslundii sucede sobre los fibroblastos gingivales
humanos, -

2. La adhesion ‘de  Actinomyces lundii alter imp en el
comportamiento del citoesqueleto como la formacién de fibras de stress y
-abultamicntos de actina en los lugares de adhesion bacteriana.

3. La ‘expresién de Erk-p se modifica al translocarse al niicleo ante la infeccion de
Actinonomyces naeslundii.
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3. ANEXOS.

12.1.MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO.

La microscopia a campo clara es por mucha la mas usada en todo el mundo con una gran
diversidad de aplicuciones. En términos generales la microscopia de campo claro sc basa en la
capacidad de la luz (fotones) de traspasar cuerpos opacos que han sido cortados en delgadisimas
capas, al ser observadas al microscopio los lentes aumentan ¢l tamaiio de la imagen permitiendo
observar las estructuras que componen la muestra. ““4> Para mejorar la observacién de la muestra sc
usan tinciones las cuales se unen a cicrto tipo de tejidos permitiendo otorgando un contraste entre
tejidos.

12.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.

Sc usa con ¢l fin de estudiar las estructuras internas celulares pero el lugar de usar fotones y
lentes como en la microscopia tradicional sc usan clectrones y electro magnetos. La resolucién de
este microscopio es mucho mayor que ¢l del microscopio de luz, puede llegar a ver estructuras de
tamaiio molecular como protefnas y dcidos nucleicos. Sin embargo ¢l haz de clectrones no penetran
la superficic de la muestra y por lo que se bebe hacer cortes més profundos. En la microscopia
convencional la ayuda de las tinciones es muy importante, en la microscopia electrénica de
transmisién se usa dicido osmico, permanganato, uranio, lantanio o plomo. **

12.3. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

Es una alicrmativa a la téenica anterior pero cn esta sc ticne la caracteristica 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 obtienc un gran rango de aumentos desde 15 hasta 100 000x
pero solo cn la superficic del objeto. 4

12.4. MICROSCOPIA CONFOCAL.

La microscopia fluorescente puede ser combinada con el andlisis de imagen que obtiene
imdgenes en tres dimensiones. Un pequeiio punto de luz, emitida por un léser, es ajustada sobre el
espécimen  la fluorescencia emitida cs recolectada usando un detector parecido al usado en las
caAmaras digitales o de vidco. Antes que la luz sca emitida el detector debe llegar a través de un hoyo
(llamado apertura confocal) colocada precisamente en ¢l 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 escanco del espécimen, generando dos imdgenes dimensiénales que se unen en una
sola para dar la perspectiva de profundidad. Atin mas se pucde obtener una serie de imdgenes
tomadas desde diferentes puntos para reconstruir una imagen tridimensional de la muestra, *%%
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12.5. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA.

La mlcxoacopm por medio de fluorescencia se establece en bases fundamentales de la ﬁs:cn y

de la ?ulmlc.l, pari cmcndcrla sc deben explicar primero los siguientes conceptos.
428

luororesccncm-, Propiedad de los cuerpos que al ser expuestos a los rayos Uv.
: * 0 a luz visible cmncn luz de longitud de mayor que los rayos
iz-Inci dcmcs., ;

Fluoroforo.- Compucsto qurmico que emitc una longitud de onda diferente a

: la que recibe.

Epiflorescencia.-" Procedimiento de iluminacién en la obscrvacién de mucstras en
microscopio ¢n donde la luz provienc por el objetivo.

Las pruebas de fluorescencia permiten detectar una particula o componente de un complejo
de moldéculas en células fijadas e incluso cn células vivas,

El proceso de emisién de fluorescencia resulta de 3 pasos que ocurren en ciertas moléculus
(generalmente  hidrocarburos  poliarométicos o heterocfclicos) llamados - fluoroforos ~ o - tintes
fluorescentes. Una prucba de fluorescencia esta diseifiada para localizar una regién cspccff'ca de un
cspécimen biolégico a respuesta de un estimulo especifico. El proceso de ﬂuoresccnc:a comprcndc
tres pasos:

Paso 1.
Activacién. :

Un fotén de energia X es emanado desde una fucnte externa quc puedc ser‘una lﬁmpam
incandescente o un liser que es absorbido por el fluoroforo creando”un estado electrénico de
cxcitacion. Este proceso distingue la fluorescencia de la qunmlolummlscncm en la cuul el estado de
excitiacion es creado por una reaccién quimica.

Paso 2.
Estado de excitacion, tiempo de vida
El estado de excitacién existe por un tiempo finito durante este tiempo cl furoforo tiene
cambios conformacionales y puede tener infinidad de posibles interacciones con medios
moleculares. Este proceso tienc dos consccuencias importantes. Primero la energia emanada es
parcialmente perdida Ilegando a un estado mas relajado de energfa.

Paso 3. -
Emisién de fluorescencia

Un fotén de encergia es emitido provocando que el estado de energia regrese a un estado mas
bujo de energia.
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La disipacién de cnergfa durante el estado de excitacidn, la cncrgi’a de este fotén es mis baja
ycon una longitud de onda mas larga que la excitacién del fotén. ®

12.7. TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA.

Al terminar ¢l tiempo del ensayo de adherencia se elimina el medio de cultivoy se aplica
solucién fijudora PFA* por 30 minutos, se lava con PBS por § ocasioncs y se pcrmeablhznn las
células con 20 um! de Triton x-100 al 0.1% por 5 minutos, sc lavan las muestras con PBS. pH 8 por
5 ocasiones. En cl caso de las tinciones para actina, las muestras se tifieron con phalloxdmn acoplada
a fluoresceina por 30 minutos a 4 °C. Para los ensayos de Erk se aplico Zuml d rpo dlsuellos
cn 3uml de PBS pH 8 por 60 min. a 4°C. ;

Sc lava con PBS pH 8 por 3 ocasiones y se coloca en la oscundnd una soluc 6ri_dé 3 pml
rodamina anti-mausc y 3 pm! de PBS pH 8 por 40 minutos.

Para montar las lentejas, se aplica una gota de resina Epoxi sobre un cubreobjetos. Se lleva la
mucstra sobre ¢l cubreobjetos de tal forma que la cara donde crecieron las'células este en contacto
con el portaobjctos. Se espera 2 horas para poder observar al mlCl’OSCOpIO. Pnra el almacenamiento
se debe guardur en la oscuridad a 5° C. : :

*Solucion paraformaldehido. (PFA.) :
Con agitacién se calicnta 25 ml de agua a 60 °C se adxcxonu 2 gr de paraformaldchido, se
agrega 3 gotas de NaOH [N, dcjar enfriar y adicionar 15 ml de agua'y 10 m! de PBS.

12.8. TINCION DE GRAM.
I’rocedimicnto.

1- Se enciende el mechero Bunsen.

2- Se calienta el asa bacteriolégica al rojo vivo.

3- Sc abre la caja petri con el cultivo.

4- Para enfriar cl asa se toca con el gel.

5- Sc toma una colonia bacteriana que se lleva al portaobjetos.
6- Sc coloco 5 yunl de agua sobre la colonia en el portaobjetos.
7- Con cl asa sc dispersa homogéncamente sobre el portaobjetos.
8- Para fijar la muestra con el mechero se aplica calor.

A partir de este punto el procedimiento se hace en la tarja.

9- Se aplica tres gotas de solucién cristal violeta* sobre la muestra por 5 mmutos.
10- Sc aplica solucién de yodo* por 20 seg.

11- Sc coloca solucién decolorante* hasta que deje de emitir cnstal vnoleln

12- Se lava con agua.

13- Se aplica tres gotas de solucién de safranina® p0r5 min.

14-Se lava con agua, :

15-Se seca con ayudd del calor del mechero se seca ln muestra,

16- Se observa al microscopio. .
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*En este procedimiento se utiliza tres soluciones que son. cnslal wolem. ya(lo. dccolaranle y
safrinina; la forma de prr.paralos es como stgue g

Solucidn cristal violeta. e . I
Para h.lccr la solucién de cnstal vnolcld se dlsuclvc 2 gr decristal vnoleta cn’ 2 ml de’ alcohol

y 2grde yoduro de polasu‘o.r

Solucion de decolorante. .,

Solucion tlc .mfrauma. b
Eslu solucmn sc hncc 0 5 % de safrdmna cn ngun bldesuluda.

, »142;6.M’1';:i)los DE CULTIVO BACTERIANO.

En este experimento se usaron dos medios de cultivos bacteriano: infusién cerebro corazén y
infusién cerebro coruzén'y agar basc sangre.

e

INFUSION CEREBRO CORAZON.

El agar infusién cerebro corazén es un medio completo usado para el cultivo de una gran
variedad de microorganismos dificiles de crecer, Roseburg Epps y Clark anunciaron que este medio
se debe usar con 2% de agar sicndo mas satisfactorio que otros medios para cl aislamiento de
Actinomyces israeli. La incubacién en atmésfera al 5% dc diéxido carbono es necesaria para
mcjores resultados.

Composicidn:

Ingredientes por litro.
Infusién de caldo de cercbro 200 gr.
Infusién de coruzén de buey 250 gr.
Peptona proteasa 10 gr.
Dextrosa 2 gr.
Cloruro de sodio S gr.
Fosfato di sédico 2.5 gr.
Acto agar 15 gr.
pH final 7.4 4 25° C,
Una libra rinde 8.7 litros 'de medio final. 57
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Método de preparacidn, i ‘

Suspender 52 gr en un lllro de agun dcsulada 0. dcsnomzada y culcnxur hasta disolver
completamente. Esterilizar . en el autoclave por 15 minutos:Z a°15 libras dc prcS|6n Dispensar y
enfriar. ‘ :

El polvo deshidratado es homogénco y de féc: >volaul|dad &

BASE AGAR SANGRE.

La base de agur sangre cs un medlo cn nfusién el cual puedc ngrcgarsc sangre para aislar y
cultivar microorganismos diffciles de crecer.’ Adcmﬁs lns rcaccnoncs hemoliticas debido a! cambio
de pH sc mucstran como zonas lrunsluc:das a vcrdcs 87

Composicioén, C
Infusién de corazén de bucy 500 gro -
Triptosa 10 gr.
Cloruro de sodio 5 gr.
Agur 15 gr.
pH final 6.8.

Una libra rinde 11.35 litros de medio simple.

Método de preparacion.
Suspender 40 gr en un litro de agua destilada o desionizada calentar para asegurar que sc
disuelva completamente. ¥
Esterilizar en autoclave por 15 minutos a 15 Ibs enfriar a 45-50 °C.
Agregar 5% de sangre esterilizada y desfrinilada a temperatura amblenle mezclar bien.
Distribuir cn cajas petri o tubos y dejar gelificar. il

12.9. PRESUPUESTO.
El presente proyecto de investigacién fue financiado por la Dra. Gloria Gutiérrez Vencgas,

jefa del laboratorio  de Bioquimica de la Divisién de estudios de Posgmdo e Invcstlgnclén de la
Facultad de Odontologfa y recursos del proyecto PAPIME. :
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